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RESUMEN

Se investiga por primera vez los efectos de la acidificacion oceanica (AO) en la
caracterizacion de los huevos, supervivencia y morfologia larvaria de la especie de erizo de
mar Arbacia lixula (Linnaeus, 1758). Para ello se han utilizado poblaciones que han vivido
toda su vida en los afloramientos naturales de CO2de la Punta de Fuencaliente, en la isla de
La Palma, y poblaciones de zonas control no acidificadas. El objetivo principal fue investigar
el potencial de adaptacion de ambas poblaciones, mediante el estudio de la fecundidad, la
supervivenciay morfologia de las larvas, las cuales fueron sometidas a diferentes condiciones
de pH. Para el primer experimento se recolectaron un total de 60 hembras en zonas de
afloramiento, transicion y control que posteriormente se indujeron al desove. Se observo una
disminucion de la abundancia de dvulos en las hembras procedentes del afloramiento natural
de CO, si bien no hubo diferencias en las tallas de los évulos. Para el segundo experimento,
se realizaron cultivos larvarios de linajes procedentes del afloramiento natural de CO; (AA)
y de una zona control (CC), siendo tratados bajo 7,40 y 8,20 unidades de pH. La mortalidad
larvaria fue mayor en los linajes CC 8,20, observandose una mayor supervivencia del linaje
AA 7,40. Las larvas mas desarrolladas fueron las del linaje AA 8,20. Se confirma una

adaptacion potencial de la progenie de A.lixula a condiciones de AO.

PALABRAS CLAVE: Acidificacion oceanica, Afloramiento natural de CO,, larva

ABSTRACT
The effects of ocean acidification (OA) on the characterization of eggs, survival and larval

morphology of the sea urchin Arbacia lixula (Linnaeus, 1758) was investigated for the first
time. Populations that have lived for a long in the natural CO> vent of Punta de Fuencaliente,
La Palma, and populations from non-acidified control sites were used. We aim to investigate
the adaptation potential of both populations by studying the fecundity, survival and
morphology of the larvae, which were subjected to different pH conditions. For the first
experiment, total of 60 females were collected in vent, transition and control sites, and
subsequently induced to spawn. A decrease in egg abundance was observed in females from
natural CO2 vent, although there were no differences in egg sizes. For the second experiment,
larval cultures of lineages from the natural CO- vent (AA) and control site (CC) were treated
under 7,40 and 8,20 pH units. Larval mortality was higher in the CC 8,20 lineages, survival
of AA 7,40 lineage was better. The most developed larvae were from AA 8,20 lineages. The

larval adaptation potential of the A. lixula progeny to OA conditions is confirmed.

KEYWORDS: Ocean acidification, natural CO> vent, larvae



1. INTRODUCCION

Debido a las emisiones antropogénicas de dioxido de carbono (CO3) y otros gases
de efecto invernadero, los ecosistemas marinos estan siendo alterados a un ritmo sin
precedentes a escala geoldgica (Zeebe et al., 2016). EI aumento de estos gases ha
provocado el incremento de temperatura oceénica de hasta 3°C. Ademas, se estima que
un 30% de estas emisiones ha sido absorbida por el océano, reduciendo el estado de
saturacion del carbonato célcico, lo que ha provocado la acidificacion de los océanos
(AO) (Caldeira y Wickett, 2005; IPCC, 2021). La acidificacion oceanica cambia el
equilibrio del sistema de carbonatos del agua de mar, disminuyendo la tendencia
termodindmica a precipitar minerales de carbonato, y exponiendo a los organismos a
hipercapnia, que es un factor de estrés metabdlico (Portner, 2010). Estos cambios pueden
perjudicar la capacidad de los invertebrados marinos calcificadores para construir sus
esqueletos, como se ha demostrado en los experimentos de laboratorio (Przeslawski et
al., 2015; Munari et al., 2016) y en los afloramientos naturales de CO (Fabricius et al.,
2011; Foo et al., 2018a).

Los estudios que se han realizado en un entorno de laboratorio, por lo general
tienen condiciones de pH estable, que generan un efecto negativo en el desarrollo y la
calcificacion de los organismos estudiados (Byrne et al., 2013 ; Kroeker et al.,
2013a ; Przeslawski et al., 2015 ; Byrne y Fitzer, 2020 ; Byrne y Hernandez, 2020). Sin
embargo, incorporar todos los factores ambientales presentes en la naturaleza y su
variabilidad inherente en el entorno de laboratorio es complicado (Harvey et al.,
2013 ; Ban et al., 2014 ; Nagelkerken y Munday, 2016). En este sentido, es importante
sefialar que un estudio comparativo llevado a cabo por Foo y colaboradores (2020) mostro
diferencias en los resultados obtenidos en laboratorio y en un afloramiento natural de CO-
para el tamafio de larvas de erizo. Por lo tanto, para comprender la respuestas de las
especies a la AO, es necesario comprender las respuestas de estos organismos a la
variacion natural de las condiciones ambientales (Hurd et al., 2011 ; Small et al., 2015),
utilizando en la medida de lo posible laboratorios naturales de acidificacion como los que
se dan en las zonas volcanicas de afloramiento de CO (Gonzalez-Delgado y Hernandez,
2018).

