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RESUMEN

La disolucion de CO, antropogénico modifica el pH del agua de mar conduciendo asi
a la acidificacion del océano que puede afectar organismos calcificantes como la
concha de abanico (Argopecten purpuratus). Sin embargo a lo largo de la costa
peruana se encuentran condiciones naturales de bajo pH, en el habitat de esta especie,
producidas por el afloramiento costero. En este contexto este estudio evalud
experimentalmente el efecto del pH sobre el crecimiento, calcificacion y disolucion
en juveniles de concha de abanico (talla promedio: 14 mm de altura). Los
experimentos se realizaron durante aproximadamente un mes bajo dos condiciones de
pH: el control, con agua de mar no manipulada y condiciones de pH similares a las
encontradas in situ (pHr promedio = 7.8, rango = 7.4 - 7.9, el cual es bajo en
comparacion con otros ecosistemas) y el tratamiento, al cual se inyecté CO puro para
obtener condiciones menores de pH (pH+ promedio = 7.4, rango = 7.1 — 7.6). Bajo las
condiciones de pH del agua no manipulada del experimento, las conchas de abanico
mostraron tasas de crecimiento (0.3 mm.dia™®) como las que ocurren en su habitat
natural. La talla, el peso de las valvas y las tasas de crecimiento y las tasas de
calcificacién fueron significativamente menores en el tratamiento (p < 0.05). El peso
de las partes blandas no mostrd diferencias significativas entre el control y el
tratamiento. Las tasas de disolucidon, que se calcularon a partir de valvas vacias,
fueron significativamente mayores en el tratamiento (p < 0.05). Los resultados
obtenidos indican que las condiciones de bajo pH afectan el crecimiento de las partes

duras de la concha abanico, lo cual puede hacerla mas susceptible a la depredacion



pudiendo también afectar el cultivo. Sin embargo, es necesario hacer mas estudios
durante la ontogenia del espécimen e incorporar otros estresores como el oxigeno
ademas de evaluar otros procesos fisiologicos en esta especie a fin de poder

comprender y predecir las respuestas frente a los cambios ambientales.

Palabras clave: Argopecten purpuratus, pH, crecimiento, calcificacion, disolucion.



ABSTRACT

Dissolution of anthropogenic CO, modifies seawater pH thus leading to ocean
acidification that might affect calcifying organisms such as scallops (Argopecten
purpuratus). However, along the Peruvian coast natural conditions of low pH in the
habitat of this species are encountered due to the nearby coastal upwelling. In this
context, an experiment was performed in order to test the effects of low pH on
growth, calcification and dissolution in juvenile scallops (average size: 14 mm
heigh). During about a month, scallops were exposed to two different conditions:
control with unmanipulated seawater presenting pH conditions similar to those found
in situ (pHt mean = 7.8, range = 7.4-7.9, wich is low in comparison to other
ecosystems) and the treatment, in which seawater was injected pure CO; thus
reducing pH (pHt mean = 7.4, range = 7.1-7.6). Under the control conditions,
scallops exhibited a growth similar to those observed in the field (0.3 mm.d™). Shell
height and weight at the end of the experiment, growth and calcification rates were
significantly lower in the low pH condition (p < 0.05). The weight of the soft tissues
showed no significant difference between treatments. Dissolution rates, calculated
from empty shells, were significantly higher in the treatment (p < 0.05). The results
indicate that the low pH conditions affect the growth of the hard parts of the Peruvian
scallop that might induce an increased susceptibility to predation that may affect the

aquaculture of this species. However, further study is necessary during ontogeny and



incorporate other stressors such as oxygen depletion to better understand and predict

responses of this species to environmental changes.

Keywords: Argopecten purpuratus, pH, growth, calcification, dissolution.
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1. INTRODUCCION

Aproximadamente un tercio del carbono antropogénico es absorbido por los océanos
(Sabine et al. 2004). La absorcion del CO, atmosférico tiene como resultado una
disminucion del pH del océano, la cual es llamada acidificacion del océano (Caldeira
& Wickett 2003). Los organismos marinos calcareos estan siendo estresados en
mayor medida, entre otros efectos, debido a que las tasas de calcificacion neta son
afectadas por la disminucién de la saturacion de carbonato de calcio, la reduccién de
la disponibilidad de iones de carbonatos (Fabry et al. 2008; Hall-Spencer et al. 2008)

y el incremento de la disolucion (Rodolfo-Metalpa et al. 2011).

Las elevadas presiones parciales de CO,, que conducen a la disminucion del pH el
océano, son producidas por: CO, atmosférico, respiracion, eutrofizacion,
afloramiento, deposicion atmosférica de nitrogeno y azufre proveniente de la
combustion y la agricultura, derretimiento de glaciares, alteracion de ciclos
hidrobioldgicos y bioquimicos, y precipitacion y tormentas (Breitburg et al. 2015). El
sistema de afloramiento del mar peruano es una zona de desgasificacion o liberacion
de CO; hacia la atmdsfera y presenta valores bajos de pH entre 7.6 y 8 (Leon et al,
2011) debido al alto contenido de CO, de las aguas advectadas (Friederich et al.
2008). Ademas considerando que el pH para el afio 2100 podria disminuir en 0.3 a
0.4 unidades de pH (IPCC 2013), las condiciones del mar en términos del stress por

disminucion del pH se incrementaran.



La “concha de abanico”(Argopecten purpuratus) que se distribuye entre Pert y Chile
desde Paita, Pert (5°) a Tongoy, Chile (30°S) (Wolff & Mendo 2000) es una especie
de importancia ecoldgica y economica para el Peru, donde se le encuentra en bahias
someras. Su extraccion y cultivo sustenta toda una cadena productiva y de valor de la
cual dependen poblaciones costeras de pescadores artesanales y la industria que lo
procesa. No se conoce la vulnerabilidad de esta especie frente a un pH bajo como
estresor. Por este motivo este trabajo experimental evalud los efectos de la alta
presion de CO, y bajo pH sobre el crecimiento y las tasas de calcificacion de la
concha de abanico juvenil, cuyo estadio de vida temprano es propicio para poder

tener las mayores tasas de crecimiento.



2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema

Con el objetivo de conocer los efectos que altas presiones de CO, y bajos pH en el
agua de mar causan en los bivalvos, se han realizado a la fecha numerosos estudios en
distintas especies, encontrandose variadas respuestas como efectos negativos,
positivos 0 neutros (Ries et al. 2009; Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013) en
términos de sobrevivencia, calcificacion y crecimiento, crecimiento somatico, tasas
de respiracion, excrecién y aclaramiento, regulacion acido-base, comportamiento y
respuesta inmune. Estudios en pectinidos han mostrado esta variedad de respuestas y
especificamente en A. purpuratus en Chile, Ramajo et al. (2015) indic6 una respuesta

positiva en calcificacion y crecimiento.

El estudio del crecimiento de esta especie en su habitat natural y en cultivo ha sido
bien estudiado, pero no considerando al pH como estresor. A diferencia de la tasa de
crecimiento, el conocimiento de la tasa de calcificacion neta es reducido para esta
especie. Sin embargo, es posible calcular este parametro utilizando técnicas
destructivas (para obtener el peso de la valva) y conservativas (técnica del peso
boyante para inferir el peso de la valva a partir de individuos vivos). Se desconoce
aun varios aspectos de la calcificacion de la concha de abanico, su variacion a lo
largo de su desarrollo ontogénico y en las distintas poblaciones a lo largo de

Sudamérica y las fuentes de carbono que usa para calcificar.



Para poder hacer correctas interpretaciones de los experimentos hay que evaluar la
quimica del agua de mar donde se desarrolla la especie objetivo (McElhany and
Busch 2013). En el Per( aun es limitado el conocimiento de las variables del sistema
de carbonatos en el habitat de la concha de abanico; tampoco se han realizado

experimentos de acidificacion en relacion a esta especie.

Bajo las caracteristicas del agua naturalmente acidificada donde vive la concha de
abanico, y el vacio de conocimiento que se tiene respecto a la calcificacion y el
crecimiento, esta investigacion plantea la siguiente pregunta: ;,Cémo responde la
concha de abanico a condiciones de mayor acidez en términos de calcificaciéon y

crecimiento?



2.2. Marco teérico

2.2.1 Formacién de la concha en bivalvos:

El esqueleto calcéreo es el resultado del proceso de mineralizacion, biolégicamente
controlado y genéticamente programado (Wheeler 1992). La calcificacion, un tipo de
biomineralizacion, envuelve un control bioldgico extracelular de cristalizacion de
CaCOs(s) a traves de la interaccion de constituyentes organicos e inorganicos
encontrados dentro del fluido extrapaleal localizado entre el manto y la concha
(Weiner and Dove 2003) (Ver Figura 1). El periostraco organico es secretado por el
epitelio del manto en la base del periostraco, entre la capa externa y media del manto
y puede servir como un sitio de deposicion para el CaCO3(s) (Kennedy et al. 1969).
Este proceso muestra que todos los constituyentes formadores de la concha deben

estar presentes dentro del fluido extrapaleal para su polimerizacion y precipitacion.
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Figura 1 Proceso de calcificacién de la concha de un molusco (adaptado de Marin y
Luguet 2004). La calcificacién del crecimiento de la concha tiene lugar en el borde
distal de la concha, en un compartimento — el espacio extrapaleal conteniendo el fluido
extrapaleal- encerrado por epitelio calcificante, el periostraco y la concha en si misma.
(Tomado de Esteban 2006)

La deposicion de la concha se inicia con la formacion del periostraco en el margen
del manto. El periostraco actia como una capa protectora. Los cristales de carbonato
de calcio son inducidos a formarse dentro de los espacios de la matriz con el nicleo
de espacios compuestos de una capa de b-quitina encerrada entre dos capas de
proteina rica en glicina y alanina (Falini et al. 1996). Inicialmente las esférulas de
CaCOg3(s) desde dentro del armazén de quitina son del tipo polimorfico

(calcita/aragonita) controlado por la composicion de proteinas dentro del periostraco



(Falini et al. 1996). La microestructura y el crecimiento de los cristales son

mantenidos por el fluido extrapaleal durante el proceso de crecimiento de la concha.

Los factores que gobiernan la biomineralizaciéon incluyen: el ambiente y aqui
particularmente la temperatura del agua, las diferentes especies de carbono, salinidad
y pH; la disponibilidad de alimento y el grado de competencia y la densidad

poblacional (Hahn et al. 2012).

La fuente de carbono para construir la concha de carbonato de calcio puede provenir
de dos reservorios, uno de ellos es el DIC (Carbono Inorganico Disuelto) del agua
mar y el otro, es el CO, metabdlico producto de la respiracion. Al respecto Lorrain et
al. (2004), usando isotopos de *3C pudo calcular que el CO, producto de la
respiracion contribuye con el 10% del carbono depositado en las conchas de Pecten

maximus.

La tasa de formaciéon de la concha podria estar gobernada por: 1) suministro de calcio
desde el manto por la sangre o el medio interno. 2) la tasa de conversién de CO; a
bicarbonato y carbonato (ver Figura 2 ). 3) la tasa de sintesis de componentes de la
matriz organica 4) tasa de secrecion de calcio y componentes de la matriz por el
manto, y 5) suficiente pH alcalino del fluido extrapaleal. La tasa de incremento del
area de la concha es funcién del incremento del area del manto, mientras que la tasa
de grosor y peso de la valva es funcion de la tasa de secrecion del CaCO3 y la matriz

organica (Wilbur 1964).
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Figura 2 Diagrama mostrando las relaciones de CO, al carbonato de calcio y la matriz

orgéanica de la concha. No todas las rutas mostradas han sido firmemente establecidas
(Tomado de Wilbur 1964).

2.2.2. Tasas de Calcificacion en bivalvos:

Las tasas de formacion de la concha en bivalvos estdn gobernadas por la
disponibilidad de los constituyentes (calcio, bicarbonato, proteinas y pH alcalino en
el fluido extrapaleal), las reacciones metabdlicas asociadas y el crecimiento del
cristal(Wilbur 1964). Ademas también existe una influencia del medio externo sobre
el crecimiento como la temperatura, oxigeno, salinidad, disponibilidad de alimento,

densidad de los organismos (Lorrain et al. 2004; Hahn et al. 2012) entre otros.

Otros elementos relacionados a la ontogenia de la especie también influyen en la
calcificacion como la formacion de gonadas, por su alta demanda de energia. Segun

Palmer (1992), la energia utilizada para calcificar de ciertas especies es mas baja que



para otros costos metabdlicos. Sin embargo, la disolucion de la concha, producida por
un bajo pH del medio, puede ejercer un costo energético o fisico e interferir en la
funcién de homeostasis (Portner 2008). Frente a condiciones &cidas el gasto de
energia para producir material calcificado se incrementa y esto puede hacer que el

organismo crezca menos (Findlay et al. 2009).

