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Resumen
La acidificacion oceanica es uno de los problemas mas importantes generados por el

cambio climatico. Esta se debe principalmente al aumento del CO; por causa antropica, cuyo
aumento provoca, entre otros efectos, que disminuya el pH marino. Los organismos que mas
pueden verse afectados por este proceso son aquellos que tienen estructuras de carbonato calcico
en su esqueleto ya que la disminucién del pH provoca un desequilibrio en el balance del sistema
oceanico de carbonatos. Dicho desequilibrio provoca cambios fisioldgicos en los organismos y
un coste metabolico derivado de contrarrestar ese efecto, y esto finalmente puede desembocar en
cambios en las redes troficas. Por todo ello, surge la necesidad de realizar estudios de acidificacion
oceanica y de desarrollo y puesta a punto de los sistemas de monitorizacion en ambientes
controlados, asi como de estudiar sus fortalezas y debilidades. Para estudiar el efecto de la
acidificacion oceanica en las estructuras calcareas se incluyeron durante 23 dias a ejemplares de
Chiton articulatus Sowerby, 1832 (Mollusca-Polyplacophora) en estanques de experimentacion.
Los ejemplares sujetos a experimentacion se sometieron, previamente aclimatados, a dos
tratamientos. El primero de ellos fue mantenido a pH 7.8 (pH predicho para el afio 2100), el
segundo a pH 7.5 (predicho para el afio 2200). El control se establecio a pH 8.1 (actual). Las
variables que fueron estudiadas al concluir el experimento fueron la supervivencia, la resistencia
y la plasticidad de las valvas. A las variables se les aplico un Modelo Lineal General univariado
y arrojo, al menos, diferencias significativas entre el control y los tratamientos acidificados.
También se obtuvieron datos valiosos sobre las condiciones experimentales y permitio ahondar
en el conocimiento de como afrontar un experimento de esta indole y mejorar su disefio

experimental.
Palabras clave:

Acidificacion oceanica, Ambientes controlados, Chiton articulatus, Monitorizacion,

Hipercapnia, Cambio climatico, Carbonato calcico, Aragonita, Calcificacion

Abstract

Ocean acidification is one of the most important problems triggered by climate change. This is
mainly due to an increase of anthropogenic CO2, causing, among other effects, the decrease in
marine pH. The most affected organisms by this process, are those that build calcium carbonate
shells or skeletons, since the decrease of pH causes an imbalance in the equilibrium of the
oceanic carbonate system. This imbalance produces physiological changes in the organisms and
a metabolic cost derived from counteracting that effect, finally possibly leading to changes in
the trophic networks. Given all of the above, there is a need to carry out ocean acidification

studies and research and development of monitoring systems in controlled environments, as



well as to study their strengths and weaknesses. To study the effect of ocean acidification on
calcareous structures, Chiton articulatus Sowerby, 1832 (Mollusca-Polyplacophora) was
included in experimental ponds for 23 days. The experimental animals were submitted,
previously acclimatized, to two treatments. The first one was maintained at pH 7.8 (predicted
pH for year 2100), second at pH 7.5 (predicted for year 2200). Control was set to pH 8.1 (current).
The variables that were studied at the conclusion of the experiment were survival, resistance
and plasticity of the valves. A univariate General Linear Model was applied to the variables and
showed, at least, significant differences between control and acidified treatments. Valuable data
were also obtained on the experimental conditions and allowed to deepen the knowledge of

how to tackle this kind of experiment and to improve its experimental design.
Keywords:

Ocean acidification, Controlled Environments, Chiton articulatus, Monitoring,

Hypercapnia, Global change, Calcium carbonate, Aragonite, Calcification

Introduccion y antecedentes
Acidificacion oceanica

La concentracion de dioxido de carbono (CO,) en la atmoésfera terrestre se ha
incrementado un 40% en los ultimos 150 afios (desde 280 a 380 ppmv (partes por millon de
volumen)) (Pearson y Palmer, 2000; Orr et al., 2005). Como principales sumideros, los océanos
han absorbido un 48% de este CO, (Peng, 2005; Bates et al., 2014), esto ha ralentizado el
calentamiento global pero ha iniciado un proceso que se conoce como “acidificacion

oceanica”’(OA) (Scott C. Doney et al., 2009; Bensoussan et al., 2010; Fortunato, 2015).

El aumento de la tasa de incremento de CO, atmosférico esta causado principalmente por
la quema de combustibles fosiles y la deforestacion, y es, al menos un orden de magnitud mayor
a la mayor tasa registrada en millones de afios (Sabine et al., 2004; Bates et al., 2014), siendo la

concentracion de CO; actual la mas alta de los tiltimos 800 000 afios (Scott C Doney et al., 2009).

Los efectos de la acidificacion oceanica son relativamente predecibles teniendo en cuenta
el aumento del CO; antropogénico. Las grandes masas de agua absorben el didxido de carbono, a
causa de ello bajan los niveles de pH, e indirectamente, también baja el estado de saturacion de
carbonato calcico (CaCOs) en aguas superficiales. Ademas en estas aguas se genera la mayor

parte de la produccion (Caldeira y Wickett, 2003, 2005; Orr ef al., 2005).

Respecto a las series temporales que apoyan este incremento, algunas de las mas largas

se obtuvieron en Hawaii, con registros del CO; atmosférico en ppmv (estacion Manua Loa) de
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mas de 50 afios y, ademas, desde 1990, con registros de la presion parcial de CO, (pCO») y del
pH oceanico en la estacion Aloha (Figura 1) (IPCC, 2000; Pearson y Palmer, 2000; Floch et al.,
2008; Feely, Doney y Cooley, 2009; Bensoussan et al., 2010; Bates et al., 2014).