Los afloramientos naturales de CO», o surgencias, se han utilizado como un

complemento a los estudios de laboratorio para investigar los impactos de la AO, ya que
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incluyen de manera mucho mas realista las variaciones naturales. Estos sistemas
incorporan una variedad de factores ambientales que incluyen redes troficas planctonicas,
productividad, flujo de agua e interacciones de especies que también se ven afectadas por
cambios en el pH (Kroeker et al., 2011 ; Connell et al., 2013). Ademas, los niveles de pH
son fluctuantes como en otros sistemas oceanicos naturales, como los charcos de marea

y los arrecifes de coral.

Para una gran diversidad de invertebrados marinos (corales, moluscos,
equinodermos, etc), la acidificacion experimental en estudios de laboratorio y la
acidificacion natural debido a los afloramientos volcanicos de CO2 han mostrado
generalmente respuestas negativas en la calcificacion, crecimiento, fecundacion y
supervivencia (Duarte et al., 2013; Fitzer et al., 2018; Viotti et al., 2019). También se ha
demostrado que el crecimiento se correlaciona con la exposicion media al pH mas que
con la variabilidad del pH (Garcia et al., 2018a; Kapsenberg et al., 2018) o que la
variabilidad del pH exacerba los efectos negativos del pH bajo (Johnson et al., 2019). El
impacto de la acidificacion natural varia entre regiones y habitats, y algunas especies o
poblaciones parecen soportar muy bien la acidificacion natural de los afloramientos de
CO; (Uthicke et al., 2016). En algunos moluscos, por ejemplo, se ha visto que puede
alterar la forma del aragonito en una forma mas favorable y resistente a la acidificacion,
de igual modo que la alta resiliencia observada en los erizos de mar de los afloramientos
naturales, cuyo esqueleto es de calcita magnésica (Calosi et al., 2013; Hofmann et al.,
2014).

Los erizos de mar calcifican en sus estadios planctonicos y bentdnicos, por lo que
son buenos modelos para investigar los efectos de la AO tanto en el laboratorio (Byrne et
al., 2013; Przeslawski et al., 2015) como en afloramientos naturales de CO2 (Kroeker et
al., 2013b; Foo et al., 2018a). Varios estudios en laboratorios han visto los efectos de la
disminucion del pH en las diferentes etapas, desde la formacion de los gametos hasta su
fecundacidn y la formacidn de las larvas (Garcia et al., 2018b; Byrne y Hernandez, 2020).
En regiones de afloramientos de CO., se ha observado que varias especies de erizos de
mar exhiben un gran potencial para adaptarse a ambientes de bajo pH (Pespini et al.,
2013; Foo et al., 2018a; Garcia et al., 2018a; Gonzalez-Delgado y Hernandez, 2018).
Especies como Arbacia lixula, Paracentrotus lividus, Evechinus chloroticus y

Echinometra sp. han mostrado caracteristicas inesperadas ante los afloramientos de COo,
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tolerando las condiciones de pH bajo (Calosi et al., 2013; Bray et al., 2014; Brinkman,
2014; Collard et al., 2016; Uthicke et al., 2016).

En los erizos de mar, al igual que en otros invertebrados marinos, la abundancia
de dvulos y el tamafio de los mismos son parametros de importancia asociados al ciclo de
vida y que se ven afectados ante un cambio en las condiciones ambientales,
proporcionando una idea de la inversién materna y del modo de desarrollo larvario
posterior (Hernandez et al., 2020). A pesar de ello, el tamafio del huevo no indica una alta
calidad en su composicion bioquimica y energética, pero la obtencion de estos ultimos
valores conlleva mayor dificultad, por lo que el didmetro de los 6vulos es la variable méas
utilizada (McAlister y Moran, 2012). Ademas, el didmetro de los gametos influye en la
fecundacion, ya que la probabilidad de encuentro entre ellos serd directamente
proporcional a su tamafio (Levitan, 2006), siendo las condiciones 6ptimas de produccion
de gametos y fertilizacion especificas de cada especie, y variables a diferentes
condiciones de pH y temperatura (Visconti et al., 2017).

Por otro lado, Przeslawiski y colaboradores (2015) sugieren que las etapas
larvarias tardias pueden ser mas vulnerables que las etapas anteriores a factores
estresantes como el pH o la temperatura. Normalmente, las larvas de erizo de mar
producen esqueletos fragiles, por lo que el pH < 7,60 unidades genera un efecto de atrofia
en su crecimiento, impulsado en gran medida por la hipercapnia (Byrne et al., 2013). Sin
embargo, se ha visto que la progenie de los erizos de mar residentes en entornos de pH
fluctuante son mas resistente a la AO (Byrne et al., 2013; Garcia et al., 2018b; Wong et
al., 2018).

La mayoria de los estudios de laboratorio sobre la respuesta de los erizos de mar
ala AO han utilizado diferentes tratamientos de pH constante y, en ocasiones, variaciones
en diferentes factores ambientales como la salinidad, temperatura, o disponibilidad de
alimento. Aun asi, todavia existen muchas variables naturales dificil de incluir en estos
experimentos, a no ser que trabajemos con los afloramientos naturales de CO2, ademas
de la importancia de la variabilidad genética como factor importante en la capacidad de
tolerar la AO (Foo y Byrne, 2016). Es por ello que, recientemente se esta impulsando el
estudio no solo de los gametos (Foo et al., 2018b) sino también de las larvas de erizo de
mar que viven estas zonas acidificadas, ya que permiten estudiar no solo la AO de forma
directa, sino también los efectos indirectos que surgen debido a la variabilidad natural de

los factores que se encuentran dentro del ecosistema. Hasta la fecha, no son muchos los
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trabajos relacionados con este tema, y las respuestas observadas han sido variables
(Kapsenberg y Cyronak, 2019). Por ejemplo, en Papta Nueva Guinea se observé efectos
nocivos en el crecimiento de las larvas de Echinometra spp. (Lamare et al., 2016),
mientras que en Italia observaron efectos no tan negativos en Arbacia lixula al

compararlos con los resultados obtenidos en el laboratorio (Foo et al., 2020).