La calcificacion neta es la diferencia de dos procesos: la calcificacion bruta y la
disolucién. Es posible medir la calcificacion neta de los bivalvos, a través de un
método destructivo, a partir del peso de las valvas vacias después de sacrificar al
individuo. También a partir de un método conservativo, usando la técnica del peso

boyante (Palmer 1982).

La literatura muestra que las tasas de calcificacion de bivalvos han sido expresadas de
distintas unidades. Un gran grupo de autores ha expresado las tasas de calcificacion
neta en gramos, microgramos o miligramos de CaCOj3 dividido entre gramos del peso
inicial y el intervalo de tiempo en dias (Gazeau et al. 2007; Rodolfo-Metalpa et al.
2010, 2011; Waldbusser et al. 2011; Ramajo et al. 2015). Por otro lado hay quienes
s6lo han expresado la tasa de calcificacion en peso de CaCOg dividido entre el tiempo

(Fabry et al. 2008; Duarte et al. 2014).

Los pectinidos estudiados a la fecha han mostrado efectos negativos frente al
incremento de la presiones de CO; o la disminucion del pH del agua de mar (Parker
et al. 2013) y en términos de calcificacion en Arpopecten irradians la respuesta fue
negativa (Ries et al. 2009). Sin embargo, ha sido reportada una respuesta positiva en

A. purpuratus frente a la disminucion del pH en el agua de mar (Ramajo et al. 2015).



2.2.3. Laconcha de abanico:

El A. purpuratus es la Gnica especie de pectinido de importancia comercial en el
sistema de afloramiento del Pacifico Sur Este. Este pertenece al género Argopecten,
que evoluciond en la region subtropical del Caribe/Atlantico, desde donde dio origen
a la radiacion de especies dentro del Pacifico y el Atlantico (Waller 1969). De las 10
especies recientes del género Argopecten, solo dos persisten en el Pacifico:
Argopecten circularis en México y Ecuador y A. purpuratus en Per( y Chile. El cual

es encontrado en bahias someras desde Paita Perd (5°S) a Tongoy, Chile (30°S).

El ciclo de vida de la concha de abanico presenta dos fases importantes: una larval
pelagica que tiene una duracion aproximada de 30 dias desde la fecundacion
(dependiente de la temperatura) y una bentdnica que empieza cuando la postlarva cae
al fondo y busca un substrato para su fijacion mediante filamentos Ilamados biso
(Figura 3). A pesar de poseer fibras de biso para su fijacién a un substrato durante
parte de su ciclo de vida (juvenil) tiene capacidad, aunque limitada, de locomocion

(Navarro 2002).

A. purpuratus es una especie con una maduracién sexual muy temprana (Mendo et al.

1987).
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Figura 3 Ciclo de vida de la concha de abanico. (Tomado de Aguirre 2009)

2.2.4. Tasas de crecimiento de A. purpuratus:

La tasa de crecimiento de A. purpuratus ha sido estudiada en el Pert por diversos
autores y en distintas condiciones ya sea en su ambiente natural o en zonas de cultivo
0 en experimentos controlados. Wolff (1987) reportd tasas de crecimiento de 0.4 y
0.5 mm/dia, en Bahia Independencia (14°S) durante el fenémeno del Nifio 1983.
Cisneros et al. (2008) reportd tasas de crecimiento entre 0.2 y 0.3 mm/dia en un
experimento en cultivo suspendido en Pucusana (12°S) durante comparaciones entre

cultivos suspendido y de fondo, Alcazar & Mendo (2008) reportaron 0.33mm/dia
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para el cultivo suspendido y 0.21 mm/dia para el cultivo de fondo en un experimento
realizado en Casma (9°S). Aguirre et al. (2015) reportd para cultivo en la Bahia de

Paracas (13°S) una tasa de crecimiento entre 0.25 y 0.39 mm/dia.

En Chile, en la Bahia La Rinconada (23°S), Avendafio & Cantillanez (2008) durante
El Nifio reportaron tasas de crecimiento de 0.175 mm/dia, de 0.143 mm/dia durante
un afio normal y de 0.082 mm/dia durante un verano frio (La Nifia). En otro estudio
en La Rinconada Avendafio et al. (2008) en estadios post larvales se reportaron tasas
de crecimiento de 0.086 mm/dia en el fondo (16m de profundidad) y de 0.146 mm/dia

a un metro de la superficie.

Al sur de Chile (41°S) en una zona de cultivo Lépez et al. (2000) realiz6 un estudio
de crecimiento en concha de abanico y a partir de los datos se realizd calculos de las
tasas de crecimiento obteniéndose entre 0.27 y 0.5 mm/dia. Gonzélez et al. (1999),
compar6 dos lugares para cultivar A. purpuratus, encontrando tasas de crecimiento de

5.21 mm/mes en Metri Bay y 3.47 mm/mes en Quihua Channel.

2.2.5. Efectos de la acidificacion en moluscos

Los efectos de la acidificacion del océano (disminucion del pH en el agua de mar) en
los organismos marinos como los moluscos han sido variados. Doney et al. (2009),
recopilé informacion de las respuestas fisiologicas de distintos grupos principales de
biota marina, mostrando que la calcificacion tiene respuestas negativas frente al

incremento de CO, en la mayoria de las especies estudiadas de cocolitoféridos,
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foraminiferos plancténicos, moluscos, equinodermos, corales tropicales y algas rojas
coralinas. Pocas especies de estos grupos mostraron respuestas positivas, neutras u
optimas; la fotosintesis que se evalud en cocolitoféridos, procariotas y macro algas no
fueron afectados negativamente por el incremento del CO,; la fijacion de nitrégeno
por una especie de cianobacteria mostro una respuesta positiva y la reproduccion de
algunas especies de moluscos y equinodermos mostraron respuestas negativa frente al
incremento de CO..

En adicion a estas respuestas mixtas con relacion a la calcificacion, Ries et al. (2009)
hizo un experimento en 18 especies de calcificadores dentro de un amplio rango de
grupos taxonomicos (crustaceos, cnidarios, equinoidea, rodofitas, clorofitas,
gasteropodos, bivalvos y anélidos) de los cuales 11 especies mostraron reducidas tasa
de calcificacion y disolucion en altas presiones de CO,, y 7 especies exhibieron
incremento de la calcificacién bajo presiones parciales de CO, intermedias Yy altas.
Todas estas respuestas variadas podrian reflejar las diferencias entre organismos y su
habilidad en la regulacion del pH en las zonas de calcificacion, en la cubierta
organica de sus conchas, en la solubilidad de su concha.

Los moluscos presentan respuestas especie-especificas respecto a un incremento de
CO, en el agua de mar segun la recopilacion que hizo Parker et al. (2013), donde
mostré que mas del 60% de las especies que han sido objeto de estudios en
acidificacion muestras respuestas negativas frente al incremento de presion de CO, y
al bajo pH. En una revision hecha por Gazeau et al. (2013), respecto a los estudios
realizados en estadios larvales de los moluscos, un gran porcentaje de estos muestran

respuestas negativas, un menor porcentaje muestran respuestas neutras frente a la
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acidificacion del océano en relacion a las siguientes variables: la fertilizacion, el éxito
larval temprano, la sobrevivencia, la talla, la tasa de desarrollo, la normalidad de la
concha y el asentamiento larval. Respecto a los adultos y los juveniles de moluscos,
presentaron respuestas mixtas (positivas, negativas y neutras) bajo altas presiones
parciales de CO, cuando se evalud las siguientes caracteristicas: sobrevivencia,
calcificacion / crecimiento de concha, tasas de respiracion y tasas de aclaramiento.
Cuando se evalud el comportamiento y la respuesta inmune en los adultos y juveniles,
estos mostraron respuestas negativas frente a un incremento de CO, y disminucion de
pH; el crecimiento somatico se mostré respuesta neutra; las tasas de excrecion se
mostraron respuestas neutras y positivas; y la regulacion acido-base mostro
respuestas negativas y neutras.

En relacion a los pectinidos el 100% de los estudios recopilados en la revision de

Parker et al. (2013) mostraron efectos negativos frente a la acidificacion.

2.2.6. Eleccion de los niveles de CO, para los experimentos:

En diversos experimentos de acidificacion que han sido mencionados en una revision
que realizé Parker et al. (2013), los experimentos tuvieron distinta duracién desde 2
horas hasta 120 dias. En cuanto la concentracion de CO, usada en estos experimentos,
se utilizaron desde 187 patm de pCO; equivalente a un pH de 8.32 (Cummings et al.
2011) hasta 33000 patm de pCO, equivalente a un pH de 6.35 (Hammer et al. 2011),
utilizando entre 2 y 6 tratamientos. El valor de pCO, control, es considerado como la

concentracion actual de CO, en la atmosfera y el pH del agua de mar, la cual fue
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variable a través de los experimentos desde un pH de 7.8 y 663 patm de pCO,
(Bibby et al. 2008) hasta un pH de 8.32 y 33000 patm de pCO, (Cummings et al.
2011), con esto se puede notar que las condiciones actuales del agua de mar son

variables en términos de pH y pCO,.

Varios autores han basado la elecciones de sus tratamientos en las predicciones de
Caldeira & Wickett (2003) y en el trabajo de Kurihara (2008). Por otro lado, Duarte
et al. (2014) menciona que las concentraciones de CO, fueron seleccionadas tomando
en cuenta la tasa de cambio proyectado por modelos del IPCC para los afios 2070-
2110 (basado en la tasa de cambio de la prediccion de pH para el escenario mas

extremo (escenario RPC8.5) de CO, atmosférico).

Broadaway (2012) que hizo un experimento con A. irradians, eligio el valor de pH
control (en la escala NBS, la cual esta basada solo en la concentracion de protones
libres, sin considerar las variaciones que genera la salinidad del agua de mar en el
pH) en 7.8, basdndose en las condiciones de campo donde vive la especie en
Nantucket Harbor. Las pCO, en patm que usé fueron de 513+202 (control),
1045+105 (tratamiento 1), 1880+223 (tratamiento 2) y 34401544 (tratamiento 3). Las
concentraciones de pCO, son similares a las usadas por Ries et al. (2009), que
también son representativos de los valores que se ha predicho para el milenio entrante

por Feely et al. (2004)

Segun la guia de buenas préacticas para investigaciones en acidificacion del océano y
reporte de data de Riebesell et al. (2011); se recomienda el uso de ciertos niveles de

pCO, dependiendo del nimero de tratamientos que se va a trabajar (ver Tabla 1).
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Tabla 1 Presiones de CO, recomendadas para experimentos en acidificacion del

océano (Tomado de Riebesell et al. 2011).

NUmero de Niveles recomendados de pCO,
tratamientos
2 Presente (~385), 750
3 280, presente, 750
4 280, presente, 550, 750

[op}

280, presente, 550, 650, 750, 1000

o

180, 280, presente, 450, 550, 650, 750, 1000

>8 Agregar valores (ej. 350, otros) para incrementar resolucion

Esta tabla fue traducida del inglés

2.3. Justificacién del estudio

En base a las tendencias hechas por el IPCC (2013) para el Pacifico Oriental el pH va
a disminuir entre 0.2 y 0.3 para el 2100. Sin embargo, no se han hecho predicciones
de condiciones futuras para zonas mas costeras cdmo bahias y ademas la falta de
disponibilidad de datos de los seguimientos realizados en relacion al sistema de

carbonatos.

Podemos mencionar que el presente trabajo de investigacion otorgara un aporte al
conocimiento de las respuestas de la concha de abanico frente a condiciones de pH

actual y mas bajo en zonas de bahias como Paracas y otros lugares.
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El conocimiento del efecto que tendra el bajo pH (alta pCO,) sobre la calcificacion y
el crecimiento serd importante para poder hacer las primeras aproximaciones de cuan

vulnerable es esta especie frente al cambio climatico y la acidificacion del océano.

El conocimiento de las respuestas y los efectos que generarian altas pCO; sobre el
crecimiento y la calcificacion de la concha de abanico, una especie adaptada a las
condiciones acidas de su héabitat sera de ayuda en temas de adaptacion al cambio

climético.

El conocimiento de la vulnerabilidad de las especies de importancia econémica frente
a la acidificacion del mar es importante puesto que hay toda una cadena social
respaldada por la concha de abanico que también podria verse afectada. Por lo tanto,
la poblacion beneficiaria son todos los involucrados en el cultivo, procesamiento,
transporte y todos los eslabones de la cadena productiva del cultivo y extraccion de
concha de abanico y las poblaciones que se benefician indirectamente de esta

actividad econdmica.
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2.4. Objetivos

2.4.1. General:

Evaluar los efectos que un bajo pH, una elevada pCO, y el cambio en la quimica de
carbonatos en el agua de mar tienen sobre la calcificaciéon y el crecimiento de la

concha de abanico.