El Panel Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC) predijo tres posibles
escenarios en cuanto a la cantidad de emisiones implementados con los modelos generales de
circulacion (IPCC, 2000; Caldeira y Wickett, 2005; Hoegh-Guldberg et al., 2007); el modelo mas
realista y con prevision intermedia pronostica que para finales de siglo los niveles de CO; podrian
superar los 800 ppmv (A1B). De acuerdo con los mismos modelos para los océanos, también
predicen que el carbono inorganico disuelto (DIC) podria incrementarse mas de un 12% en las
aguas superficiales, y que la concentracion de ion carbonato podria descender hasta un 60% (R.
A. Feely et al., 2004; Fabry et al., 2008). La consecuente caida de pH rondaria en torno a los 0.4
unidades de pH para el afio 2100. Si esto ocurre, puede potencialmente tener un gran impacto en

los sistemas biologicos en los océanos que solo estamos empezando a entender.

Finalmente, durante los ultimos afios, miembros de la comunidad cientifica han reportado
la urgente necesidad de estudios para dilucidar los efectos de los cambios en la quimica del
carbono en los organismos y ecosistemas marinos; por ello, numerosos cientificos han centrado
sus investigaciones en las consecuencias derivadas del CO, antropogénico (Feely, Doney y

Cooley, 2009).

Sistema oceanico de carbonatos
A partir de la industrializacion, el equilibrio quimico del carbono en los océanos ha

cambiado, y su interaccion con respecto al calcio se ha modificado (Cox ef al., 2000; Morse,
Arvidson y Liittge, 2007; Dore et al., 2009). Las reacciones principales del sistema de carbonatos

son las siguientes (Reaccion 1) (Millero, 2007):
COz (atmas) €2 COz(ag+ H20 <2 H:CO3 <5 H* + HCOs <3 2H* + COz*

Reaccion 1: Equilibrio fundamental en la quimica del carbono ocedanico

Esto es: La interfase aire-agua superficial esta en continuo intercambio, si aumenta la
concentracion de CO; en el aire, hay una serie de desencadenantes: Lo primero que sucede es que
el CO; en estado gaseoso se disuelve y reacciona con las moléculas de agua dando lugar a acido
carbonico (H>CO3), este acido carbonico puede ceder un ion hidrogeno (H') al ambiente y
convertirse en un ion bicarbonato (HCOs), este compuesto a su vez puede ceder otro ion
hidrégeno y convertirse en ion carbonato (CO5%), las reacciones explicadas estan en equilibrio y
este equilibrio depende en gran parte del pH, ademas de la concentracion de sustratos y productos.

Los iones hidrogeno liberados al medio contribuyen a la electronegatividad del mismo y por lo



tanto a su pH por definicion, disminuyéndolo y provocando lo que se ha denominado acidificacion

oceanica (R. A. Feely et al., 2004; Orr et al., 2005).

Otro factor a tener en cuenta es la concentracion de carbonato calcico (Reaccion 2), ya
que la capacidad para absorber CO, atmosférico depende en parte del carbonato disuelto. Una
reaccion paralela a la anterior que también se da es la formacion de bicarbonato a partir de agua,
CO; y carbonato calcico (Reaccion 3). Debido a la tGltima reaccion mencionada se aumenta la
acidez y reduce la disponibilidad de COs* necesaria para los calcificadores (R. A. Feely et al.,

2004).
CaCOs €= COs%+ Ca®
Reaccion 2

COz+ CaCOs + H:0 <& 2HCOs + Ca®*

Reaccion 3

Los iones carbonatos son necesarios para las conchas y esqueletos de muchos organismos
marinos en lo que incluimos plancton, corales, invertebrados, etc. En ambientes pelagicos, los
carbonatos caen por la columna de agua y son: o bien disueltos, o bien depositados en superficie,
o también pueden depositarse en sedimentos profundos. En relacion con lo anterior, hay un limite,
denominado horizonte de saturacion, que separa las aguas superficiales, con sobresaturacion de
carbonato calcico, de las aguas de las zonas mas profundas, con subsaturacion del mismo mineral.
Por encima de ese limite el estado de saturacion (€2) (Reaccion 4) es mayor a uno, y por debajo
de ese valor es menor a uno, esto corresponde a un proceso de sobresaturacion y subsaturacion,

respectivamente, que responde a la siguiente formula:
Q= [Ca] [CO:]/K'sp

Reaccion 2

Siendo Ky, el producto de la solubilidad aparente y depende de la salinidad, la presion, y

la fase mineral concreta.

La alcalinidad, se define como la capacidad del agua para neutralizar acidos o aceptar
protones. Por lo tanto, el incremento de la alcalinidad total (TA) (Reaccion 3) mejora la capacidad
para absorber mas CO; de la atmosfera. TA es una medidad del exeso de cationes (como Ca*" y
Mg?") que estd balanceado con los aniones formados por disociacion de acidos débiles como

carbonico, bérico y otros (Duarte ef al., 2013).



El estado de saturacion de los minerales de carbonato decrece de forma natural con la
profundidad, y también estd influido por el CO, disuelto que se produce por la respiracion
bioldgica y las temperaturas frias en las zonas profundas. A pesar de que el estado de saturacion
es un indicador muy util para la biomineralizacion y disolucion, algunos organismos
calcificadores requieren de ambientes con unos niveles altos de saturacion, y otros pueden ser
capaces de generar estructuras en condiciones subsaturadas a cambio de un incremento del coste

bioenergético (Comeau et al., 2010; Gazeau et al., 2010; Martin et al., 2011; Doney et al., 2012).

Respuesta bioldgica a la acidificacion
En los organismos el carbonato calcico se encuentra en dos formas metaestables, la

aragonita y la calcita, siendo la aragonita aproximadamente 50% mas soluble que la calcita
(Mucci, 1983). El limite u horizonte de saturacion es la profundidad en el que el estado de
saturacion es igual a 1 y este se encuentra a distintas profundidades dependiendo de la masa de
agua en cuestion, siendo mas vulnerables las que se encuentran en las mayores latitudes y aguas

frias.