Arbacia lixula, especie objetivo del presente estudio, habita en profundidades de
0 a 40 metros en sustratos rocosos y poco profundos (Miguel, 2018). Se distribuye por el
mar Mediterraneo, Atlantico Este, Noreste de Africa, islas Canarias, Madeira y Azores, y
se considera una especie termofila de afinidades tropicales (Wangensteen et al., 2012).
Es una especie ingeniera de ecosistemas, debido a su capacidad para transformar
comunidades de macroalgas en blanquizales con su actividad de pastoreo (Hernandez et
al., 2013; Foo et al., 2020; Gianguzza, 2020; Zhan et al., 2020; Anand et al., 2021). Como
especie termdfila, el aumento de la temperatura del océano ha propiciado un aumento en
la abundancia de esta especie de erizo de mar, ya que su reproduccion y desarrollo larvario
se ven favorecidos por las altas temperaturas, aunque también estan modulados por el pH
y ladisponibilidad de alimentos (Gianguzza et al., 2011; Calosi et al., 2013; Wangensteen
et al., 2013; Foo et al., 2018b; Gianguzza, 2020). Por lo tanto, es de suma importancia
determinar la vulnerabilidad de esta especie a la AO en escenarios naturales como los
afloramientos de CO., en todas las regiones en las que habita (no solo en el Mediterraneo),
para aumentar nuestra comprension de la resiliencia y capacidades de adaptacion de la

especie en el contexto del cambio climatico.

Por ello, hemos realizado nuestro estudio en el afloramiento natural de CO- de la
playa del Faro de Fuencaliente (La Palma, islas Canarias), siendo el primer afloramiento
de CO2 poco profundo conocido en el Atlantico, y perteneciente a una region subtropical,
sirviendo como analogo para estudiar los efectos de la AO (Hernandez et al., 2016;
Gonzélez-Delgado et al., 2021). Por lo tanto, su presencia en las costas de las islas
Canarias sirve para mejorar el estudio de los efectos de la acidificacion a causa del cambio

climatico y la posible adaptacion de los organismos a dichas condiciones futuras.
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2. OBJETIVOS

Debido a la oportunidad de disponer de un afloramiento natural de CO- en las islas
Canarias donde poder investigar acerca de la acidificacion oceanica, se pretende aportar
nueva informacidn a la investigacion global acerca de la respuesta de los equinodermos,
en especial de la especie Arbacia lixula, a estas condiciones futuras. Por lo tanto, los

objetivos principales de este trabajo son:

1. Estimar los efectos de la AO del afloramiento natural de CO> de la Punta de
Fuencaliente en la abundancia y tamafio de los évulos de las hembras de Arbacia
lixula.

2. Investigar el potencial de adaptacion de la descendencia de Arbacia lixula del
afloramiento natural de CO. a la acidificacion, mediante el estudio de la
supervivencia y de plasticidad fenotipica de sus larvas.

Para ello, se realizaron dos experimentos: (1) el primero para conocer los efectos del
gradiente natural de pH de Fuencaliente (isla de La Palma) en el nimero y tamafio de
ovulos desovados por las hembras de Arbacia lixula; y (2) el segundo, investigar la
supervivencia y morfologia de las larvas de A. lixula provenientes de diferentes linajes.
El linaje cuyos parentales provenian de la zona acidificada se denomind AA, mientras
que los provenientes de la zona control se denominaron CC, los cuales se cultivaron tanto

a pH 7,40 como a pH 8,20 unidades.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Area de estudio

Las zonas de estudio se ubicaron en diferentes puntos de las islas de La Palma y
Tenerife (zona occidental del Archipiélago de Canarias, Espafia). Para el primer
experimento, se muestred en una zona de la playa de Boca Cangrejo, Santa Cruz de
Tenerife, denominada “Control” (con pH 8,14 en marea baja y 8,11 en marea alta) y en
tres puntos diferentes en la playa del Faro, municipios de Fuencaliente (La Palma). Estos
ultimos fueron seleccionados segun el gradiente de pH generado por el enriquecimiento
natural de CO2, que debe su origen al afloramiento de aguas subterraneas acidificadas por

la actividad volcanica de la isla (Gonzalez-Delgado et al., 2021). Los puntos de muestreo



fueron denominados segun la distancia al punto de emision del afloramiento, como: zona
de “Afloramiento” (7,56 unidades de pH en marea baja y 7,95 en marea alta),
“Transicién25” a 25 m del afloramiento (7,81 unidades de pH en marea baja y 8,15 en
marea alta) y “Transiciéon 75” a 75 m del afloramiento (7,95 unidades de pH en marea
baja y 8,08 en marea alta) (Fig. 1y Tabla 1).