2.4.2. Especificos:

e Determinar el efecto de un bajo pH del agua de mar sobre las tasas de
calcificacion de A. purpuratus.

e Determinar el efecto de un bajo pH del agua de mar sobre las tasas de
disolucién de A. purpuratus.

e Determinar el efecto de un bajo pH del agua de mar sobre el crecimiento de A.
purpuratus.

e Estimar la mortalidad de juveniles de A. purpuratus en el experimento.
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2.5. Hipdtesis

Algunas especies de cocolitoforidos presentan fuerte calcificacion en aguas con bajo
pH (Beaufort et al. 2011). Asumiendo que es posible la adaptacion de las especies a
su habitat natural con bajo pH. En el caso de la concha de abanico, en estudios de
campo se ha visto que existe un mayor peso de las valvas en el cultivo de fondo que
en el suspendido (Alcazar & Mendo 2008), pero que el crecimiento de las conchas de
abanico es mayor en el cultivo suspendido que el de fondo (Aguirre 2008; Alcazar &
Mendo 2008) siendo una probable consecuencia de la diferencia del pH en la
columna de agua y el agua de fondo. En base a estos antecedentes, planteamos la

siguiente hipotesis:

El bajo pH (~7.4) del agua de mar tiene un efecto positivo sobre la calcificacién y un
efecto negativo sobre el crecimiento de A. purpuratus, dado a que esta condicion
produce mayor disolucion y la concha de abanico la contrarresta incrementando la

calcificacion.
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3. METODOLOGIA

3.1. Material Biologico:

Un millar de juveniles de A. purpuratus (de ~ 1 mm de longitud de la valva) que
fueron entregados por el hatchery del Centro Acuicola La Arena, Casma (9°S) el cual
pertenece al Fondo de Desarrollo Pesquero (FONDEPES), y fueron trasportados
hasta el Laboratorio de Ecofisiologia Acuatica del Instituto del Mar de Peru

(IMARPE) en el Callao (12°S) donde se realizo el experimento.

Los especimenes fueron aclimatados durante 15 dias, en un tanque de 200 litros con
agua de mar filtrada con filtros cartucho (5-10 um), a una temperatura de 17 °C, pH
de 7.8, con aireacion constante, alimentadas con una mezcla de 50% de Isocrisis
galbana y 50% de Chaetoceros calcitrans, subministrada ad libitum alrededor de
17000 cel.mL™, con un recambio de agua del 100% a diario y sifonado de heces a

diario.

3.2. Disefio experimental.

3.2.1. Unidad experimental:

La unidad experimental fue un tanque de 200 litros (ver Figura 4), uno para el
tratamiento y otro para el control. Cada tanque contenia 238 individuos de concha de
abanico y 30 valvas vacias de la misma talla. Se agrupd los especimenes en cada

tanque de la siguiente forma:
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El G1 (155 individuos) fue seleccionado para hacer la evaluacion del crecimiento. Se
colecto 30 individuos por evaluacion (Dias 0, 14 y 28), cada evaluacion incluia el
sacrificio de los ejemplares para procedimientos subsecuentes, como obtencion de

peso seco libre de cenizas (PSLC).

El G2 (43 individuos) fue seleccionado para obtener tasas de calcificacion neta.
Fueron etiquetados al inicio para poder aplicar la técnica de peso boyante durante las

tres evaluaciones (Dias 0, 14 y 28) y sacrificados al final del experimento.

El G3 (40 individuos) fue seleccionado para obtener las tasas de crecimiento. Fueron
etiquetados y marcados con calceina al inicio del experimento y sacrificados al final

del experimento. Fueron evaluados al inicio y al final del experimento.

El G4 (40 valvas vacias) fue seleccionado para obtener las tasas de disolucion.
Fueron sacrificados previamente al inicio del experimento para obtener las conchas
vacias y se los coloco en cajitas marcadas. Fueron evaluados al inicio y al final del

experimento.
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Figura 4 A la izquierda: vista de planta de la unidad experimental (tanque). A la
derecha: Esquema de la unidad experimental. Se observa la division para el G1, G2 y
G3. El compartimiento del tanque para el G1 es de mayor tamafio por el nimero de
individuos que contiene, y que consiste en la mitad del tanque. El espacio para el G2
esta a la derecha inferior de la foto. El espacio para el G3 lado izquierdo inferior de la
foto que corresponde a una cuarta parte del tanque. EI G4, valvas vacias estan en unas
cajitas de plastico pequefias. Cada compartimento del tanque esta dividido con una

malla para evitar que se junten individuos de distinto grupo.

3.2.2. Condiciones experimentales

Previo a colocar los individuos en cada tangque, nos aseguramos que se encuentraron
bajo las mismas condiciones. Se utiliz6 agua de mar bombeada del muelle del

IMARPE vy filtrada con filtro cartucho (5 a 10 um), con esta agua que era reservada
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en un tanque y aireada constantemente se suministré de agua a los tanques de

experimentacion de forma continua.

El agua no manipulada del tanque control mostré un pHy de 7.8. Al tanque del
tratamiento se burbuje6 constantemente gas CO, puro a través de una manguera que
Ilegaba a un reactor de CO,, el cual estaba sumergido en el tanque y que mezclaba el
agua con el gas con gran eficiencia, de esta forma se obtuvo un pHy de 7.4. El pH
objetivo para el tratamiento fue 7.4, el cual fue elegido en base a la proyeccién de
Caldeira and Wickett (2003) que estima para el 2100 una reduccién del pH superficial
de -0.4 unidades en promedio del océano, y en la proyeccién del IPCC (2013) que
estima una reduccion del pH de 0.3 a 0.4 unidades en el Pacifico para el 2100 bajo el
escenario RPC 8.5. En ambos tangues se instalo bombas de agua para movilizar el
agua dentro del tanque y mantenerla saturada de oxigeno. La frecuencia de medicion
de la saturacion de oxigeno y el pH para el tratamiento fue de 5 minutos y para el

control cada hora.

La salinidad se midi6 a diario en el muelle del IMARPE, lugar desde donde se
bombeaba el agua hacia el experimento. La temperatura del agua se mantuvo a 16°C
utilizando controladores de temperatura y un enfriador, calibrado para una variacion
de 0.1°C. Ademas se coloco un sensor de temperatura HOBO en cada tanque para

registrar la temperatura cada media hora.

Usando una bomba peristaltica se mantuvo constante el ingreso de alimento (mezcla

de 70% de 1. galbana y 30% de C. calcitrans) dentro de cada tanque, en una
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concentracién de 67000 cel.mL™. La concentracién de fitoplancton en cada tanque

fue medido dos veces al dia.

El recambio del agua de los tanques fue del 100% a diario en un sistema abierto (ver
Figura 5). Se sifonaba diariamente las heces reduciendo el nivel del agua del tanque
en 10% el cual se rellenaba en las siguientes 2.5 horas dado que el flujo de entrada de
agua fue constante. El fotoperiodo fue de 12 horas dia y 12 horas noche. Se extrajo

los individuos muertos a diario en el momento de la limpieza.

La duracion del experimento fue de 28 dias, habiéndose iniciado el 27 de octubre del

2015 y finalizado el 24 de noviembre del 2015.

CO, puro

Tanque de
fitoplancton

A=
==l

Figura 5 Esquema general del experimento mostrando con flechas el flujo de los

fluidos (CO, puro, agua de mar, mezcla de fitoplancton) que ingresan o salen de los
tanques.
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3.3. Operacionalizacion de variables:

3.3.1. Variables abioticas:

La Tabla 2 muestra las variables abiéticas que se obtuvieron a través de medicidn

directa y las variables que fueron calculadas a partir de las anteriores. Las variables

calculadas fueron: pH en escala total (pHt), presion parcial de CO, (pCO,), estado de

saturacion de la calcita (Q cac) y estado de saturacion de la aragonita (Q arag). Ver la

seccion 3.4 donde se explica cdmo se hicieron los célculos.

Tabla 2 Resumen de variables bi6ticas.

Variables abiéticas Unidad de Frecuencia
medida
Medicion Temperatura °C media hora
directa Saturacion de % 5 minutos (tratamiento) y
Oxigeno horario (control)
pH mV 5 minutos (tratamiento) y
horario (control)
Salinidad diario
Fitoplancton cel.mL™ mafiana y tarde
Alcalinidad total  pmol kgSW™  diario
Calculada pHt 5 minutos (tratamiento) y
horario (control)
pCO, patm diario
Q calc diario
Q Arag diario
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3.3.2. Variables Biologicas:

Las variables bidticas también fueron de dos tipos, unas de medicién directa (pesos y
tallas) y las que se obtuvieron a través de un célculo con las anteriores (tasas). La
Tabla 3 resume todas las variables bidticas. No todas las variables son calculadas para
los mismos grupos, por ello se colocd una columna indicando en que grupo se midio
la variable y con qué frecuencia. Por ejemplo al G2, se le midi6 la altura de la valva 'y
el peso boyante en los 3 dias de evaluacion (dias 0, 14 y 28 del experimento), y se
midio el peso seco de la valva el dia 28; luego se hizo un célculo a partir del peso
boyante para obtener los pesos secos de las valvas para los dia 0 y 14. Todos los

calculos se explican en la siguiente seccion 3.4.
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Tabla 3 Resumen de las variables bioldgicas.

Variables bioldgicas Unidad Frecuencia e Grupo
intervalo de
tiempo
Medicion  Altura de la valva mm Dias0,14y28 (G1 G1,G2
directa y G2), dias 0y 28 y G3
(G3)
Peso humedo tejido ¢ Dias 0, 14y 28 Gl
blando
Peso seco de la g Dias 0, 14y 28 G1, G2
valva (G1),dias 0y 28 y G4
(G4), dia 28 (G2)
Peso seco del tejido ¢ Dias 0, 14y 28 Gl
blando
Peso de las cenizas ¢ Dias 0, 14y 28 Gl
del tejido blando
Peso boyante (peso ¢ Dias 0, 14y 28 G2
bajo el agua)
Calculada PSLC g Dias 0,14y 28 Gl
Contenidodeagua ¢ Dias 0, 14y 28 Gl
Peso valva. altura®  g.mm™ Dias 0, 14y 28 G1
Tasa de crecimiento  mm.dia™ Intervalo de 28 dias G3
Tasa de mgCaCOs.g° Intervalos de 14 G2
calcificacion neta ! dia™ dias y 28 dfas
Tasa de disolucién mg de valva.g”  Intervalo de 28 dias G4
!dia®
Mortalidad % Dia 28 G1, G2
y G3
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3.4. Técnicas y Procedimientos:

3.4.1. Procedimiento para el trasporte de las conchas de abanico

Los especimenes fueron transportados en coolers, usando esponjas humedecidas con
agua de mar y gel pack para disminuir la temperatura durante el viaje que durd

aproximadamente 7 horas.

3.4.2. Procedimiento para el etiquetado y marcado con Calceina

Los especimenes del G2 fueron etiquetados con marcas numeradas, para lo cual
fueron sacados del agua y secados con papel toalla suavemente luego fueron puestos
en una superficie para pegarles las marcas numeradas con goma de secado rapido
(Tris®), luego se esperd a que seque por 5 a 10 minutos y finalmente fueron devueltos
al agua de los tanques. Las etiquetas numeradas que se colocaron sobre los
especimenes fue para poder estimar las tasas de calcificacion y hacer el seguimiento

del crecimiento de forma individual.

Los especimenes del G3 también fueron etiquetados, con el mismo procedimiento del
parrafo precedente, y luego colocados en una solucién de Calceina preparada con
agua de mar mezclada con 1g de Calceina en un volumen de 10 litros de agua de mar,

dentro de un contenedor. La solucion de Calceina fue aireada y se mantuvo a
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temperatura ambiente de 20 °C. Los especimenes de concha de abanico fueron
mantenidos durante 3 horas en estas condiciones para se incorpore la Calceina en el
organismo. Concluido este tiempo se procedio a traspasar a los especimenes a otro
tanque con agua de mar a 20 °C y aireacion constante, se hizo 4 cambios de agua de

mar durante 24 horas previo al inicio del experimento.