La capacidad de los organismos para resistir los cambios que van a acontecer es
fundamental para su supervivencia y depende de sus niveles de tolerancia. En la actualidad, los
cambios que se producen en los ecosistemas son demasiado rapidos para que los organismos
puedan tolerarlo (Ries, Cohen y Mccorkle, 2009; Ridgwell y Schmidt, 2010), produciendo una
mortalidad masiva, cambios dramaticos en la estructura y en la funcidon ecosistémica, y ademas

también se ven afectados los servicios que ellos proveen (Doney ef al., 2012).

Los organismos marinos costeros estan expuestos a variedad de potenciales dafios por
estresantes ambientales como el “biofilm”, accion de las olas o los predadores. La accion de las
olas puede erosionar las conchas con el sedimento transportado o los restos de estructuras
calcareas, por otra parte, los “biofilms” pueden liberar subproductos metabdlicos que reduzcan el
pH efectivo alrededor de la concha envolviendo al organismos un entorno mas acido que el

exterior (Nienhuis et al., 2010; Doney et al., 2012; Kroeker et al., 2013).

Si nos centramos en la aragonita, los pterépodos y los corales son los principales grupos
que contienen en sus estructuras calcareas este compuesto. Los pteropodos son los que mas
importancia cuantitativa tienen ya que son un productor plancténico y se encuentra en grandes
densidades en zonas cercanas a los polos (R. a Feely et al., 2004; Orr et al., 2005). Por otra parte,
a nivel cualitativo muchas especies de corales son especies bioingenieras que permiten el
establecimiento de otras muchas especies gracias a los habitats que proveen (Hoegh-Guldberg et

al., 2007).

Los moluscos son el segundo phylum mas grande, con 90 000 especies descritas, cuyo

tamarfio oscila entre pocos milimetros y 20 metros. Habitan desde las cimas de las montafias hasta



las profundidades oceénicas (Rosenberg, 2014). Ellos son los principales organismos calcareos,
junto con los corales, y de gran importancia en el ciclo del carbono desde que aparecieron en el

Cambrico (Sigwart y Sutton, 2007; Kocot et al., 2011).

Los efectos directos de los cambios del pH incluyen alteracion de los materiales
calcificados, incrementos de costes metabolicos, descenso de la eficiencia de mineralizacion de
la radula, cambios comportamentales y puede promover la disolucion de la superficie de la concha
alrededor de los aesthetes asi como debilitar las valvas (Vendrasco et al., 2008; Beniash et al.,

2010; Burnell et al., 2013; Gazeau et al., 2013; Kroeker et al., 2013).

Chiton articulatus Sowerby, 1832 (Mollusca-Polyplacophora)
Chiton articulatus pertenece a la clase Polyplacophora, en el orden Neoloricata, es un

grupo que se ha mantenido mas o menos constante por mas de 500 millones de afos (Okusu et
al., 2003; Sirenko, 2006; Puchalski, Eernisse y Johnson, 2008). En general los quitones viven
desde el intermareal hasta las profundidades de 2000 metros y presentan 8 valvas articuladas,
aunque existen especimenes raros que pueden tener 6, 7 o 9; estas valvas estan rodeadas por una
banda de tejido muscular llamada perinoto o cinturén (Abadia-Chanona, 2015). Las valvas estan
formadas por tres capas superpuestas, la mas externa se denomina periostraco y se compone por
una matriz organica, la capa intermedia y la interna se denominan ostraco e hipostraco
respectivamente y estan compuestas por carbonato calcico .La disposicion de las valvas asi como
el gran pie muscular que tienen, les permite proteger sus partes blandas y acoplarse perfectamente
a superficies irregulares y duras de su habitat. Los individuos de esta especie son ramoneadores
marinos y tienen una funcion clave en el ecosistema intermareal, tanto a nivel cuantitativo como
cualitativo (Connor et al., 2015; Tejada-Martinez et al., 2016). Por otra parte, los quitones
también poseen un radula excepcionalmente larga, que se extiende mas de medio cuerpo, con los
dientes mineralizados con magnetita de hierro (Lowenstam, 1962), estas estructuras son similares
a la radulas de los patelogasteropodos (lapas), ademas, la larga radula con magnetita ha obtenido
especial atencion desde las ciencias de materiales con el fin de entender y replicar el proceso de
biomineralizacion para aplicaciones industriales (Gordon y Joester, 2011; Wang et al., 2013).
Como en todos los moluscos con radula, cuando los dientes anteriores estan actuando sobre el
sustrato, estos son erosionados y remplazados por una nueva fila de dientes (Shaw et al., 2010).
La deposicion de minerales en los dientes varia entre especies y lo mismo sucede con la
contribucion relativa de hierro, fosforo y calcio (Macey y Brooker, 1996; Lee et al., 2000; Brooker
et al., 2003). Un estudio previo report6 dafio en la radula en Patella vulgata bajo condiciones de

acidificacion (Marchant, Calosi y Spicer, 2010).

En cuanto a C. articulatus en particular, este molusco se sitiia en el intermareal por lo que
es especialmente sensible al cambio climatico. Esta especie varia de color gris pizarra hasta

parduzco, a veces con tonos discretos color crema, con branquias holobranquiales con 55-70
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plumas por cada lado, de tegumento suave (si no estd erosionado) y brillante, con ausencia de
ornamentos (Ferreira, 1983). Su idoneidad como indicador para el cambio climatico se debe a dos
factores principalmente: 1) Al agua marina superficial al ser la primera en verse influida por los
efectos del incremento de CO; antropogénico; 2) A la interfase agua-aire, generadora de un
escenario sometido a un elevado estrés. Es importante mencionar que esta especie es de amplia
distribucién, desde Mazatlan, Sinaloa, México (23°13'N; 106°25'W) hasta Puerto Angel, Oaxaca,
México (15°40' N; 9°291 W). Ademas, es el Ginico quiton presente en las islas de San Benedicto,

Socorro y Clarion (Ferreira, 1983).