Respecto al segundo experimento, se recolectaron erizos de las poblaciones
procedentes de ambientes acidificados de la zona de “Afloramiento” de la playa del Faro.
Por otro lado, para obtener los erizos “Control” se muestre6 a mas de 500 m del punto
“Afloramiento” en la playa de Echentive, al suroeste de la isla de La Palma (con pH de
8,14 en marea baja y 8,16 en marea alta) (Fig. 1 y Tabla 1). En este segundo experimento
intentamos utilizar un control méas cercano al afloramiento para minimizar en la medida

de lo posible la variacién ambiental que pueda existir entre las islas.

Playa de Echentive

Playa del Faro

Control
(experimento 2)

Transicién75
(experimento 1)

Transicion25 || Afloramiento ' |
(experimento 1) (experimento 1) L

Tenerife

Boca Cangrejo

4 Control PALK &
; * (Experimento 1) [Ese

Figura 1. Localizacion de los puntos de muestreo en las islas de La Palma y en Tenerife. Los puntos de
Afloramiento, Transicion25 y Transicion75 (experimento 1) en la playa del Faro de Fuencaliente y el
Control (experimento 2) en la playa de Echentive, isla de La Palma, y el Control (experimento 1) en Boca
Cangrejo, isla de Tenerife. (Fuente: GRAFCAN, 08/08/2021).



Tabla 1. Valores de pH, alcalinidad total (At), Qcalcita y Qaragonito en los puntos de “Afloramiento”,
“Transicion25”, “Transicidn75” y “Control”, tanto en marea baja como marea alta para el experimento 1
(exp 1) y el experimento 2 (exp 2) (Viotti et al., 2019; Gonzalez-Delgado et al., 2021).

Marea baja Marea alta
At At

pH (umol/kg) Qcaicite~~ Qaragonite pH (umol/kg)  Qcarcite Qaragonite
Control (exp 1) 8,14 2573,98 6,11 3,98 8,11 2550,17 5,76 3,76
Control (exp 2) 814:0,01 2573,06£12 517+0,08  3,8740,06 | 8,16:0,01 2485,96+6 6,00+0,12  3,98+0,08
Transicion75 7,95+0,09 2798,68+69  4,73+0,69  3,09+0,45 | 8,08+0,01 2626,33+7 557+0,11  3.64+0,07
Transicion25 7,81+0,01 2783,85+11  3,55x0,06  2,32+0,04 | 8,15+0,01 2501,37+8 595+0,30  3,93+0,08
Afloramiento 7,56£0,02 3252,43+42  2,48+0,07  1,62+#0,04 | 7,95+0,07  2728,37#11  4574#0,58  2,98+0,38

3.2. Experimento 1: fecundidad de Arbacia lixula en un gradiente de pH

Los individuos de Arbacia lixula fueron recolectados en apnea en abril de 2017, entre
0-5 m de profundidad en los cuatro puntos de muestreo. Posteriormente, en el laboratorio,
se indujo al desove de los especimenes mediante la inyeccion de 2 mL de KCI 0,5 M en
la cavidad perivisceral, y colocandolos posteriormente boca abajo en recipientes de 100
mL con agua de mar para almacenar los évulos. De los individuos recolectados, se
obtuvieron un total de 60 hembras: 17 del “Control”, 8 en “Transiciéon75”, 11 de la zona

“Transicion25” y 24 en el “Afloramiento”.

Tras el desove, los erizos fueron limpiados con hipoclorito de sodio, tomando
posteriormente las medidas de didmetro y altura de los individuos usando un calibre
Vernier digital, y se calcul6 su volumen por la formula descrita por Elliott y colaboradores
(2012). Por ultimo, se realizé un recuento de los évulos de cada hembra usando la camara
de recuento de Sedgewick-rafter, midiendo el tamafio de los mismos con el software de

analisis de imagenes ImageJ (National Institutes of Health, E.E.U.U.).

Para los analisis estadisticos, debido a la relacion directa entre el volumen de las
hembras y la abundancia de sus 6vulos, del total de hembras medidas se escogieron los
individuos con el rango de volumen méas comdn en todas las localidades. Se
seleccionaron, por tanto, las ubicadas en el rango de volumen entre 18,12 — 24,78 cm?,
resultando finalmente 20 individuos para el analisis estadistico: 7 del “Afloramiento”, 2
de “Transicion25”, 5 de “Transicion75” en La Palma, y 6 del “Control” en Boca Cangrejo,

Tenerife.



3.3. Experimento 2: supervivencia y desarrollo larvario de Arbacia lixula

El 15 de mayo de 2021 se procedio a la recoleccion de individuos adultos de A. lixula
en apnea en la playa de Echentive como parentales de la zona “Control”, e individuos de

la zona de “Afloramiento” de la playa del Faro, como parentales de la zona acidificada.