3.4.3. Obtencidn de variables abioticas:

3.4.3.1. Medicion directa de variables:

Para obtener los valores de saturacion de oxigeno y pH fue utilizado un
multipardmetro marca WTW multi 3430 Set G, con un electrodo para oxigeno FDO®
925-3, 0-20mg/L+0.5% del valor y para el pH un electrodo Sentix® 940-3, 0.000-
14.000+0.004, 0-80°C. Se calibro diariamente el electrodo de pH usando los buffer
WTW Technical buffer 4.01, 7.00 y 10.01, ademas se calibr6 con el buffer de TRIS
en agua de mar sintética, para expresar posteriormente las lecturas en escala total
(pHt). Se ha recomendado el uso del pHt, por la Guia de buenas practicas para
experimentos en acidificacion (Riebesell et al. 2011), dado que esta escala considera
considera en la medicion todos los protones libres del agua de mar incluyendo los que
se encuentran asociados al HSO™4. La calibracion del electrodo de oxigeno fue cada
semana usando la autocalibracion que da el equipo. Las mediciones fueron realizadas
in situ, es decir en cada tanque y a la temperatura de 16°C. Las unidades de registro

del pH fueron en milivoltios (mV), para la posterior trasformacion a escala total.
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La alcalinidad total fue medida con el alcalinometro Apollo SciTech’s AC-A2
Alkalinity Titrator. Para las mediciones se colectd muestras de agua en botellas de

100 ml.

La temperatura fue registrada con un logger TidbiT® v2Temp (OnSet® HOBO Data

Loggers), el cual fue sumergido a 10 cm del fondo en cada tanque.

La salinidad fue medida con un salindbmetro marca Portasal Wildine 8410 que utiliza

un método de induccién.

El conteo de fitoplancton fue realizado usando la guia de Aguilar et al. (2011) y
metodologia de Bastidas (2014). Las muestras colectadas en viales de 20 ml a las
cuales se les adicion6 una gota de Lugol concentrado, se esperd un minutos y se
procedio a tomar una alicuota y sin diluir para ponerlo en una cdmara de Neubauer,y
se hizo el conteo y los calculos de concentracion de células por mL usando los

promedios de cada cuadrante luego multiplicado por 10000.

3.4.3.2. Célculo de variables abidticas:

El pH+ fue calculado segun el Dickson SOP 6a (Version 3.0), usando la Ecuacion 1
donde: pH(x) es el pH de la muestra en escala total; pH(s) es el pH del TRIS; Es, es la
fuerza electromotriz (f.e.m.) del TRIS (mV); EX, es la f.e.m. de la muestra; RTIn10/F
, que constituyen los valores de la ecuacion ideal de Nernst, el cual es: 0.05916 mV

por unidad de pH.
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Ecuacion 1: Formula para hallar el pH en escala total.

Es — Ex

PH() = PH(S) + prro/F

Luego se realiz6 una regresion entre valores de pH registrados por el multiparametro
y los valores del pHt calculado, la Ecuacion 2 muestra esta regresion para el control

con un R? = 0.9545 y la Ecuacién 3 para el tratamiento con un R? = 0.9301, ambas

regresiones significativas.

Ecuacion 2 Regresion para hallar el pHT a partir de las lecturas de pH en el Control.
pHT = 1.24659 + 0.84952 * pH

Ecuacion 3 Regresion para hallar el pHT a partir de las lecturas de pH en el Tratamiento.
pHT = 1.57207 + 0.80023 * pH

Las variables del sistema de carbonatos restantes (pCOz, Q caic ¥ Q Arag) fUeron

calculadas usando el programa CO2SYS v2.1, usando las constantes K;, K, de

Millero (2010).
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3.4.4. Obtencion de variables biologicas:

3.4.4.1. Mediciones directas de las variables bioldgicas:

Los ejemplares de concha de abanico fueron pesados usando balanza analitica
Sartorius® con exactitud 0.0001g y medidos con un vernier con 0.01lmm de

precision.

La técnica del peso boyante (Palmer 1982), sirve para obtener el peso boyante o peso
bajo el agua. Se aplic esta técnica para estimar el peso de las valvas sin sacrificar a
los individuos, y con estos poder calcular las tasas de calcificacion neta. Se pesé a
cada individuo de concha de abanico bajo el agua de mar (Ver Figura 6) usando una
balanza analitica Sartorius® con exactitud 0.0001g, a la cual esta sujeto un cestillo,

este Ultimo esta sumergido en agua de mar.

Balanza

Cestillo
sumergido y
sujeto a la
balanza

Figura 6 Arreglo para determinar el peso boyante. La balanza estd sobre una
superficie, debajo de la balanza existe un elemento propio de la balanza, que permite
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sujetar un cestillo que cuelga y esta sumergido en agua de mar. Dentro del cestillo se
ponen las conchas de abanico para ser pesadas.

3.4.4.2. Procedimientos para obtener variables biologicas:

Para obtener los pesos secos se utilizd una estufa eléctrica, donde se puso a 60°C
muestras de valvas de concha de abanico y tejido blando hasta alcanzar peso
constante, posteriormente se colocan en un desecador y se toma el peso.

Para calcinar se usé una mufla a 500°C por tres horas, luego las muestras fueron

puestas en desecador por media hora y fueron pesadas finalmente.

Para sacrificar a las conchas de abanico se us6 una pinza con la cual se separ6 el

musculo abductor de una de las valvas y se despeg6 las partes blandas de las valvas.

3.4.4.3. Obtencidn de variables bioldgicas calculadas:

Peso Seco Libre de Cenizas (PSLC) del tejido blando, se obtuvo a partir del peso
seco del tejido blando al cual se le resté el peso de las cenizas (obtenidas después de
la calcinacion).

La cantidad de agua de los tejidos blandos se obtuvo por la diferencia del peso
himedo y el peso seco de los tejidos blandos.

Contenido de Carbonato de calcio (CaCO3), se obtuvo calcinando las valvas de
concha de abanico, viene a ser el peso de las cenizas después de la calcinacién de las

valvas.
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Tasa de Calcificacion neta:

Para el G2, se reconstruyo el peso seco de las valvas de los dias 0 y 14, a partir del
peso boyante, utilizando la regresion entre peso seco de la valva y peso boyante,
ambos tomados en la evaluacion del dia 28 (final del experimento). Para el
tratamiento la relacién se muestra en la Ecuacion 4 la cual tiene un R* = 0.9993 y es
significativo, y para el control la relacién se muestra en la Ecuacién 3.5 con un R? =

0.9989 y con el intercepto no significativo.

Ecuacion 4 Ecuacion para obtener el peso seco de la valva (Psv) a partir del peso
boyante (Pb) del Tratamiento.

Psv = 0.007903 + 1.530466 * Pb

Ecuacion 5 Ecuacion para obtener el peso seco de la valva (Psv) a partir del peso
boyante (Pb) del Control.

Psv = 0.002767 + 1.563644 * Pb

Luego de esto se hizo una regresion entre el peso seco de la valva y el peso de
carbonato de calcio que contienen las conchas, obtenidos después de calcinar las
valvas del G1, la Ecuacion 6 es la que representa al control y tiene un R>de 1y la
Ecuacion 7 corresponde a la relacién para el tratamiento y tiene un R? de 1, ambas

regresiones son significativas.

Ecuacion 6: Ecuacion para obtener el peso del carbonato de calcio de la valva

(pCaCO03) a partir del peso seco de la valva (psv) del Control.

pCaC0; = —0.0008572 + 0.9836515 * psv
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Ecuacion 7 Ecuacion para obtener el peso del carbonato de calcio de la valva
(pCaCO03) a partir del peso seco de la valva (psv) del Tratamiento

pCaC0O3; = —0.0008941 + 0.9838948 * psv

Con estos pesos de CaCOj reconstruidos, se calculdé la tasa de calcificacion neta
segun la Ecuacion 8 la cual es normalizada dividiendo entre el peso seco inicial de la
valva y luego multiplicada por 1000 para trasformar de gramos a miligramos y

finalmente obtener las unidades en mgCaCO;.g™*.dia™

Ecuacion 8 Ecuacion para obtener la Tasa de calcificacion neta (TCN), donde
PfCaCo3: Peso final del carbonato de calcio, PiCaCO3: Peso inicial del carbonato de

calcio y Psvi: Peso seco de la valva inicial.

TCN = ((((PfCaCO3 — PiCaC03))/Psvi)/tiempo) * 1000

Tasa de crecimiento: fue calculada segin Ecuacién 9

Ecuacion 9 Ecuacion para obtener la Tasa de crecimiento, donde Af: Altura final y

Ai: Altura inicial.

TC = (Af — Ai)/tiempo
Tasa de Disolucién: fue calculada con la Ecuacion 10 normalizada al peso seco

inicial y multiplicada por 1000 para convertir los gramos a miligramos, obteniendo la

siguiente unidad: mg de valva.g™.dia™
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Ecuacion 10 Ecuacion para obtener la tasa de disolucién (TD) donde Psvf: Peso seco

de la valva final y Psvi: Peso seco de la valva inicial.

(Psvf — Psvi)

TD = Psvi + 1000
tiempo

3.5.  Consideraciones éticas:
Como se realizd un trabajo con individuos vivos, el proyecto de tesis previo a la
ejecucion pasé por el Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia,
el cual aprobo los procedimientos que se realizaron sobre los ejemplares de concha de

abanico.

3.6.  Analisis estadistico:
Se hizo andlisis de normalidad con la prueba Anderson Darling. Para verificar la
homocedasticidad se usé la prueba F de Fisher, si la normalidad no era verificada no
se realiz6 ninguna transformacion. Para establecer si existieron diferencias entre las
medias del tratamiento y el control se aplicé la prueba t de Student al 95%, en el caso
de las muestras que no presentaron normalidad se aplicd la prueba U de Mann-
Whitney para muestras no pareadas. Para obtener los intervalos de confianza se aplico
prueba t de Student, y el caso de no ser paramétrico se aplico el Método Bootstrap

(Everitt & Skrondal 2010).
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4.

4.1. Condiciones experimentales:

4.1.1. Variables fisico-quimicas:

(°C)

Temperatura

95
90
85
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70
65

Saturacion de Oxigeno
(%)
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Figura 7 Evolucién temporal de a) la temperatura (°C) y b) la Saturacion de

Oxigeno (%) durante el experimento para el Control y el Tratamiento.
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Durante el experimento la temperatura tuvo en el control un promedio 16.09 °C (DE
= 0.16) y un rango de 15.08 a 16.53 y para el tratamiento un promedio de 16.14 °C
(DE = 0.08) y un rango de 15.87 a 16.7. Ambas medias fueron estadisticamente
diferentes (prueba de Mann-Whitney, p < 0.05). Los picos de aumento o disminucion
de temperatura en ambas condiciones durante el experimento fueron producidos en el
proceso de sifonado de heces. Durante el sifonado al extraer el agua del tanque
guedaba expuesto el sensor de temperatura de manera que comenzaba a inyectar agua
fria, por este motivo se observan estos pulsos de temperatura menor. Esto sucedio
frecuentemente en la primera quincena del experimento, la udltima mitad del
experimento las condiciones de temperatura tuvieron menos pulsos de disminucion.

(Figura 7a).

Se registrd un evento de origen técnico en el dia 14 del experimento, el cual tuvo
repercusion en todas las variables que se midieron; se detectd una disminucién de pH
y oxigeno disuelto. Para reestablecer a condiciones normales del experimento se tuvo
que quitar agua Yy rellenar ambos tanques (tratamiento y control) con agua nueva a
mayor temperatura, saturada de oxigeno y pH normal (7.8). Este proceso de
disminucion del nivel del agua y luego un aumento en cada tanque se observé en el
registro de temperatura como una disminucion de temperatura hasta 15.08 (control) y
15.87 (tratamiento) y luego un aumento de temperatura hasta 16.4 (control) y 16.7

(tratamiento) (Figura 7a).

En promedio ambas temperaturas tienen una muy ligera tendencia a disminuir para el

tratamiento y el control. Sin embargo se observaron dos periodos con ligeras
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tendencias parciales al aumento en ambas condiciones: entre 0 y 10 dias y entre 10 y
18 dias. En cambio, entre 18 y 28 dias se observé una tendencia a la disminucion de

temperatura en ambos tanques (ver Figura 7).

La saturacion de oxigeno a la cual estuvieron expuestos los especimenes de concha de
abanico para el control tuvo un rango de 70 a 95% con una media de 89% (DE = 2.6)
y para el tratamiento, un rango de 66% a 89% y una media de 86% (DE = 4.0). Se
determind que hubo diferencias significativas (test de Mann-Whitney, p < 0.05) entre
las medias, siendo el control mayor que el tratamiento. Se observa una fluctuacion
diaria y una tendencia a disminuir en ambas condiciones. En el tratamiento se
observo una pendiente negativa mayor que en el control. La tendencia a disminuir en
ambas condiciones en los primeros 14 dias fue similar y en los Gltimos 14 dias se

agudizo el tratamiento (Ver Figura 7).