Las placas o valvas de C. articulatus estan formadas por aragonita, hecho inusual para el
grupo de los moluscos (Runnegar, 1989). Las valvas estan perforadas por canales rellenos de
tejidos denominados aesthetes (Vendrasco et al., 2008), los cuales poseen una terminacion
nerviosa sensorial expuesta a la superficie de la valva (ocelos) (Speiser, Eemisse y Johnsen,
2011). Los biomecanismos de articulacion de las valvas han sido descritos con detalle, con un
modelo en que se investiga la optimizacion entre movilidad y proteccion (Connors et al., 2012).
En diferentes estudios la disolucion de las mismas bajo hipercapnia ha sido observada (Rodolfo-

Metalpa et al., 2011; Thomsen ef al., 2013).

Motivacion del proyecto y objetivos

Dadas las circunstancias del convenio de Doble Titulacion Internacional US-UNAM
(Universidad de Sevilla-Universidad Nacional Autdnoma de México) surgio la oportunidad de
realizar mi proyecto fin de Master con el Doctor José Luis Carballo Cenizo por parte de la
maestria en Ciencia Bioldgicas con escaso margen de maniobra, por ello los objetivos generales

del mismo son los siguientes:

1) Evaluar de qué forma afecta la acidificacion ocednica a las estructuras de carbonato
calcico, en especial a la resistencia y plasticidad.

2) Estudiar como afecta la acidificacion oceanica a la supervivencia de Chiton articulatus.

3) Puesta a punto de las instalaciones de monitorizacion del cambio climatico en ambientes
controlados, del Laboratorio de Ecologia del Bentos, situado en la Unidad académica
Mazatlan y perteneciente al Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia , Universidad
Nacional Auténoma de México.

4) Explorar fortalezas y debilidades de los sistemas de monitorizacion del cambio climatico

en ambientes controlados.



Marco metodologico

Recoleccidn y aclimatacion previa al experimento
Se recolectaron 60 individuos de Chiton articulatus en una zona cercana al faro de

Mazatlan (23°10'38.14"N, 106°25'30.89"0) (Figura 2), en Sinaloa, México. La recoleccion fue
realizada en marzo de 2016 (Abadia-Chanona, Avila-poveda y Arellano Martinez, 2014; Abadia-
Chanona et al., 2016), y los individuos se introdujeron en estanques de aclimatacion a un pH de
8.1 aproximadamente. En estos acuarios fueron mantenidos por al menos 10 dias con un
fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad y renovacion constante de agua. La longitud de
los individuos era de entre 20 y 30 mm, es decir, propia de estadio subadulto (Avila-poveda y

Abadia-Chanona, 2013).

Aclimatacion
Se realizaron dos tipos de aclimatacion. El primero de ellos sometio a los individuos

recolectados a las condiciones que iban a tener durante el experimento pero sin el decremento del
pH, es decir, con las placas de alimentacion y el fotoperiodo constante en sus estanques de
experimentacion. Durante este proceso estuvieron monitorizadas 10 dias, como se ha comentado
anteriormente. El segundo tipo consistio en llevar cada uno de los tratamientos al pH objetivo. El
ratio que se uso para ello fue de 0.1-0.15 unidades de pH maximo diario, por lo que se requirieron

4 dias para alcanzar estas condiciones y contar como el inicio del experimento.

Disefio experimental
Se usaron dos tratamientos y un control, uno de ellos a pH 7.8 o tratamiento 1 (TA1)

simulando las condiciones que se esperan en 2100 (IPCC, 2000; Queirés et al., 2015), el otro a
pH 7.5 o tratamiento 2 (TA2) que son las predichas para el afio 2200 (IPCC, 2000), y por altimo

el control se mantuvo a pH 8.1.

Para cada uno de los tratamientos se dispusieron de 4 estanques-réplicas por lo que se

contd con un total de 12 estanques experimentales (Figura 3, Figura 4).

De forma previa al comienzo del experimento se midieron todos los ejemplares. Los
parametros que se recogieron fueron longitud antero-posterior y lateral. Después se distribuyeron
los individuos de forma aleatoria en cada uno de los estanques-réplicas. Finalmente, el nimero

de individuos por estanque fue 5.

Condiciones experimentales y medicién de variables
En cuanto a las condiciones del experimento, se puede observar (Figura 3, Figura 4) la

disposicion de los estanques y a qué nivel se introduce el CO; puro por insuflacion. El CO; fue
introducido por pulsos proporcionales en un rango determinado, consiguiéndose de este modo un
control exhaustivo del pH en cada uno de los tratamientos. El control del pH y la insuflacion

diferencial fueron realizados de forma automatica y digital Signet 9900 junto con sus medidores
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y controladores accesorios El programa de insuflacion que se uso en el equipo estaba basado en
pulsos de insuflacion proporcional, es decir, conforme el valor del pH del tanque se elevaba con
respecto al valor fijado, la frecuencia de pulsos de CO, aumentaba hasta que volviera a alcanzar

el valor fijado.

A pesar del registro automatico continuo del pH por parte del equipo citado,
adicionalmente se registr6 de forma automatica la temperatura y la luminosidad cada 30 minutos
a lo largo de todo el experimento por medio de HOBO® Data Loggers colocados en cada uno de
los estanques-réplicas, y por otra parte también se registré diariamente el pH, la temperatura, la

salinidad, la conductividad y también se calcul¢ la alcalinidad total.

El pH se registré con Thermo scientific Orion Star™ A221, aportando una resolucion de
milésimas de unidades de pH. Para asegurar que los valores obtenidos fueran fidedignos se realizo
una calibracion diaria previa experimentacion. Este instrumento también midié temperatura, con
una resolucion de décimas de grado, lo que sirvio para verificar o corregir los valores de los

HOBO® Data Loggers.

Los datos de salinidad y de conductividad se obtuvieron mediante Y'SI pro30 que aportd
también valores de temperatura con resolucion de décimas de grado que sirvieron para revalidar

los datos anteriores.