Posteriormente, en el laboratorio ubicado en el interior del Faro de Fuencaliente, se
realizo, al igual que en el experimento 1, el desove de los especimenes. Con los individuos
que resultaron hembras se procedi6 igual que en el experimento 1, mientras que, con los
machos se les retird el esperma mediante pipeteo y se almaceno en tubos eppendorf (Fig.
2). Para el linaje de parentales provenientes de la zona “Control”, se seleccionaron 6vulos
de 3 hembras y esperma de 2 machos, mientras que para el linaje de la zona de
“Afloramiento”, se seleccionaron 2 hembras y 2 machos, aumentando asi la variabilidad
genética para la fecundacion. Por ultimo, se almacenaron por separado los 6vulos y
esperma de las zonas “Control” y “Afloramiento” en dos recipientes de 1.5 L con agua
de mar cada uno, permitiendo asi la fecundacion y la facilitacion en el trasporte hacia el
laboratorio de embriologia del grupo de Ecologia de Comunidades Marinas y
Conservacion de la Universidad de la Laguna, Departamento de Biologia Animal,
Edafologia y Geologia. Una vez en el laboratorio definitivo, se procedié a limpiar las
muestras con agua de mar filtrada y se separaron en tres matraces por cada linaje “AA”

(Afloramiento) y “CC” (Control) para disminuir asi la densidad de embriones por litro.

Cuando las larvas se encontraron en estadio de gastrulas se realizaron los calculos de
densidades para afiadir a cada matraz enlernmeyer de 2L una densidad media de 4 larvas
por mililitro.. Por cada linaje (“CC” y “AA”) se montaron 6 réplicas, de las cuales 3 de
ellas fueron sometidas a tratamientos de pH de 8,20 unidades (control) y las otras 3
réplicas a 7,40 unidades de pH (acidificado). Por lo tanto, se obtuvieron cuatro tipos de
cultivo posibles: CC 8,20, CC 7,40, AA 8,20 y AA 7,40. Por lo que finalmente se
obtuvieron 12 cultivos con densidades de 8000 larvas por cada matraz de enlernmeyer de
2L.



Figura 2. Proceso de desove de los individuos muestreados en la playa del Faro y Echentive. (A) Equipo
de investigacion preparando el material para el desove. (B) Inyeccion de 2 mL de KCI 0,5 M en la cavidad
perivisceral. (C) Obtencion del esperma en seco con una pipeta Pasteur y almacenamiento en un tubo
Eppendorf. (D) Obtencidn de los 6vulos en recipientes de 100 mL con agua de mar.

Para la preparacion de los 12 sistemas de retroalimentacion computarizados de pH,
fue necesario el montaje de 12 ordenadores controladores de pH de la marca AquaMedic
y Milwaukee’s, 6 botellas de CO», 12 sensores de pH, 6 valvulas solenoides y 12
mangueras conectadas a los aireadores para cada cultivo. El sensor detecta el pH del
cultivo, y a su vez el ordenador se encontraba conectado a una valvula solenoide que
cerraba o abria una botella de CO que permitia el burbujeo mediante una manguera en
el interior del enlernmeyer. La histéresis fue de +0,05 unidades de pH, por lo que, al
aumentar por encima de 7,45 unidades de pH, la valvula solenoide abria la botella para
continuar con el burbujeo y disminuir asi el pH. Unicamente los tratamientos CC 7,40 y
AA 7,40 tuvieron control de pH, ya que el pH tiende a estabilizarse en 8,20 — 8,30
unidades. La aireacion por burbujeo fue instalada en todos los cultivos para asi aumentar

la oxigenacion y el movimiento de las larvas en el cultivo (Fig. 3).



Figura 3. Sistemas de retroalimentacion computarizado de pH para los cultivos larvarios de Arbacia lixula
en el laboratorio de embriologia del Dpto. de Biologia Animal, Edafologia y Geologia.

A los tres dias, las larvas fueron alimentadas diariamente con las microalgas
Rhodomona sp. e Isochrysis sp., las cuales crecieron en un medio de cultivo F2 a una
temperatura de 20°C y un ciclo de 12:12 horas de luz: oscuridad. La concentracion de
algas fue medida diariamente usando la camara de recuento de Sedgewick-Rafter, y se

alimentaba con 2000 células de microalgas por cultivo.

El agua de mar filtrada para los cultivos se obtenia mediante la purificacién por filtros
de microfibra de 100um, 50um y 10um colocados en linea, ademéas de un filtro
ultravioleta. Debido a las buenas condiciones del agua de mar filtrada en los cultivos,

Unicamente se realizaron dos cambios de agua durante el experimento.

El cultivo tuvo una duracion total de 33 dias desde su fertilizacién, en los que se
realizaron dieciséis medidas morfométricas y de densidad del cultivo larvario. Para
cuantificar la supervivencia, crecimiento y desarrollo de las larvas en cada réplica de los
diferentes tratamientos, se tomaban tres alicuotas de 5 mL cada dos dias, estimando asi la
densidad de los cultivos. Ademas, diez larvas de cada réplica eran fijadas con
paraformaldehido al 4% y fotografiadas cada dia de muestreo usando una cdmara digital
conectada a un microscopio 6ptico. De cada larva fotografiada, se midio la longitud del
cuerpo (BL), longitud del brazo post-oral (POL), el ratio POL: BL y volumen del
estbmago (SV) (Dorey et al., 2013). Todas las medidas se hicieron usando el software
Image J (National Institutes of Health, E.E.U.U.).