La salinidad del agua que alimento los tanques fue la misma en ambas condiciones.
En promedio fue 35.07 (DE = 0.04) y con un rango de 35.02 a 35.15 durante los 28

dias del experimento.
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4.1.2. Variables del sistema de carbonatos
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Figura 8 Evolucién temporal de las variables del sistema de carbonatos durante el
experimento: (a) pH en escala total, (b) alcalinidad total, (c) presion parcial de CO, y
(d) estado de saturacion de la Calcita, la linea en el valor de 1 muestra el limite de
saturacion de la Calcita, valores menores a 1 corresponden a un estado de insaturacion

de la Calcita.
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Los promedios de pH total (pHr), la alcalinidad total, la presion parcial de CO,
(pCOy), el estado de saturacion de la Calcita (Q cac) y Aragonita (Q arag) Y SUS

respectivas desviaciones estandar se muestran en la Tabla 4.

El pHt tuvo un promedio de 7.779 y un rango de 7.410 a 7.944 para el control y un
promedio de 7.415 y un rango 7.098 a 7.635 para el tratamiento. La evolucion en
tiempo del pHr, tuvo una tendencia a disminuir y ademas dos eventos negativos (Ver
Figura 8a). El primer evento de disminucion ocurri6 a los 14 dias debido al problema
técnico ya mencionado anteriormente, donde en el control el pH se redujo a 7.6 y en
el tratamiento disminuyé hasta 7.1. El segundo evento ocurri6 a los 24 dias
provocado por las condiciones quimicas del agua; en el control el pH disminuye hasta
7.4 y en el tratamiento hasta 7.2. Se marco diferencias significativas en el pH entre
ambas condiciones (test de Mann-Whitney, p < 0.05), siendo el pH del control mayor

que en del tratamiento.

La alcalinidad total en el control tuvo un promedio de 1858 pmol kgSW™ y un rango
de 1694 a 2045 umol kgSW™ y en el tratamiento un promedio de 1928 pmol kgSW™
y un rango de 1792 a 2116 umol kgSW™. Se observaron diferencias significativas
entre el tratamiento y el control (test de Mann-Whitney, p < 0.05), siendo la
alcalinidad total del tratamiento mayor que en el control (Ver Figura 8b) y ademas

mostro una tendencia a disminuir en el tiempo.

La presion parcial de CO; en el control tuvo en promedio 679 patm y un rango de

474 a 1472 patm y para el tratamiento, un promedio de 1729 patm y un rango de
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1390 a 2645 patm. Se marco diferencias significativas (test de Mann-Whitney, p <
0.05), siendo el tratamiento el que mostré mayores valores de presion parcial que el
control. El tratamiento evidencié una tendencia al incremento significativa a lo largo
del experimento, mientras que en el control no se detect6 una tendencia. En la Figura
8(c) se observa un pico de mayor presion en el dia 24 para ambas condiciones,

alcanzando valores de 2645 patm para el tratamiento y 1472 patm para el control

El estado de saturacion de la Calcita (Q cqc) para el control tuvo un promedio de 1.86
y un rango de 0.78 a 2.82, y para el tratamiento un promedio de 0.88 y un rango de
0.52 a 1.24. La evolucion en el tiempo de esta variable muestra a una tendencia a
disminuir en ambas condiciones. Se establecid diferencias significativas (prueba t de
Student, p < 0.05), donde en el control los valores de saturacion de la Calcita son
mayores que para el tratamiento (Ver Figura 8d). En la Figura 8 se ha graficado una
linea en el valor de 1 para el Q cac, este es el valor sobre el cual la Calcita esta
saturada y bajo este umbral existe subsaturacion de Calcita. A partir del dia 6 hasta el
final del experimento el tratamiento muestra una subsaturacion de la Calcita hasta el
final del experimento. En el control un pico de subsaturacién de la Calcita se dio en el

dia 24 del experimento.

El estado de saturacion de la Aragonita (€ arag) en el control tuvo un promedio de 1.2
y un rango de 0.5 a 1.8. Para el tratamiento tuvo un promedio de 0.56 y un rango de
0.33 a 0.8. La evolucion en el tiempo muestra una tendencia a disminuir. Se

establecio diferencias significativas (prueba t de Student, p < 0.05) entre las dos
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condiciones, siendo el estado de saturacion de la Aragonita en el control mayor que

en el tratamiento.

Tabla 4 Variables del sistema de carbonatos durante el experimento. Se muestra el

promedio y la deviacién estandar.

Nivelde pH T(°C) pH AT (umol pCO,; Qcac Qarag
kgSW™) (patm)
Tratamiento 16.14 7.415 1928 (88.6) 1729 0.88 0.56
(0.08) (0.07) (245.6) (0.17)  (0.11)
Control 16.09 7.779 1858 (110.6) 678.5 1.86 1.20
(0.16) (0.2) (177.6) (0.42)  (0.27)

4.1.3. Fitoplancton

El conteo de células de I. galbana y C. calcitrans disponibles en los tanques de
experimentacion fueron en promedio para el control 5414 (DE = 3637) cel.mL™ y un
rango de 500 a 20000 cel.mL™ y para el tratamiento un promedio de 5795 (DE =
4841) celmL™ y un rango de 800 a 30300 cel.mL™. No hubo diferencias

significativas entre ambas condiciones.
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4.2. Crecimiento
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Figura 9 Evolucion temporal de: (a) la altura valvar, (b) el peso seco libre de cenizas,
(c) el contenido de agua del tejido blando y (d) el peso de la valva correspondiente a
los individuos de A. purpuratus del G1 durante el experimento. Las barras indican

Intervalo de confianza al 95%.
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4.2.1. Crecimiento en talla
Al inicio y en el dia 14 del experimento no se encontro diferencias significativas en el
crecimiento en longitud de la valva. En el final del experimento la talla promedio en
el control fue de 23.8 mm y en el tratamiento 22.3 mm, los que fueron
significativamente diferentes (prueba t de Student, p < 0.05) (Ver Figura 9a).
Los valores promedio de las tallas y sus intervalos de confianza pueden ser

visualizados en la Tabla 5.

4.1.1. Crecimiento en peso seco libre de cenizas
Durante el experimento no se encontrd diferencias significativas en el crecimiento del
Peso Seco Libre de Cenizas en ninguna de los muestreos realizados (Ver Figura 9b).
Sin embargo, al final del experimento se puede ver una ligera diferencia entre el
control y el tratamiento, observandose que el tratamiento tiene una ligera tendencia a
la disminucién. EI promedio al final del experimento para el control fue de 0.12 g y
para el tratamiento 0.11, el resto de valores promedio para cada evaluacion pueden
ser visualizados en la Tabla 5.

4.1.2. Cantidad de agua del tejido blando
Durante el experimento no se encontré diferencias significativas en la cantidad de
agua de los tejidos blandos. En la Figura 9(b) se puede observar una ligera tendencia
a incrementar hacia el final del experimento, el promedio de la cantidad de agua de
los tejidos blandos en el control fue 0.49 g y en el tratamiento fue de 0.48 g (Ver

Tabla 5).
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Tabla 5 Altura valvar, Peso Seco Libre de Cenizas, Contenido de agua del tejido

blando, Peso de la valva y relacion Peso valva por Altura al cubo correspondientes a

los ejemplares de A. purpuratus del G1 para las tres evaluaciones: en el inicio (Dia 0)

a la mitad (Dia 14) y al final del experimento (Dia28). Se muestran los promedios y

sus respectivos intervalos de confianza. U es el estadistico de la prueba de U de Man

Witney y t de la prueba t de student.

Variable Tiempo Control Tratamiento Estadistico  p valor
Altura(mm) Dia0  14.09 13.92 (0.53) t=-0.52019  0.6051
(0.40)
Dial4d  18.99 18.48 (0.61) U =450 0.61
(0.56)
Dia28 23.81 22.30 (0.53) t=-4161 <0.01
(0.53)
PSLC (g) Dia0  0.0243 0.0247 (0.0020) U =4245 0.712
(0.0020)
Dial4d 0.0671 0.067 (0.0055) t=-0.032 0.975
(0.0056)
Dia28 0.1233 0.1137 (0.0100)  t=-1.302 0.198
(0.0112)
Contenido  Dia0  0.0928 0.1033 (0.0101) U =504.5 0.425
de agua (Q) (0.0179)
Diald  0.2630 0.2847 (0.05037) t=1.237 0.2211
(0.0511)
Dia28  0.4902 0.4792 (0.027) U = 1803 0.6797
(0.0653)
Pesovalva  Dia0  0.215 0.209 (0.022) t =-0.454 0.6514
(9 (0.016)
Dial4 0.449 0.42 (0.04) t=-1.078 0.2857
(0.037)
Dia28 0.824 0.655 (0.037) t=-4.416 <0.01
(0.05)
Pesovalva. Dia0  7.62*10° 7.62*10” t=0.035 0.972
Altura® (2.6*10°)  (3.08*10°°)
(g.mm?) Diald 6.49*10° 6.54*107 t=0.391 0.698
(1L.72%10 (1.87*10°)
)
Dia28 6.0%10°  5.84*10” t=2.194 0.030
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(9.9%107)  (1.12*10°®)

4.1.3. Crecimiento en peso de la valva

Esta variable no mostré diferencias significativas en el inicio ni en la evaluacién del
dia 14. Al final del experimento se estableci6 diferencias significativas (prueba t de
Student, p < 0.05) entre el control y el tratamiento, siendo mayor el peso seco de las
valvas del control que las del tratamiento (ver Figura 9d). Al final del experimento el
peso de la valva en promedio para el control fue de 0.82 g y para el tratamiento fue de

0.66 g.

Se establecio una proporcion entre el peso de la valva (pv) vy la altura de la valva (a)
elevada al cubo (pv.a®), una proporcién menor indica que las valvas son menos
pesadas que otras del mismo tamafio. Se establecid diferencias significativas entre
ambas condiciones (prueba t de Student, p < 0.05) siendo las valvas del tratamiento

menos densas que las del control. Los promedios se muestran en la Tabla 5.

4.1.4. Diferencias entre grupos:

Se hizo el calculo del crecimiento en altura valvar y en peso de la valva, para el
Grupo 2 (G2) y el Grupo 3 (G3), ademas del Grupo 1 (G1) que se acaba de mostrar,
con el objetivo de mostrar si los demas grupos mostraron diferencias entre el control

y el tratamiento en el final del experimento (Dia 28).
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G2 no mostro diferencias significativas en ningin momento del experimento en

relacion a la altura de la valva. G3 mostré diferencias significativas (prueba t de

Student, p < 0.05) en el inicio del experimento, y al final del experimento no. (Ver

Tabla 6.)

En relacion al peso de la valva, G2 no mostrd diferencias significativas a lo largo del

experimento. Hay que considerar que el peso de la valva para el Dia 0 y Dia 14 fue

calculado a partir del peso boyante para este grupo

Tabla 6 Altura y peso de la valva de A. purpuratus para los tres grupos. G1, G2 y G3.

Se muestran los promedios para el control y el tratamiento y si existen diferencias

estadisticas entre ambos. U es el estadistico de la prueba de U de Man Witney y t de la

prueba t de student.

Variable Tiempo Grupo Control Tratamiento Estadistico p valor
Altura Dia0 Gl 14.09 13.92 t=-0.52 0.6051
(mm) G2 14.17 14.15 t=-0.109 0.914

G3 13.63 14.43 t=2.928 <0.01
Diald Gl 18.99 18.48 U =450 0.61
G2 18.61 18.25 t=-1.071 0.288
Dia28 Gl 23.81 22.3 t=-4161 <0.01
G2 22.26 22.18 t=-0.150 0.881
G3 23.17 22,78 U=2324 0.65
Peso Dia0 G1 0.215 0.209 t=-0.454 0.6514
valva (g) G2 0.223 0.2198 t=0.343 0.732
Diald Gl 0.449 0.42 t=-1.078 0.2857
G2 0.445 0.405 t=1.979 0.052
Dia28 G1 0.824 0.655 t=-4.416 <0.01
G2 0.703 0.658 t=-1.221 0.227
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4.2. Tasas

4.2.1. Tasa de crecimiento

Las tasas de crecimiento fueron halladas a partir del grupo marcado con Calceina
(G3). En el control el promedio de las tasas de crecimiento fue de 0.33 mm.dia™ y
para el tratamiento fue de 0.30 mm.dia™. Hubo diferencias significativas (prueba de
Mann-Whitney, p < 0.05) entre las medias del control y del tratamiento (Ver Figura

10).