La alcalinidad, se midi6 de forma indirecta por el método desarrollado por Strickland &
Parsons (1972), pero visto en Grasshoff ef al. (1983); En este procedimiento se obtuvo el valor
de alcalinidad para una muestra de agua de la con una balanza de precision en la que se pesaron
25 gramos de acido clorhidrico (HCI) a 0.0100 N, a lo que se afiadieron 100 gramos de agua de

muestra, obteniéndose un valor de pH, tras la mezcla, se le aplico la siguiente formula:
Alcalinidad total = (2.5-(1250*antilog(pH))/fH)*1000

Siendo fH el coeficiente de actividad, constante cuyo valor depende de la salinidad; en

este caso el valor usado es 0.758.

El calculo de los parametros relacionados con el CO; se realiz6 mediante el programa
CO2SYS v2.1 (Lewis y Wallace, 1998). El cual, a partir de dos parametros conocidos
relacionados con CO2, puede calcular los otros tres. Ademas el programa también calcula el
estado de saturacion y la concentracion de distintas especies de carbono. Los parametros
seleccionados en el programas son los valores de K1 y K2 de Mehrbach et al,.(1973) reajustado
por Dickson y Millero (1987), el cloruro de potasio se tomd el de Dickson , se selecciond la escala

de pH marina y el valor de [B] de Uppstrom, (1974).



En cuanto a las condiciones experimentales, el agua de mar filtrada (Figura 3) fue
obtenida por depuracion que se realizo de forma pasiva por un filtro de arena natural. El pozo esta
situado en la costa y el agua se introdujo al reservorio principal hasta llenarlo en cada marea alta

(£ 2 horas) por medio de una bomba (Figura 2).

La alimentacion de los individuos, esta se realizo mediante la colocacion en los estanques-
réplicas de placas de PVC de 10x10 cm previamente marinizadas y sumergidas durante al menos

10 dias (Figura 5), las placas se incluyeron a demanda.

Al terminar el experimento los individuos se relajaron (Geiger ef al., 2007; Abadia-
Chanona, Avila-Poveda y Arellano Martinez, 2014), este procedimiento se fue realizando con la
adicion de pequefios volimenes de agua dulce hasta sustituir gran parte del agua salada, después
se repitio el mismo proceso pero afiadiendo alcohol al 92% en vez de agua, a continuacién se
conservaron en alcohol al 96%. Para la extraccion de las placas dorsales y radulas se aplicaron
técnicas descritas por otros autores (Geiger ef al., 2007; Avila-Poveda, 2013; Abadia-Chanona,
Avila-poveda y Arellano Martinez, 2014) y el doctor Avila-Poveda mostrd personalmente la

correcta realizacion de la diseccion.

Las placas se sometieron a diversas pruebas. Con el objetivo de averiguar si la fragilidad
de las placas variaba con el tratamiento de acidificacion se us6 un probador de ensayos tension-
compresion (Laboratorio de Mecéanica y Micromecanica de solidos, Instituto de Investigacion de
Materiales, Universidad Nacional Autonoma de México). Para ello, una celda de carga ejercia
una fuerza de 110 newtons a una velocidad de 0.16 mm/s sobre una de las placas hasta conseguir
la rotura de la misma (Figura 6) tomandose datos del desplazamiento realizado y de la fuerza

ejercida sobre la celda de carga.

Con anterioridad a la aplicacion de los ensayos de tension-compresion se midio el grosor
por los dos extremos de la valva y la longitud de la misma mediante un Micrémetro Mitutoyo
Absolute con resolucion de 0.001 mm (Figura 7), y un calibre electrénico de la misma marca con

resolucion de 0.01 mm.

Los datos se pretrataron, trataron y analizaron. Asi, se obtuvo finalmente la fuerza
maxima ejercida para la rotura, término que denominaremos Fuerza (F), la plasticidad de la placa
(P), esta ultima se ha calculado teniendo en cuenta la distancia recorrida con respecto a la fuerza

relativizada al tamafio de la valva.

Analisis estadisticos
Se han realizado comparaciones multiples de variables de diversa indole en cuanto al

tratamiento de acidificacion; entre el tratamiento control y el tratamiento con pH a 7.8 (de aqui

en adelante TA1), y entre esos dos y el tratamiento a pH 7.5 (de aqui en adelante TA2). A las
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variables se les aplico un Modelo Lineal Generalizado (MLG) univariado introduciendo como
factor fijo el tratamiento de acidificacion, y dependiendo de la homocedasticidad de los residuos
de la variable dependiente se us6 un test u otro; si no habia homocedasticidad en la varianza
residual se uso el test posthoc de Games-Howell, en caso contrario se uso el test de HSD de Tukey.

Para todos los analisis el programa utilizado fue IBM SPSS Statistics v23.

Resultados y discusion

Diversas variables fueron analizadas durante este estudio:

La primera variable que se fijo durante el experimento fue el pH, la cual se ha medido de
dos formas: 1) Medicién diaria con el pH-metro Thermo scientific Orion Star™ A221, y 2)
Mediante la medicion continua con Signet 9900 y sus accesorios, los tratamiento se acoplaron al

disefio del experimento y fueron significativamente diferentes entre si (p=0.000) (Figura 8, Tabla

1.

Otra variable que estuvo sujeta a un registro continuo, fue la temperatura del agua (Tabla
2). Hubo diferencias significativas a lo largo de este experimento, pero como se expone (Figura
9) las diferencias fueron minimas. Esto probablemente fue debido a la posicion de cada
tratamiento respecto al aire acondicionado del cuarto experimental. El control estaba en torno a
45°y de forma paralela al flujo de aire laminar, el TA1 estaba entre 30° y 45° con respecto a la
maquina pero de forma perpendicular, y por tltimo, el TA2 estaba a cubierto del flujo de aire por
lo que la temperatura era mas elevada. Los HOBO® Data Loggers refuerzan dicha hipotesis
(Figura 10). Otra posible hipdtesis a esta variacion en la temperatura pudo ser por el tiempo de
resiliencia del agua, es decir, mientras mas tiempo estuviera el agua en el cuarto se alcanzaban
temperaturas mas bajas. Sin embargo, ello no debe haber afectado porque el flujo en cada acuario
se regulo para que fuera lo mas similar posible a los demas. Estos resultados nos proporcionan
una informacion util de la precision de los datos que se han tomado pero en este caso, debido a
las diferencias tan minimas que se produjeron no debieron afectar a la experimentacion. Otros
estudios contemplaron la temperatura junto con la acidificacion y so6lo los tratamientos mas

dispares (10 °C de diferencia) obtuvieron diferencias significativas (Sigwart y Carey, 2014).