Por otra parte, se tomaron medidas de salinidad (g/L), temperatura (°C) y pH
(unidades de pH) cada dos dias con una sonda multiparamétrica Hannah H198194, para
el sequimiento quimico del agua de los cultivos. También, se realizaron medidas de

alcalinidad total (At) cada vez que hubo un cambio de agua en cada cultivo. Las medidas

10



se obtuvieron mediante una valoracion potenciométrica de célula abierta con un valorador
Metrohm Dosimat 665, utilizando Hcl 0,01 N con una salinidad de aproximadamente 35

y siguiendo el Procedimiento Operativo Estandar 3b (Diskson et al., 2007)

3.4. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico PRIMER 6 + PERMANOVA
+v. 1.0.1 (Anderson et al., 2008). Para el primer experimento, se realiz6 un analisis de
la covarianza (ANCOVA) para la abundancia y diametro de dvulos, calculando las
matrices triangulares mediante distancias euclideas. El disefio del analisis presenté un
factor fijo con cuatro niveles de variacion, representados por los lugares de muestreo
(“Afloramiento”, “Transicion25”, “Transicion75” y “Control”) y el volumen de las
hembras como covariable. Cuando las diferencias fueron significativas, se realizaron
comparaciones a posteriori dos a dos (“pairwise”) entre los lugares de muestreo. Ademas,
se obtuvieron graficos de diagramas de cajas y bigotes para ambos analisis (abundancia

y didmetro de dvulos).

Para el segundo experimento, de los cultivos larvarios se obtuvieron medias y
desviaciones tipicas de los pardmetros fisicoquimicos de temperatura, pH y salinidad
durante las 5 semanas de experimento. Se realizd analisis de varianza (ANOVA) para las
densidades larvarias y para sus medidas morfométricas, calculando las matrices
triangulares mediante distancias euclideas. El disefio del analisis para las densidades
presento tres factores fijos: “Cruce parental” (con dos niveles: “CC” y “AA) “Tratamiento
de pH” (con dos niveles: “8,20” y “7,40”) y “Semanas” (con cinco niveles: “17, “27, “3”,
“4” y “5”). De igual modo, se realiz6 ANOVA para las medidas larvarias, cuyos factores
fueron el “Cruce parental” y el “Tratamiento de pH” para las medidas de longitud del
cuerpo (BL), longitud del brazo post-oral (POL), volumen estomacal (SV) y el ratio entre
POL: BL, para los dias 7 y 17 después de la fertilizacion. Cuando las diferencias fueron
significativas, se realizaron comparaciones dos a dos a posteriori (“pairwise”), tanto para
las densidades como para las medidas morfométricas. Todos los analisis presentaron 9999

permutaciones, estableciendo un nivel de significacion de a=0,01.
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4. RESULTADOS

4.1. Fecundidad y tamafio de 6vulos de Arbacia lixula

El analisis de la covarianza mostré una relacion no significativa (p=0,454) entre el
volumen de las hembras (Vo) y la abundancia de évulos. Sin embargo, se detectdé una
diferencia significativa (p=0,001) de la abundancia de 6vulos entre zonas de muestreo
(Si). Por otra parte, se observo un valor no significativo (p=0,841) en la interaccion entre
el volumen vy los diferentes lugares de muestreo, demostrando asi que, las diferencias
significativas de la abundancia de dvulos segun el gradiente natural de CO2 no dependen
del volumen de la hembra (Tabla 2A). El andlisis realizado a posteriori encontro
diferencias significativas en la abundancia de 6vulos entre las zonas “Afloramiento” y
“Transicion75” (p=0,001), y entre el “Afloramiento” y el “Control” (p=0,001) (Tabla
2B).

Tabla 2. (A) Resultados de analisis ANCOVA de 1 via para la abundancia de dvulos de las hembras de
volimenes entre los rangos 18,12 y 24,78 mL, segun el gradiente natural de CO, siendo “Vo” (Volumen

de las hembras como covariable) y “Si” (Sitios de muestreo). (B) Resultados de andlisis dos a dos a
posteriori, comparando los lugares de muestreo.

(A) Fuente df SS MS Pseudo-F p Unique perms
de variacion
Vo 1 0,24 0,24 0,58 0,459 9824
Si 3 20,68 6,96 17,31 0,001 9954
Vo x Si 3 0,30 0,10 0,25 0,841 9956
Res 12 4,82 0,40
Total 19 26,24
(B) Analisis a posteriori
Grupos t p
Afloramiento, Transicién75 5,64 0,001
Afloramiento, Control 6,66 0,001
Afloramiento, Transicion25 0,55 0,610
Transicion75, Control 1,04 0,337
Transicion75, Transicion25 1,34 0,300

Control, Transicion25 3,25 0,015




El analisis ANCOVA para el tamafio de 6vulos mostrd interacciones no significativas
tanto para el volumen de las hembras (Vo) (p=0,483) como para los diferentes sitios de
muestreo (Si) (p=0,134). Ademas, la interaccion entre la covariable y los diferentes sitios
de estudio fue no significativa (p=0,336) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de analisis ANCOVA de 1 via para el tamafio medio de los évulos en hembras de
volimenes comprendidos entre 18,12 y 24,78 c¢cmd, segin el gradiente natural de CO,, siendo “Vo”
(Volumen de las hembras la covariable) y “Si” (Sitios de muestreo).