Tasa de crecimiento

0.40

0.35

0.25

0.20

=]
T T

Control Tratamiento

Figura 10 Tasa de crecimiento de A. purpuratus correspondiente al G3.
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Ademas se calcul6 las tasas de crecimiento con los grupos G1 y G2. La Tabla 7

muestra los promedios de las tasas de crecimiento halladas.

G2 mostro diferencias significativas (prueba de Mann-Whitney, p < 0.05) solo en los
primeros catorce dias del experimento, siendo mayores las tasas de crecimiento del
control que las del tratamiento. En el intervalo de tiempo desde 14 a 28 dias y entre 0

y 28 dias no se encontro diferencias significativas (Ver Tabla 7).

Las tasas de crecimiento para G1 fueron halladas a partir de los promedios de tallas
para cada evaluacion del crecimiento, por lo tanto sélo se obtuvo un valor por

intervalo de tiempo sin posibilidad de establecer diferencias significativas.

Finalmente, G1 y G3 mostraron tasas de crecimiento similares en el intervalo de

tiempo de 28 dias.

Tabla 7 Tasas de crecimiento (mm.dl'a'l) de A. purpuratus de los diferentes grupos
(G1, G2 y G3) para cada intervalo de tiempo del experimento. Se muestran los
promedios y si existen diferencias significativas. U es el estadistico de la prueba de U
de Man Witney.

Grupo Intervalo de tiempo  Control Tratamiento Estadistico p valor

G3 Dia 0 a dia 28 0.331 0303 U=464 0.043

G2 Dia 0 a dia 14 0.3097 0.2801 U=2880 0.004
Dia 15 a dia 28 0.261 0.264 U =400 0.374
Dia 0 a dia 28 0.285 0.278 U=474 0.869

Gl Dia 0 a dia 14 0.3499 0.326 - -
Dia 15 a dia 28 0.344 0.273 - -
Dia 0 a dia 28 0.347 0.299 - -

50



4.2.2. Tasas de calcificacién neta

Durante el periodo inicial del experimento (14 primeros dias o primera catorcena) se
observé una diferencia significativa (prueba de Mann-Whitney, p < 0.05) entre las
tasas de calcificacion neta promedio, resultando esta tasa mayor en el control (66.55
mgCaCOs.g™.dia™) que en el tratamiento (56.01 mgCaCO;.g™.dia™) Las tasas fueron

calculadas en conchas del grupo 1 (
Figura 11, Tabla 8).

Sin embargo, durante el periodo final del experimento (14 ultimos dias o segunda
catorcena) no se observé una diferencia significativa entre las tasas de calcificacion
neta promedio del control (41.16 mgCaCOs.g*.dia™) y del tratamiento (40.18

mgCaCOs.g™.dia™)

No obstante, durante la totalidad de la duracion del experimento (28 dias), se observé
una diferencia significativa (prueba de Mann-Whitney, p < 0.05) entre las tasas de
calcificacion neta promedio, siendo ésta tasa mayor en el control (73.51 mgCaCOs.g"

! dia™) que en el tratamiento (66.24 mgCaOs.g™.dia™).

Por otro lado, en el control se observo una mayor tasa de calcificacion neta promedio
en el grupo 1 que en el grupo 2. Los individuos del control tuvieron menor tasa de

calcificacion en el G2 que el G1. (Ver Tabla 8).
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Figura 11 Tasa de calcificacion neta de A. purpuratus. Tasas calculadas en individuos
del grupo 1 (G1).

Tabla 8 Tasas de calcificacion neta (mgCaCOs.g™.dia™) de A. purpuratus. Tasas

calculadas en conchas de los grupos 1y 2 (G1 y G2), se muestran los promedios para

el tratamiento y el control y ademas el p valor producto de la comparacién entre

ambos

Grupo Intervalo de Control Tratamiento Estadistico p valor
tiempo

G2 Dia 0 adia 14 66.55 56.01 U =986 <0.01
Dia 15 a dia 28 41.16 40.18 U =475 0.8643
Dia 0 a dia 28 73.51 66.24 U =603 0.04395

Gl Dia 0 adia 14 77.99 72.46 - -
Dia 15 a dia 28 59.67 39.94 - -
Dia 0 adia 28 101.4 76.46 - -
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4.2.3. Tasade disolucion:

Se observé una diferencia significativa (prueba de Mann-Whitney, p < 0.05) entre las
tasas de disolucion promedio, resultando esta tasa mayor en el tratamiento (-2.12 mg
de valva.gl.dia?, IC = 0.042) que en el control (-0.39 mg de valva.g.dia?, IC =

0.12).
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Figura 12 Tasa de disolucion de la valva de A. purpuratus. Tasa calculada a partir de

valvas vacias (G4) colocadas en el experimento.

Ademas del registro de disolucion en peso se pudo hacer una observacion visual a
través del estereoscopio de la textura superficial de las valvas. La Figura 13 muestra
que las ornamentaciones minasculas de la valva que corresponde a lineas
superficiales de crecimiento estas desgastadas o corroidas en el tratamiento. Ademas
también se observd una coloracion blanquecina (como de corrosion) en la superficie

de las valvas que estuvieron en el tratamiento a diferencia de las que estaban en el
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control. EI 86% de las valvas del G1 del control mostraron las ornamentaciones de las
crestras, sin signos de corrosion y el 14% restante no mostraron cresta 0 mostraron la
mitad de esta. El 71% de las valvas del G1 correspondientes al tratamiento mostraron
ausencia de cresta 0 menos de la mitad de la cresta y el 29% restante mostraron la
mitad de la cresta y signos de corrosion sobre la valva. Estas observaciones fueron
realizadas en un punto en comun de todas las valvas superiores de los individuos el
cual fue la 6ta cresta (contando desde el borde inferior de la valva) correspondiente a

la costilla del medio de la valva.

Figura 13 Corrosion y desgaste superficial en A. purpuratus. Nétese en las imagenes
estereoscopicas de la derecha (B) el mayor desgaste, corrosion y disolucion de la
superficie de las valva crestas (en circulo) de las conchas sometidas al tratamiento con

menor pH en comparacién con las conchas del control hacia la izquierda (A).
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Figura 14 Fotografia de la valva superior de A. purpuratus. Las columnas

corresponden a los 4 grupos (G1, G2, G3 y G4) y las filas corresponden al control (C)

y tratamiento (T). La barra color blanco mide 1cm.

4.3. Mortalidad y desarrollo gonadal

La mortalidad total durante el experimento para ambas condiciones de fue 26% para
el control y de 24 % para el tratamiento. Para el G1 la mortalidad fue de 28% para el
control y 20% para el tratamiento. Para el G2 la mortalidad fue de 12% para el
control y 37% para el tratamiento. Para el G3 la mortalidad fue de 30% para el

control y 28% para el tratamiento.
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La Figura 15 se puede observar que la mayor contribucion a mortalidad lo tuvo el G1
y en la primera catorcena. Para los G2 y G3 la primera catorcena también hubo

mayores mortalidades.
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Figura 15 Evolucion temporal de la mortalidad total y por grupos (G1, G2 y G3) de A.

purpuratus durante el experimento.
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Al final del experimento se observo que todos los organismos evaluados presentaban
gonadas diferenciadas. Menos del 8% present6 un color naranja en sus gonadas en el

tratamiento y el control para una talla entre 22 y 23.8 mm, con lo cual esta podria ser

la talla de primera madurez sexual de esta especie.
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5. DISCUSION

5.1. Variables ambientales y de la quimica de los carbonatos:

Temperatura

La temperatura elegida para el experimento se basé en la temperatura promedio
donde habitan las conchas de abanico en la Bahia de Paracas (13°S) (Aguirre-Velarde
et al. 2016). A pesar de que existen diferencias estadisticas entre la temperatura del
control y el tratamiento de 0.05°C, podemos decir que esta variacion menor a 0.5 °C,
no tuvo mayor efecto sobre el crecimiento o las tasas metabolicas, en base a la
evidencia del efecto de la temperatura sobre esta especie en otros experimentos. Al
respecto Navarro et al. (2000) mencionan que la energia que utiliza A. purpuratus
para crecer no se vio afectada por la temperatura sino mas bien por el tipo de dieta.
Por otro lado Gonzélez et al. (2002) encontr6 que en un amplio rango de temperatura
(10 a 18°C) la energia necesaria para el crecimiento de A. purpuratus no cambia el
balance de energia de esta especie. Wolff (1987); Yamashiro & Mendo (1988) y
Tarazona et al. (2007) mencionan el efecto positivo del aumento de la temperatura
sobre el crecimiento de la concha de abanico, bajo condiciones producidas por el
ENSO; sin embargo estos eventos elevan la temperatura del agua méas de 3 °C y esta
acompariado de cambios en las variables biologicas y oceanograficas que favorecen el

crecimiento de esta especie.
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Oxigeno

La saturacion de oxigeno durante la presente investigacion fue diferente en ambas
condiciones experimentales, sin embargo, esta diferencia no habria afectado el
crecimiento de la concha de abanico debido a que en ambas condiciones los niveles
de oxigeno fueron elevados, siendo mayores al 65% para el tratamiento y mayores al
70% para el control, estando ambos en niveles normoxicos. El punto critico de
oxigeno para esta especie a 16°C es 24.4%, lo que indica una buena capacidad
regulatoria para la absorcién de O, en un amplio rango, debido a la adaptacion a su
ambiente natural el cual estad sometido a frecuente hipoxia segin Aguirre-Velarde et

al. (2016).

Un incremento de bacterias sobre las paredes de los tanques, evidente después de la
quincena, podria estar explicando el mayor descenso de oxigeno en este intervalo de
tiempo debido al incremento de la respiracion por parte de estos organismos. Es
posible que los menores niveles de saturacion de oxigeno que present6 el tratamiento
hayan sido parcialmente debido a la pCO, que se estaba agregando a este tanque y
que posiblemente desplazé el oxigeno. No se descarta el incremento de la respiracion

por parte de la concha de abanico en el tratamiento.

El pH en el experimento

Para la eleccion del pH utilizado en el tratamiento de agua manipulada del presente

estudio, nos basamos en la proyeccion de Caldeira a & Wickett (2003) que estima
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para el 2100 una reduccién del pH superficial de -0.4 unidades en promedio del
océano estimado en 8.07 por (Gattuso & Lavigne 2009), y en la proyeccion del IPCC
(2013) que estima una reduccién del pH de 0.3 a 0.4 unidades en el Pacifico para el

2100 bajo el escenario RPC8.5.

El pH del control fue el mismo que presenta el agua del muelle del Imarpe (7.8
unidades de pH) y asumiendo las proyecciones anteriormente mencionadas, el valor
usado para el tratamiento fue de 7.4. Al igual que el presente estudio, varios autores
han realizado experimentos de acidificacién usando tratamientos de pH de 7.4 el cual
es considerado a nivel global como el valor de pH promedio que alcanzara el océano

en el 2300 (Michaelidis et al. 2005; Liu & He 2012; Matozzo et al. 2012).

Sin embargo, el pH registrado en el fondo de las bahias donde habita y se cultiva la
concha de abanico en el Perd, por ejemplo las bahias de Paracas (13°S), Sechura
(5°S) y Samanco (9°S), han mostrado valores de pH incluso menores a 7.4 en
diversos estudios puntuales (Jacinto et al. 1997; Cabello et al. 2002; Kanagusuku
2009; Cisneros 2012). No es posible decir si este pH 7.4 es una condicion persistente
o eventual en el fondo de las bahias anteriormente mencionadas, dado que no existe

un monitoreo de alta resolucién de esta variable.

Aunque las proyecciones de pH son ampliamente usadas en los experimentos, hay
algunas limitaciones importantes para este enfoque, debido a que se requiere de
conocimiento previo acerca de la quimica de los carbonatos en el habitat de los
organismos, el cual es incipiente en el caso de Pera. De hecho, el conocimiento actual

de los flujos de CO, en zonas costeras de otros lugares es considerado insuficiente
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para predecir la respuesta de la acidificacion del mar en los sistemas de carbonato
costeros (Kleypas et al. 2006), y para el Pert en relacion a flujos de CO, se reduce a
un solo estudio hecho por Friederich et al. (2008). Es dificil, por lo tanto, evaluar si
la reduccidn de pH adoptado en este estudio esta dentro de un rango realista esperado

que suceda en el 2100, para las bahias donde vive la concha de abanico en el Peru.

Un mayor conocimiento de todas las variables de la quimica de los carbonatos asi
como de sus relaciones brindaria una mejor vision de las proyecciones ambientales y

de las respuestas biologicas.