La salinidad fue otra variable registrada diariamente, en esta ocasion se dieron diferencias
significativas entre TA1 y TA2, y entre control y TA2 pero no se dieron entre control y TA1
(Tabla 3), aunque, al igual que en el caso anterior, las diferencias fueron minimas, sin alcanzar
los 0.05 ppmv. En esta ocasion la causa de las diferencias es desconocida, pudo haberse
provocado por alguna interaccion de las sales con algin compuesto de carbono, o bien con la

temperatura ya que sigue el mismo patron y esta tiene una fuerte relacion con la salinidad.
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Las tres variables relacionadas con la quimica del carbono fueron la presion parcial de

CO., la concentracion de iones bicarbonatos, y el estado de saturacion para la aragonita.

La presion parcial de CO; (Tabla 4) aumentd de forma significativa a medida que se
increment6 la acidificacion. Estos resultados cumplen con las condiciones experimentales y

corrobora otros estudios sobre acidificacion oceanica (Fabry et al., 2008).

Por otra parte, las concentraciones de iones carbonato tuvo una relacion inversamente
proporcional respecto a la acidificacion, es decir, conforme la acidificacion era mayor habia
menor concentracion de iones carbonato (Tabla 5, Figura 11), pero lo importante es que este ion

es vital para la accion de los calcificadores (Hoegh-Guldberg et al., 2007).

Respecto a las variables dependientes de la quimica del carbono, el estado de saturacion
de la aragonita varié significativamente dependiendo del tratamiento, esta variable disminuyé
conforme el pH también lo hacia. Cabe recordar dos apuntes sobre esta variable:1) El agua
obtenida de la simulacion es agua a nivel superficial, y por eso es uno de los primeros escenarios
en sufrir los efectos de la acidificacion oceanica (Tabla 6, Figura 12); 2) Los valores por debajo

de 1 indican una subsaturacion de la aragonita.

En cuanto a la fuerza aplicada (F) para provocar la rotura de las placas, si se usan los
datos brutos, no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos (p>0.05), pero esto
no nos da una informacion util ya que la fuerza de rotura va a depender de otros factores como la
longitud y el grosor. Sin embargo, si realizamos un tratamiento estadistico de los datos elevandolo
al cuadrado, obtenemos que a pesar de que no haya normalidad ni homocedasticidad de los datos
en cuanto a la variable dependiente “Fuerza aplicada”; al aplicar el test (Tabla 7), se obtuvo que
el tratamiento control difiri6 significativamente del TA1 (p=0.013), pero no con respecto al del
TA2 (p=0.112). Entre los dos tratamientos de acidificacion tampoco hubo diferencias
significativas (p=0.580), lo que seguramente se debid a la dispersion que tiene el tratamiento

control.

Para cumplir las premisas del experimento en cuanto a la aleatoriedad de la colocacion
de los quitones, se analizo también la longitud de las placas con respecto al tratamiento. Se coloco,
en esta ocasion, como variable dependiente a la “longitud”; los datos de esta variable son normales
y homocedasticos. Al enfrentar los tratamientos no se dieron diferencias significativa en ninguno

de los casos (p>0.8) (Tabla 8).

Tras la toma de datos, con la intencion de conseguir una variable que neutralice la relacion
entre longitud (L) y grosor medio (G) de la placa, se creo un variable LG=L/G, siendo esta una
variable adimensional que no tiene normalidad pero si homocedasticidad. A esta variable LG se

le aplico un HSD Tukey, en estas comparaciones no hubo diferencias significativas entre el
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control y TA1 (p=0.997), pero si las hubo con respecto al TA2 (p=0.026), por otra parte el test

también arrojo diferencias significativas entre los tratamientos acidificados (p=0.038) (Tabla 9).

Continuando con el analisis, a partir de la variable anterior y la variable “Fuerza
aplicada”, se creo otra variable denominada FLG= F/(L/G), que relaciona cada morfologia de la
placa a la fuerza aplicada para su rotura de forma individual. Esta variable no tiene distribucion
normal ni presenta homogeneidad en la varianza; a esta variable se le aplic6 un MLG con un
posthoc de Games-Howell, este test arrojo algunas diferencias marginales, es decir, no fueron
significativas pero estuvieron proximas a serlo; una de esas diferencias fue entre el control y TA1
(p=0.060), aunque menos también hubo diferencias marginales entre el control y TA2 (p=0.095).
Por ultimo entre los tratamientos de acidificacion no hubo diferencias significativas (p= 1) (Tabla

10).

Después, se realizd una transformacion y se elevo al cuadrado la variable FLG,
denominandose ahora FLG2, al aplicar el test de Games-Howell, este test arrojo diferencias
significativas donde antes eran marginales, entre con control y TA1 (p=0.024), también se dieron
entre control y TA2 (p=0.045), sin embargo, como en ¢l caso anterior, no las hubo entre los

tratamientos acidificados (p=0.959) (Tabla 11).

Otra variable que se obtuvo fue la plasticidad (P), no en su definicion fisica sino como un
término que transmite una relacion entre FLG y la distancia recorrida durante el proceso de rotura.
Se calcul6 mediante la expresion (Fuerza/ (Longitud/Grosor))/distancia (Tabla 12) y en este caso
las diferencias se sucedieron igual que en el FLG2, el test arrojo diferencias significativas entre
el control y TA1 (p=0.004), e igual al compararlo con TA2 (p=0.045), pero esas diferencias no se

dieron entre los tratamientos acidificados (p=0.684).