Fuente de df SS MS Pseudo-F p Unique perms
variacion
Vo 1 9,28E% 9,28E% 0,53 0,483 9824
Si 3 1,20 4,00E% 2,28 0,134 9954
Vo x Si 3 6,71E® 2,24E°% 1,27 0,336 9956
Res 12 2,11E% 1,76E%
Total 19 4,08

En la Fig. 4 se muestra el promedio de la abundancia de 6vulos y su tamafio en
cada lugar. Se muestra el menor dato registrado en el nimero de dvulos en el
“Afloramiento” con 3,06x108, seguido de la zona “Transicion25” con 5,26x10°, mientras
que las hembras del “Control” y “Transicion75” desovaron un promedio de 12,93x10° y
17,69x10° dvulos, respectivamente (Fig. 4a). Por otra parte, los promedios del tamafio de
los 6vulos en las hembras de los diferentes lugares no muestran una gran diferencia,
siendo de 0,006 mm en el afloramiento y 0,007 mm en la zona de Transicion25, mientras
que el promedio del didmetro de los évulos en las zonas Control y Transicién75 fueron
de 0,006 mm y 0,007 mm, respectivamente (Fig. 4b).
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Figura 4. Diagrama de cajas y bigotes del nimero de dvulos desovados (a.) y del diametro de los évulos
(b.) de las hembras de Arbacia lixula en las diferentes zonas de estudio: Afloramiento, Transicion25,
Transicion75 y Control. Las medianas se encuentran marcadas con una linea horizontal; los bordes de cada
caja representan los cuartiles 25% y 75%; los bigotes representan los datos mas bajos y mas altos de cada
zona (N=20).

14



4.2. Desarrollo larvario de Arbacia lixula

Se representa a continuacion el desarrollo larvario general que se obtuvo durante
el experimento de A. lixula (Fig. 5). En las primeras 24h tras la fecundacion aparecen las
larvas prisma, y hasta el dia 4 se forma la larva pluteus presentando dos brazos post-
orales. Desde el dia 4 al 17 las larvas presentaron 4 brazos: 2 post-orales y 2 antero-
laterales. Posteriormente, durante un periodo prolongado desde el dia 17 al dia 30, las
larvas presentaron 6 brazos: 2 post-orales, 2 antero-laterales y 2 pre-orales. Los Gltimos

dias de cultivo se obtuvieron larvas con 8 brazos: 2 post-orales, 2 antero-laterales, 2 pre-

orales y 2 post-dorsales.

Edad (dias)

Figura 5. Estadios predominantes de Arbacia lixula durante los dias de experimento. P= larvas prisma,
2B= larvas pluteus con 2 brazos, 4B= larvas pluteus con 4 brazos, 6B= larvas pluteus con 6 brazos y 8B=
larvas pluteus con 8 brazos. La linea superior en cada larva representa una magnitud de 100 um. Las lineas
rojas en la larva 6B indican las medidas para el volumen estomacal (SV) y las lineas rojas en la larva 8B
indican las medidas para la longitud del cuerpo (BL) y la longitud del brazo post-oral (POL).

En primer lugar, se obtuvieron medias + desviaciones tipicas de los parametros
fisicoquimicos (pH, temperatura y salinidad) en cada tratamiento (CC 8,20, CC 7,40,
AA 8,20 y AA 7,40) durante los 33 dias de duracion del experimento (Tabla 4). Los
valores de pH en los cultivos a 8,20 se encontraron estables, a excepcidn de las semanas

3y 4 de AA 8,20 que alcanzaron medias de 8,30 unidades de pH. Por otro lado, los
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cultivos con tratamientos de pH acidificado a 7,40 se mantuvieron estables, a excepcion
de la Semana 1 que presentaron medias de pH de 7,30. Respecto a la alcalinidad, se
realizaron dos mediciones previas a los cambios de agua, correspondiendo una de ellas a

las dos primeras semanas de experimento, y la otra antes del fin del mismo.

Tabla 4. Medias £ desviacion tipica del pH (unidades de pH), temperatura (°C), salinidad (g/L) y
alcalinidad total (At) (umol/kg) por tratamiento medidos durante el experimento. CC (linaje Control) y AA
(linaje Afloramiento).

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semanab

pH 82x01 8,2+0,1 8,2+0,0 82x0,1 8,2x0,1
cc 82 | Temperatura 22,2+03 21,0+0,2 21,2+0,2 22,8+0,7 23,0+0,0
Salinidad 30,38+04 30,09+0,2 3037+0,1 30,09+04 29,07+16,8

At 2390,24 2392,05

pH 73+0,1 74+0,1 7,4+0,0 7,4+0,0 74+0,0
cCc 7.4 | Temperatura 21,9%0,1 206+0,3 21,1+0,2 23,2+0,2 229+0,1
Salinidad 30,22+0,3 30,15+0,2 3058+03 2999+02 29,08x0,0

At 2381,27 2382,34

pH 82x00 8,3+0,0 8,3+0,0 8,2+0,0 8,200
AA 82 | Temperatura 223+0,2 21,1+0,4 215+0,1 23,1+0,1 23,1+0,1
Salinidad 30,05+x0,2 299902 3038175 29,94+17,3 29,12+16,8

At 2391,32 2392,10

pH 73+0,1 7,4+0,0 7,4+0,1 7,4+0,0 7,4+0,0
AA 7.4 | Temperatura 22,003 210+0,2 213+04 23,3+0,3 23,0+0,1
Salinidad 30,33+0,2 30,24+0,1 3093+0,1 2999+0,1 29,08+0,1