Quimica de los carbonatos:

Pocas mediciones de la alcalinidad total en el Mar peruano han sido realizadas. En la
Bahia de Sechura se encontrd valores entre 1800 y 2300 pumol kgSW™ (Cisneros
2012), los valores medidos durante el experimento se encuentran en ese rango. Pero
nuestros hallazgos estan por debajo de la alcalinidad total promedio en el océano
2325 pmol kgSW™ propuesta por Gattuso & Lavigne (2009). La tendencia a
disminuir encontrada a lo largo del experimento podria deberse a que la calcificacion
reduce la alcalinidad total (Riebesell et al. 2011) y la remineralizacién de materia
organica también reduce la alcalinidad total (Waldbusser et al. 2011). Ambos
procesos estuvieron presentes en los tanques del experimento, la calcificacion por
parte de las conchas de abanico y la remineralizacion de materia organica por parte de

las bacterias que colonizaron los tanques.
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El sistema de afloramiento peruano es una fuente de CO; a la atmoésfera, el 75% de
los flujos de CO, son hacia la atmdsfera y alcanzan hasta 1130 patm de pCO, dentro
de los 100km de la costa a 12°S (Friederich et al. 2008). Las pCO; de nuestro control
(678 patm) esta dentro de ese rango y son mucho mas altas que la pCO, promedio
para el océano de 384 patm propuesta por Gattuso & Lavigne (2009). Por otro lado
cabe mencionar que la pCO; del control de la mayoria de los experimentos varian
desde 220 patm (Talmage & Gobler 2011) a 450 patm (Ramajo et al. 2015), que por
lo general corresponden a un rango de pH de 8.2 a 8.09. Casos especiales de
experimentos en lugares de alta presion de CO, muestran en sus controles 800 y 963
patm con pH de 8.13 y 7.88 respectivamente (Range et al. 2011, 2012), estos son
valores mucho mayores de lo que tenemos en nuestro control. La presion parcial de
CO, utilizada para nuestro tratamiento (1729 patm) fue mayor que el rango natural de
presion parcial de CO, para el Peru. Los niveles de pCO, similares a la de nuestro
tratamiento fueron aplicados por Range et al. (2011), con 1698 patm para un pH de
7.84; quienes experimentaron con la especie M. galloprovincialis que corresponde a
un ambiente de laguna costera. Muchos experimentos han usado presiones parciales
de CO, menores en sus tratamientos respecto al nuestro (Watson et al. 2009, 2012;
Parker et al. 2011; Talmage and Gobler 2011; Schalkhausser et al. 2013; Duarte et al.
2014; Ramajo et al. 2015), pero algunos han experimentado con mayores presiones,

hasta de 4345 patm para un pH de 7.46 (Range et al. 2011)

El estado de saturacion de la calcita (Q cac) promedio para el océano es 4.5 (Gattuso

& Lavigne 2009), mientras que el valor que tenemos para nuestro control (pHr =
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7.78), el cual representa condiciones actuales del mar de la Bahia del Callao (12°S),
es de 1.86. Cabe indicar que este valor es uno de los primeros que han sido
reportados para el mar peruano. Nuestros datos son similares a los obtenidos por
Thomsen & Melzner (2010) con Q cqc =1.86 en el control de su experimento a pHngs
de 8.03. La saturacién de calcita de nuestro tratamiento (0.88) es menor a 1, lo que
indica subsaturacion de la calcita. Diversos autores han estimado la saturacion de la
calcita con niveles mayores a 1 en los tratamientos de sus respectivos experimentos
(Parker et al. 2011; Talmage and Gobler 2011; Duarte et al. 2014; Ramajo et al.
2015). Calcita supersaturada en el ambiente natural con presiones de CO, de ~ 2000
patm fueron encontradas en el fiordo de Kiel por Thomsen et al. (2013), de forma
similar experimentos realizados por Range et al. (2011, 2012) obtuvieron
supersaturacion de calcita en altas presiones de CO, (> 4000 patm), probablemente
debido los altos valores de alcalinidad total (> 3000 pmol kgSW™) que evitaron la

subsaturacion.

El estado de saturacion de la aragonita determinado en el control de nuestro
experimento (Qarg =1.2) es menor que para el promedio en el océano actual (Qarg
=2.9) y menor tambien de lo propuesto para el 2100 (Qang = 1.8) por Gattuso &
Lavigne (2009) segun el escenario de emision A2 SRES (SRES son escenarios de
emisién que consideran fuerzas demograficas, econdmicas y tecnoldgicas ademas de
las emisiones de gases de efecto invernadero). Supersaturacién de aragonita tanto en
el control como en el tratamiento también fueron encontrados por Parker et al. (2011)

y Range et al. (2011, 2012). Valores similares a los determinados en nuestro
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tratamiento (Qarag = 0.56) fueron reportados por McClintock et al. (2009) de Q arag =
0.47 para un pH de 7.4 y por Thomsen & Melzner (2010) de Qarg = 0.61 para un pH

de 7.6.

Alimentacidn:

Una dieta de mezcla de I. galbana y C. calcitrans fue usada debido a que es mejor
una mezcla de algas que una dieta de alga sola (Basch 1996). Las concentraciones de
fitoplancton encontradas en los tanques de ambas condiciones estan dentro del rango
de concentraciones de fitoplancton en la Bahia de Paracas (zona de cultivo de la
concha de abanico), las cuales llegan a 10 000 cell.mL™ y picos de concentracién de

diatomeas en 2500 cell.mL™ encontradas por L6épez (2008).

5.2. El crecimiento

Durante el experimento G2 no mostré diferencias significativas en sus tasas de
crecimiento entre el control y el tratamiento. Ademas el crecimiento en talla fue
menor respecto a los otros grupos (G1 y G3). La causa méas probable que explicaria
esta diferencia es la manipulacion y estrés de estar fuera del agua para hacer la
evaluacion quincenal. EI G2 del tratamiento fue retirado del tanque para hacer la
evaluacion quincenal de peso boyante, en el cual estuvo fuera del agua por

aproximadamente 15 minutos; luego estuvo durante 4 horas a una temperatura de 20
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°C en un contenedor de agua, fue manipulado para tomar las tallas y fue secado para
tomar el peso y al ser retornado al tanque, este Ultimo se encontraba con una
reduccion de oxigeno y pH producto de la falla técnica anteriormente mencionada en
los resultados. EI G2 del control también estuvo expuesto al manipuleo para tomar
medidas Yy realizar el peso boyante, sin embargo estuvo menos tiempo en condiciones
de bajo pH y oxigeno. A esta reduccion de pH y oxigeno también estuvieron
expuestos los individuos del G1 y G3 mas no a la manipulacion y desecacion y
cambio de temperatura. Estas condiciones probablemente produjeron un estrés sobre
los individuos del G2 que alterd su crecimiento y que se hizo visible a través de una
marca de estrés en las conchas. Esta evidencia es reforzada por el hecho de que las
valvas de los individuos de los grupos G1 y G3 no presentan esta marca. Extraerlas
del agua aunque sea por poco tiempo puede causar marcas de estrés en las valvas y
reduccion del crecimiento (Aguirre et al. 2015). El estrés mencionado pudo haber
resultado en una disminucién del crecimiento principalmente en las conchas del
control y de este modo equiparar su crecimiento con el crecimiento ya disminuido del
tratamiento por efecto del menor pH. Esto se puede ver en las tasas de crecimiento
que para la segunda catorcena las tasas de crecimiento del control se vieron reducidas

e igualadas al tratamiento.

Menores crecimientos en talla y peso en el tratamiento que el control, pero con un
crecimiento de tejido blandos similares en ambas condiciones han sido reportados por
otros autores. Melzner et al. (2011) en Mytilus edulis encontr6 resultados similares a

los nuestros, al encontrar un efecto de la concentracién del alimento sobre el
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crecimiento somatico mas no un efecto de la pCO,. También obtuvo resultados
similares Range et al. (2012) en Mytilus galloprovincialis, explica esta respuesta de
los organismos al incremento de CO,, a través del direccionamiento de los recursos
energéticos a la conservacion del tejido somatico en detrimento de la integridad de la
concha. Thomsen & Melzner (2010) explican similares resultados en M. edulis, al
cual también hicieron mediciones de respiracion y excrecion, explicando que hubo
mayores pérdidas de energia por respiracion y excrecién de amonio. La disminucién
de las tasas de crecimiento pueden estar relacionadas al incremento de la degradacién
proteica y perdida de nitrégeno desde la matriz organica de la concha (Thomsen &

Melzner 2010).

Tasas de crecimiento en altura valvar que se reportaron en Samanco (9°S) para
cultivo suspendido y en Pucusana (12°S) para semillas procedente de Lagunillas
(Alcazar & Mendo 2008; Cisneros et al. 2008), fueron similares a las encontradas
para el control de nuestro experimento (0.33 mm.dia™). Incluso tasas de crecimiento
mucho menores que las halladas en nuestro tratamiento (0.30 mm.dia™) fueron
encontradas por los autores mencionados bajo distintas condiciones, con semillas de
procedencia distinta al lugar de cultivo (semillas de Samanco 0.24 mm.dia™) o en
cultivo de fondo (0.23 mm.dia™) respectivamente (Alcazar & Mendo 2008; Cisneros
et al. 2008). En la bahia La Rinconada (Chile, 23°S) se han reportado tasas de
crecimiento para concha de abanico entre 0.082 mm.dia™ (14.7°C, verano frio La

Nifia) y 0.143 mm.dia™ (15°C, afio normal) por Avendafio & Cantillanez (2008), las
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cuales son menores a las tasas de crecimiento mas bajas encontradas en el tratamiento

de nuestro experimento.

Ademas encontramos que las tasas de crecimiento que reportamos son casi 10 veces
méas de las que encontr6 Ramajo et al, 2015 en A. purpuratus. Las tasas de
crecimiento disminuyen con el tiempo debido al crecimiento asintético de las
especies de moluscos por lo tanto las comparaciones anteriormente citadas

corresponden a tallas similares a las usadas en nuestro experimento.

5.3. Calcificacion y disolucién.

Las tasas de calcificacion neta que se obtuvieron en G2, a pesar del estrés por
manipuleo, tuvieron diferencias estadisticas considerando el intervalo de tiempo de
28 dias. Ademas se hizo calculos en la primera catorcena y la catorcena final,
habiendo diferencias estadisticas en la primera y en la segunda no. Esto refuerza la
evidencia de que el estrés por manipuleo hizo esta disminucién de la calcificacion y
el crecimiento después de la evaluacidn a los 14 dias del experimento. Aungue si
consideramos que el G2 del tratamiento y el G2 del control estuvieron bajo las
mismas condiciones de estrés, si se habria obtenido diferencias para el intervalo de
los Gltimos 14 dias, sin embargo no fue asi, debido a que el G2 del control estuvo
expuesto a mayor estrés después del manipuleo pues el tanque donde fue colocado

estuvo a menor pH y oxigeno de su condicién normal, producto de la falla técnica
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anteriormente mencionada. Todo esto nos muestra que la concha de abanico es muy
sensible a la desecacién y manipuleo, lo que se pudo observar como una marca de

estrés en la concha que significa una disminucion en el crecimiento.

Existen datos escasos de tasas de calcificacion para esta especie. Un reciente estudio
hecho por Ramajo et al. (2015) muestra tasas de calcificacion en el orden de 3y 20
HgCaCOs.g™ .dia® en comparacién a lo encontrado por nosotros entre 40 y 74

mgCaCOs.g™.dia™, es decir 3 6rdenes de magnitud mayor.

Es un poco dificil comparar las tasas de calcificacion entre diversos experimentos
debido a que las unidades en las cuales estan expresadas son diferentes, algunos lo
expresan en peso de CaCO; por unidad de peso fresco: umolCaCOs.g.FW™h'
(Gazeau et al. 2007), % de peso boyante: wt% por 60d (Ries et al. 2009), peso de
CaCOs por gramos de peso vivo entero: mgCaCOsd™*.gLW™ (Waldbusser et al. 2010,
2011), peso de CaCOj3 por gramo de peso inicial: mgCaCOs.g™.d™ (Rodolfo-Metalpa
et al. 2011; Ramajo et al. 2015) y mg por mussel.d® (Duarte et al. 2014). Se han
reportado distintas respuesta de la calcificacion neta frente a bajos niveles de pH:
respuestas positivas, negativas, neutras, umbral positivas y umbral negativas (Ries et
al. 2009; Gazeau et al. 2013; Parker et al. 2013). Las especies han mostrado
variaciones interespecificas e incluso intraespecificas frente al estrés de la
hipercapnia. Nuestro experimento ha mostrado una respuesta negativa frente a la

disminucion del pH.