Por ultimo, la supervivencia por tratamiento también fue diferente al realizar un analisis
estadistico se dieron diferencias significativas entre el control y los tratamientos acidificados, en
el control la supervivencia media fue de 0.95 + 0.1, de los 20 individuos del tratamiento solo se
muri6 uno y fue en el ultimo dia, esto se pudo deber a una bajada de pH que se produjo en ese dia
por causas desconocidas, en TA1 la media de supervivencia fue de 0.65 £+ 0.1 y por tltimo en el
TA2 la supervivencia media fue de 0.55 £ 0.19; entre estos dos ultimos tratamientos no se

obtuvieron diferencias significativas (Tabla 13, Figura 13).

Aunque no se realizé un estudio colorimétrico, se evidencidé un cambio brusco en la
coloracion virando para blancuzco-grisaceo, esto puede evidenciar una pérdida de la capa superior
de la concha (periostraco) de naturaleza proteica, dejando al descubierto la capa formada por

carbonato célcico (ostraco) (Figura 14, Figura 15).
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Respecto a la mejora del disefo experimental, en estudios previos se observo que la radula
no se ve afectada por la acidificacion y que no se observaron signos de disolucion en las valvas
(Sigwart y Carey, 2014), aunque hay que destacar algunas diferencias entre ambos experimentos,
la primera de ellas es que el organismo de estudio en el caso del articulo es un quiton bentoénico
de relativa profundidad (30-40m), y que el nimero de especimenes por tratamiento fue, en el
mejor de los casos, la mitad del numero contemplado para el presente trabajo, este hecho quizas
pudo enmascarar algunas diferencias que permanecieron encriptadas al analisis estadistico,
ademas la especie estudiada en ese caso pertenece a la familia Leptochitonidae y en el que se

presenta en este trabajo a la familia Chitonidae.

La principal debilidad de este tipo de experimentos de corta duracion es no permitir
conocer como va a afectar el fenomeno de acidificacion oceanica realmente. El tipo de estudio
que se ha realizado es un estudio comparativo que intenta dilucidar los efectos y consecuencias
que van a tener en nuestras aguas este tipo de organismos, pero no se tiene en cuenta la posible

adaptacion que se pueda dar a lo largo de las generaciones.

Con el fin de mejorar el disefio experimental, se proponen dos protocolos experimentales
nuevos: 1) Marcaje de los ejemplares de forma individual para que sean reconocibles (e incluso
videovigilados) con inclusion de las variables medidas antes y después del experimento; se
deberia estudiar el peso con una balanza de precision, de forma que sepamos exactamente los
cambios que han acontecido durante el experimento; 2) Estimar la tasa de calcificacion sin tener
en cuenta el efecto del metabolismo celular, es decir, mantener en los tratamientos no sélo los
animales sino un peso dado en las valvas de los poliplacoforos, asi como realizar las mediciones

pertinentes antes y después del experimento.

Las pruebas que faltan para completar el experimento se pueden resumir en tres
experimentos: el primero es estudiar mediante el Microscopio Electrénico de Barrido (SEM) las
valvas de los quitones, no solo la zona alrededor de los aesthetes sino también los puntos de rotura
que surgieron en el experimento de resistencia; el segundo trataria de realizar un estudio de las
radulas de forma exhaustiva al SEM; y por ultimo, realizar un experimento de transcriptomica

diferencial.

Con el estudio de transcriptomica se pretende cumplir tres objetivos fundamentales: 1)
Identificar los genes que se activan y reprimen ante una situacion estresante de acidificacion de
nivel moderado y fuerte; 2) Cuantificar la expresion de los mismos y realizar una comparativa
con los controles; 3) Una vez identificados y cuantificados los genes alterados, agruparlos por las
funciones que desempefian en el organismo y deducir las consecuencias metabolicas y costes

asociados.
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Conclusiones
Como conclusion general se han cumplido los objetivos del proyecto, ampliando el

conocimiento cientifico sobre la acidificacion oceanica, la afeccion a las estructuras calcareas y
el estudio en ambientes controlados. Ademas se proponen experimentos a realizar proximamente
con la intencion de generar mas informacion vista a publicacion en una revista indexada en la

categoria QI.
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Material suplementario

Figura 1: (Arriba) Serie temporal de Manua Loa(ppmv) y pH oceanico y presion parcial de CO2 (pCO:) en la Estacion
Oceanica Aloha en el Norte del Océano Pacifico subtropical. Advertir que el incremento de CO> ocednico durante el
periodo de observaciones es consistente con el incremento atmosférico en los limites estadisticos de las medidas.
(Abajo) Datos de saturacion de calcita 'y aragonita en aguas superficiales. Ver datos en
http.//'www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/ . Obtenido desde Feely et al. (2009), visto en Scott C. Doney et al. (2009)
y en Dore et al. (2009).
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Figura 2: Faro de Mazatlan, las marcas muestran el lugar de recolecta de los individuos, el laboratorio donde se
realizaron los experimentos y la monitorizacion y el pozo del cual se tomé agua para el experimento.

Figura 3: Diagrama del experimento. Control (C) a pH= 8.1, Tratamiento A (TA) con pH a 7.8 y Tratamiento B (TB)
conpHa7.5.
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Figura 4: Laboratorio de cambio climatico del grupo de Ecologia del Bentos, en la unidad académica Mazatlan
perteneciente al Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia,

Figura 5: Placas de PVC de 10x10cm para alimentacion

24



Figura 6: Probador de ensayos tension-compresion, en medio se visualiza una valva durante el proceso de rotura.