Los limites de la calcificacion en muchos organismos no coinciden con los limites de

saturacion quimica y podrian ocurrir en valores mayores o menores (Doney et al.
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2009). Nuestro experimento muestra que en valores de subsaturacion de Calcita (Q
calc <1) aun estaban ocurriendo calcificacion en las conchas de abanico. Esto debido a
que la deposicion de CaCOgs y la termodinamica de los fluidos calcificantes es
ampliamente regulado por los procesos fisiologicos internos (Fan et al. 2007; Portner

2008). Es posible que ocurra crecimiento en aguas subsaturadas de CaCOs

La tasa de disolucién calculada en el control de nuestro experimento fue 0.04% por
dia, fue comparable a lo encontrado por Waldbusser et al. (2011) en Crassostrea
virginica en el control (pH = 7.9) de su experimento con 0.05% de pérdida de peso de
la valva por dia, y las tasas de disolucion encontrada para nuestro tratamiento de
0.21% por dia fue mayor que lo que reporta este autor para sus tres tratamientos de

pH bajo.

Las tasas de disolucién podrian incrementarse o disminuir dependiendo de la
composicion mineraldgica de la concha. La calcita es 35% menos soluble que la
aragonita (Morse et al. 1980; Mucci 1983). En adicién una calcita con Mg en la
concha es mas soluble que la aragonita (Andersson et al. 2008). A pesar de estas
caracteristicas de la composicion mineraldgica de la concha, también es necesario
considerar el tamafio y morfologia del cristal, diferencias en la quimica de la concha y
diferencias en el tipo o estructura del material alrededor de la matriz orgéanica de las
conchas como potencial factor de control en la perdida de peso de la concha,
independientemente de si las conchas son de aragonita o calcita (Harper 2000). Esto

es apoyado por una experimento que realizd6 McClintock et al. (2009), donde
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encuentra mayor pérdida de peso en la concha de un braquiépodo de concha calcitica

(Liothyrella uva) que en un bivalvo de concha aragoénitica (Laternula elliptica).

La mineralogia de la concha de A. purpuratus, podria ser de compuesta de aragonita y
calcita (Esteban 2006), sin embargo hace falta mayor investigacion al respecto en esta

especie.

Termodindmicamente podria haber ocurrido disolucion de aragonita o calcita en
valores de saturacion menores a 1 (Q caic, Q arag <1) (Gazeau et al. 2007). Nuestros
resultados muestran que hubo disolucion en el tratamiento, el cual tenia valores de
saturacion menores a 1, pero también ocurrid disolucion en el control siendo los

valores de saturacion mayores a 1.
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5.4.  Mortalidad y desarrollo gonadal

Varios autores indican que la mortalidad podria ser causada por altos presiones de
CO, (Berge et al. 2006; Dickinson et al. 2012), causadas por altas presiones de CO,
que afectaron el tejido blando que subsecuentemente causé la muerte (Beniash et al.
2010), también existio mortalidad causada por disolucion (Green et al. 2009). Sin
embargo en nuestro experimento no hemos establecido una relacion de causalidad de
la mortalidad con el menor pH del tratamiento, muy similar a otros estudios donde no
ha encontrado relacion a este factor (Ries et al. 2009; Range et al. 2012). Incluso
algunos autores han reportado el incremento de sobrevivencia en alta pCO,, producto

de una probable reabsorcion de gonadas (Range et al. 2011)

Broadaway (2012) indica que podria existir una mortalidad indirecta por la ruptura de
ligamento que une las valvas debido a la disolucion de la aragonita presente en esta
estructura (Kikuchi & Tamiya 1987). Observo que la sobrevivencia de A. irradians
no era mayor a 2 dias cuando se observaba esta condicion de valvas separadas. En
nuestro experimento también pudimos observar esta separacion de valvas, en el
tratamiento y en el control, por lo tanto podria ser que esto se haya debido a un efecto
mecéanico del trasporte o manipulacion al inicio del experimento. Por lo que
probablemente también se habrian observado mayores mortalidades en los primeros
14 dias del experimento. En este experimento no hemos podido diferenciar las causas
de la mortalidad, si fueron producto de la separacion de valvas por ruptura del

ligamento o de otras causas.

72



El porcentaje de mortalidad que obtuvimos fue de 26% para el control y 24% para el
tratamiento sin haber diferencias entre ambos condiciones. Estos valores muestran
una mortalidad relativamente alta, que ha sido diferente respecto a otro experimento
en esta misma especie hecha por Ramajo et al. (2015) quienes no reportaron
mortalidad. Experimentos en el campo han mostrado mortalidades mayores para esta
misma especie (Alcazar and Mendo 2008; Avendafio et al. 2008). Otros experimentos
en acidificacion con otras especies han encontrado porcentajes de mortalidad
similares y mayores sin tener una relacion de causalidad por el bajo pH o alta pCO,

(Ries et al. 2009).

El desarrollo gonadal:

La talla de primera madurez gonadal que observamos en esta especie difiere de lo
observado por (Cafas et al. 1984) y mas bien casi coincide con lo indicado por
Carmen Yamashiro en un trabajo de Tarazona et al. (2007) que la talla de primera
madurez es a los 25 mm. Nosotros reportamos la primera madurez en una talla de

alrededor de 22 a 24 mm.
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5.5.  Respuesta de la concha de abanico a bajo pH e implicancias futuras

A partir del experimento se observd que la concha de abanico fue afectada
principalmente en sus partes duras, probablemente esté utilizando algun tipo de
compensacion fisiolégica para mantener el crecimiento de sus partes blandas en
desmedro de la calcificacién y el crecimiento de partes duras. Aunque el costo
energético de la calcificacién podria ser muy bajo respecto a otros funciones
metabdlicas (Palmer 1992), esto podria darse en situaciones del estrés causado por la
disminucion del pH en el agua de mar como indica Findlay et al. (2009). La
disolucion de la concha producida por un bajo pH puede ejercer un costo energético o
fisico e interferir en la funcion de homeostasis (Portner 2008). Nosotros no hemos
medido en este experimento otras funciones metabdlicas. Si hubiera mayor gasto
energético por aumento de respiracion y excrecion de amonio se podria explicar
mejor algun tipo de compensacion fisioldgica que pueda haber estado sucediendo en

el metabolismo de esta especie.

Nuestros resultados de menor crecimiento de la valva y sin alteracion del crecimiento
somatico coinciden con Thomsen & Melzner (2010); Melzner et al. (2011); Talmage
& Gobler (2011) & Range et al. (2012) en M. edulis, C. virginica y M.
galloprovincialis. Un pectinido del mismo género como A. irradians no ha mostrado
efectos del bajo pH en el crecimiento de la concha y el tejido blando (Talmage &
Gobler 2011). Para A irradians, Ries et al. (2009) reporté una disminucion de la

calcificacion, que coincide con la disminucion en las tasas de calcificacion
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encontradas en nuestro experimento. Otros pectinidos como Chlamys nobilis y P.
maximus han mostrado efectos negativos sobre sus tasas fisioldgicas y su

comportamiento (Liu & He 2012; Schalkhausser et al. 2013)

La hipotesis que planteamos en relacion al crecimiento, fue parcialmente validada,
debido a que si hubo menor crecimiento en las partes duras pero no hubo variacién en
el crecimiento de las partes blandas. Y respecto a las tasas de calcificacion
rechazamos la hipotesis planteada dado que, las tasas de calcificacion neta se
redujeron en el tratamiento con pH bajo, esto ultimo fue contrario a respuestas de los
cocolitoféridos en aguas con pH bajo que mostraban mayor calcificacion (Beaufort et

al. 2011).

A partir de las tasas de crecimiento observadas en el campo en Per( y en Chile a
través de la literatura, se puede especular que variaciones latitudinales y variables
ambientales (temperatura, quimica de carbonatos, la procedencia de las larvas, la
alimentacion) estén jugando un papel importante en relacion al crecimiento y
calcificacion. Existe la probabilidad de que exista una variedad de respuestas
intraespecificas de la concha de abanico frente a la acidificacion del océano.
Diferentes respuestas intraespecificas se han encontrado en M. edulis por Gazeau et
al. (2007) y Thomsen et al. (2010), probablemente debido a adaptaciones fisioldgicas
a habitats con distintas condiciones en relacion a la quimica de los carbonatos. Es
posible que una aclimatacion a altas pCO, a largo plazo incremente la habilidad a
calcificar en algunas especies como Mytilus spp. segin Michaelidis et al. (2005) &

Ries et al. (2009).
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El incremento de disolucién externa y la reducida calcificacion podria favorecer el
asentamiento de parasitos sobre la concha y dado que esta seria mas débil tendria
efectos perjudiciales para las poblaciones de A. purpuratus en su hébitat natural o en
cultivo, como también la haria méas vulnerable al ataque de sus depredadores
(cangrejos y caracoles). La fragilidad de las valvas también tendria efectos negativos
en el procesamiento de las conchas en la industria, dado que pérdidas econdémicas por
rompimiento de valvas de hasta un 15% han sido reportados por Alcazar & Mendo
(2008). En adicién, es posible la invasién del espacio extracelular por
microorganismos a través de fracturas en la concha que seria perjudicial para la
especie en si como para el cultivo de la misma. Experimentos de largo plazo (> 6

meses) son necesarios para probar esta hipotesis (Thomsen et al. 2010).

Condiciones naturales de pH bajo en las costas peruanas y sus bahias producto de
procesos como remineralizacion de la materia organica y del afloramiento pueden ser
importantes como “analogos naturales” para entender como los ecosistemas pueden
ser influenciados por futura acidificacion oceanica; ademas estos habitats también
presentan niveles bajos de oxigeno y alta variabilidad en el tiempo (Aguirre-Velarde

et al. 2016), estando asi dos estresores actuando sobre los organismos.

Es necesario mayores estudios sobre la fragilidad de las valvas y medicién de otras
funciones metabolicas (respiracion y excrecion), el desarrollo de experimentos de
acidificacion en otras etapas de vida de la especie y evaluacion de la interaccion de

otras variables junto al pH como la disminucion de oxigeno.
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6. CONCLUSIONES

La disminucion del pH tuvo un efecto negativo en la calcificacion neta de
Argopecten purpuratus, tal como lo demuestra la reduccion de 9,9 % de la
calcificacion neta de A. purpuratus bajo la condicion experimental de un pH
de 7.4 en comparacion con las condicion experimental de un pH de 7.8. Por
tanto queda rechazada la hipétesis sobre el efecto positivo en la calcificacion
de A. purpuratus por la disminucién del pH.

La disminucion del pH tuvo un efecto negativo en la tasa de crecimiento de
Argopecten purpuratus tal como lo demuestra la reduccion de 8.5% de la tasa
de crecimiento en talla de A. purpuratus bajo la condicidn experimental de un
pH de 7.4 en comparacion con la condicion experimental de un pH de 7.8. Lo
cual fue también consecuente con una reduccion en la talla y peso de las
valvas. Por tanto, en relacion al crecimiento de la parte dura (la estructura
calcarea) de A. purpuratus queda aceptada la hipotesis sobre el efecto
negativo en el crecimiento de A. purpuratus por la disminucion del pH.

No se encontrdé un efecto negativo sobre el crecimiento del tejido somatico
(parte blanda) de Argopecten purpuratus bajo la condicion experimental de un
pH de 7.4 en comparacién con la condicién experimental de un pH de 7.8. Por

tanto, en relacién al crecimiento de la parte blanda de A. purpuratus queda
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rechazada la hipdtesis sobre el efecto negativo en el crecimiento por la
disminucion del pH.

La disminucion del pH tuvo un efecto positivo en la tasa de disolucion de la
valva de Argopecten purpuratus, tal como lo demuestra el aumento de
443.6% de la tasa de disolucion de la valva de A. purpuratus bajo la condicion
experimental de un pH de 7.4 en comparacion con las condicion experimental
de un pH de 7.8.

La mortalidad de Argopecten purpuratus bajo las condiciones experimentales
de pH de 7.4 y 7.8 alcanzo valores de 26% y 24% respectivamente, lo cual

indica que la disminucién del pH no tuvo ningun efecto sobre la mortalidad.
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7. RECOMENDACIONES

En nuevos experimentos se recomienda aplicar las siguientes medidas:

Tener un grupo de repuesto para hacer el peso boyante que pueda suplir a los
que salen del tanque, debido a que el hecho de sacarlos del tanque hace un
detenimiento en el crecimiento y esto puede alterar los resultados. O de lo
contrario hacer un médulo de pesado para ser puesto en los mismos tanques
de experimentacion y asi no tener que sacarlos del agua.

La limpieza regular de las paredes de los tanques podria ser importante para
evitar la proliferacion de las bacterias.

Cuando se haga un conteo de mortalidad procurar diferenciar la mortalidad
por ruptura del ligamento que une las valvas de las que no.

Utilizar otro nivel de pH mayor e intermedio.

Hacer mediciones de las variables del sistema de carbonatos en el tanque que

suministra el agua para el experimento
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