Figura 7: Micrometro Mitutoyo Absolute con resolucion de 0.001 mm
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Figura 8: pH a lo largo de 23 dias de experimento, media + desviacion estandar (SD)

Figura 9: Temperatura (°C) a lo largo de 23 dias de experimento por tratamiento, media + desviacion estandar (SD)
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Figura 10: Temperatura (°C) a lo largo de 23 dias de experimento por acuario, media + desviacion estandar (SD)

Figura 11: Concentracion de iones carbonatos a lo largo de 23 dias de experimento por tratamiento, media +
desviacion estandar (SD)
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Figura 12: Estado de saturacion de la aragonita a lo largo de 23 dias de experimento por tratamiento, media +
desviacion estandar (SD)

Figura 13: Supervivencia a lo largo de 23 dias de experimento por tratamiento, media + desviacion estandar (SD)
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Figura 14: Individuos de Chiton articulatus pertenecientes al tratamiento a pH 7.5 tras 23 dias de experimentacion

Figura 15: Estanque-réplica al comenzar el experimento, notar las marcas de ramoneo sobre las placas de PVC
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Tabla 1 : Comparacion de los tratamientos con respecto al pH y su significacion. El posthoc usado es HSD de Tukey
con F=2105,031 y p=0,000.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
pH (1) Control 92 8,048+ 0,079 p=0.000
(2)pH7,8 92 7,736 £0,044 p=0.000
(3)pH7,5 92 7,484 + 0,051 p=0,000

Tabla 2: Comparacion de los tratamientos con respecto a la temperatura y su significacion. El posthoc usado es
Games-Howell con F=2063,600 y p=0,000.

Variable Tratamientos n Meadia + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Temperatura(in situ) (1) Control 100 25,030 +0,380 p=0.041
(2)pH7,8 100  25,144+0,272 p=0.000
(3)pH7,5 100  25,326+0,380 p=0,000

Tabla 3: Comparacion de los tratamientos con respecto a la salinidad (ppm) y su significacion. El posthoc usado es
HSD de Tukey con F=4,644y p=0,010.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Salinidad (ppm) (1) Control 92 34,238+0,272 p=0.871
(2)pH7,8 92 34,260+ 0,313 p=0.050
(3)pH7,5 92 34,286 + 0,298 p=0,013

Tabla 4: Comparacion de los tratamientos con respecto a la presion parcial de CO:y su significacion. El posthoc usado
es Games-Howell con F=2105,031 y p=0,000.

Variable Tratamientos n Media = SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
pCOz (ppm) (1) Control 92 398,209 % 66,130 p=0,000
(2)pH7,8 92 917,147 + 108,767 p=0.000
(3)pH7,5 92 1739,239 £ 209,161 p=0,000

Tabla 5: Comparacion de los tratamientos con respecto a los iones carbonatos (nmol/KgSW) y su significacion. El
posthoc usado es Games-Howell con F=1012,480 y p=0,000.

Variable Tratamientos n Media + 5D (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
€03 (mmol/kgSW) (1) Control 92 213,117 * 35,657 p=0.000
(2)pH7.8 92 117,902 £ 10,248 p=0.000
(3)pH7,5 92 70,588 + 7,752 p=0,000

Tabla 6: Comparacion de los tratamientos con respecto al estado de saturacion de la aragonita y su significacion. El
posthoc usado es Games-Howell con F=308,206 y p=0,000

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Q Aragonita (1) Control 92 3,468 £ 0,902 p=0.000
(2)pH7,8 92 1,865+ 0,227 p=0.000
(3)pH7,5 92 1,187 0,604 p=0,000

Tabla 7: Comparacion de los tratamientos con respecto a la fuerza transformada (N) y su significacion. El posthoc
usado es Games-Howell con F=5,031 y p=0,008.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Fuerza transformada (N) (1) Control 36 12,250 + 4,680 p=0.013
(2) pH 7,8 32 10,147 £ 2,284 p=0.580
(3) pH 7,5 33 10,643 £ 3,273 p=0,112
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Tabla 8: Comparacion de los tratamientos con respecto a la longitud de las valvas y su significacion. El posthoc usado
es Games-Howell con F=0,267 y p=0,766.

Variable Tratamientos Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Longitud valvas (mm) (1) Control 36  11,310+0,326 p=0,810
(2)pH7,.8 32 11,016 £0,345 p=1
(3)pH7,5 33 11,011£0,340 p=0,801

Tabla 9 Comparacion de los tratamientos con respecto a la Longitud/Grosor medio y su significacion. El posthoc
usado es HSD de Tukey con F=4,378 y p= 0,15

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
LG (1) Control 36 15,085+ 1,428 p=0,997
(2)pH7,8 32 15,105+ 1,076 p=0,038
(3)pH7,5 33 15,855+ 1,067 p=0,026

Tabla 10 Comparacion de los tratamientos con respecto a la Fuerza/ (Longitud/grosor) (N) y su significacion. El
posthoc usado es Games-Howell con F=3,935 y p=0,023.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
FLG (N) (1) Control 36 0,822 + 0,337 p=0,060

(2)pH7.8 32 0,675 +0,161 p=1

(3)pH7,5 33 0,675+0,212 p=0,095

Tabla 11: Comparacion de los tratamientos con respecto a la Fuerza/ (Longitud/grosor) (N) pero con una
transformacion estadistica y su significacion. El posthoc usado es Games-Howell con F=5,467 y p= 0,006.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
FLG transformado(N) (1) Control 36 0,886 + 0,790 p=0,024
(2)pH7,8 32 0,644 + 0,438 p=0,959
(3)pH7,5 33 0,707 + 0,547 p=0,045

Tabla 12: Comparacion de los tratamientos con respecto a la ((Fuerza/ (Longitud/grosor))/ distancia (N/mm)
(Plasticidad) y su significacion. El posthoc usado es HSD de Tukey con F=5,805 y p=0,004.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Plasticidad (N/fmm) (1) Control 36 0,653 + 0,173 p=0,004
(2)pH7,8 32 0,542 +0,108 p=0.684
(3)pH7,5 33  057110,125 p=0,045

Tabla 13: Comparacion de los tratamientos con respecto a la supervivencia y su significacion. El posthoc usado es
HSD de Tukey con F=9,176 y p= 0,007.

Variable Tratamientos n Media + SD (1)-(2) (2)-(3) (1)-(3)
Supervivencia (1) Control 4 0,950 £ 0,100 p=0.032
(2)pH7.8 4 0,650 + 0,100 p=0.578
(3)pH7,5 4 0,550 £ 0,192 p=0,007
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