At 2383,89 2384,45

Los resultados de los analisis ANOVAs por permutaciones de las densidades
larvarias mostraron, ademas de diferencias significativas para los tres factores creados
(“Cruce parental”, “Tratamiento de pH” y “Semanas”), una interaccion significativa (p=
0,006) para los factores “Tratamiento pH x Semanas” (Tabla 5A), indicando que la
influencia del pH en la supervivencia larvaria cambio a lo largo de las semanas. El analisis
por pares a posteriori (Tabla 5B) de dicha interaccion encontro diferencias significativas
entre los tratamientos para la Semana 2 (p=0,001), Semana 3 (p=0,000), Semana 4

(p=0,000) y Semana 5 (p=0,000). Al comienzo del experimento, los cultivos se
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encontraban en mayor densidad en el orden CC 7,40, CC 8,20, AA 7,40 y AA 8,20 (Fig.
6). Se observa una disminucion dréstica en la densidad larvaria de todos los cultivos a
partir de la semana 2 (dia 15). Los cultivos CC 8,20 y CC 7,40 presentaron una menor
tasa de supervivencia a lo largo de los dias. Por otra parte, los cultivos AA 8,20 y AA
7,40 alcanzaron mayor supervivencia a lo largo del cultivo, destacando la mayor

supervivencia de las larvas de parentales del afloramiento a tratamiento 7,40.

Tabla 5. (A) Resultados del analisis ANOVA por permutaciones de tres vias que contrasta el efecto del
“Tratamiento de pH” (TR) y el “Cruce parental” (CR) por “Semanas” (SE) en las densidades de las larvas
de Arbacia lixula a lo largo de experimento. (B) Resultados de los analisis por pares a posteriori de la
combinacion “Tratamiento de pH” y “Cruce parental” (CC 8,20, CC 7,40, AA 8,20, AA7,4) por “Semanas”
(SE 1, SE 2, SE 3, SE 4, SE 5).

(A) Fuente de

variacion df SS MS Pseudo-F P(perm)

CR 1 2,5038 2,5038 32,634 0,000
TR 1 6,2256 6,2256 81,144 0,000
SE 4 18,143 4,5357 59,118 0,000
CRxTR 1 0,035967 0,035967 0,46879 0,499
CRXSE 4 0,29956 0,074891 0,97612 0,424
TrxSE 4 1,144 0,28599 3,7276 0,006
CrxTRXSE 4 0,21277 0,053191 0,69329 0,601

Res 154 11,815 0,076723

Total 173 39,028

(B) Andlisis a posteriori

Grupos SE1 SE 2 SE 3 SE 4 SE5
t 13,373 31,657 60,336 60,258 52,375

7.40 vs 8.20
P 0,187 0,001 0,000 0,000 0,000
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Figura 6. Densidad media de larvas por cultivo en cada combinacién de tratamiento de pH (8,20 y 7,40) y
el Cruce parental (Control: CC, y Afloramiento de CO,: AA) durante los 33 dias del experimento.

Los resultados de los andlisis ANOVAs por permutaciones de las medidas
larvarias para los dias 7 y 17 post-fertilizacion revelaron diferencias significativas para
los factores “Cruce parental” y “Tratamiento de pH” en todas las medidas excepto la del
volumen estomacal en el dia 7 post-fertilizacion (Tabla 6. Al). Por otro lado, las
interacciones de los factores “Tratamiento pH x Cruce parental” solo fueron significativas
en el dia 17 post-fertilizacion (Tabla 6. A2), indicando que la influencia del pH de los
cultivos en el crecimiento larvario fue diferente segln el cruce parental, pero solo en las
etapas mas avanzadas del experimento. Concretamente, el analisis por pares a posteriori
(Tabla 6. B) indicé que solo habia diferencias significativas entre los tratamientos de pH
(8,20 0 7,40) en el crecimiento de las larvas del linaje AA (del afloramiento de CO») para
todas las medidas (p=0,001).

Tabla 6. (A) Resultados de los analisis ANOVAs por permutaciones de dos vias que contrasta el efecto del
“Tratamiento de pH” (TR) y el “Cruce parental” (CR) en las medidas de las larvas de Arbacia lixula:
longitud del cuerpo (BL), longitud del brazo post-oral (POL), volumen estomacal (SV) y ratio entre POL:
BL, en el dia 7 después de la fertilizacion (1) y en el dia 17 después de la fertilizacion (2). (B) Resultados
de los analisis por pares de la combinacidn “Tratamiento de pH” y “Cruce parental” de todas las medidas:
Longitud del cuerpo (BL), Longitud del brazo post-oral (POL), Volumen estomacal (SV) y ratio entre POL.:
BL, en el dia 17 después de la fertilizacion (B).

(A) (1) Dia 7 Post-fertilizacion (2) Dia 17 Post-fertilizacion
BL df SS MS Pseudo-F  P(perm) | df SS MS Pseudo-F  P(perm)
Cr 1 001175  0,01175 10,226 0,002 | 1 0,039474  0,039474 19,543 0,001
Tr 1 0,044345  0,044345 38,593 0,001 | 1 002715  0,02715 13,442 0,003
TrxCr 1 837E-05 837E-05 0072884 0,792 | 1 0,014099  0,014099 6,9803 0,007
Res 116 013329  0,001149 95 0,19189  0,0020199
Total 119 0,18947 98 0,26602
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POL
Cr 1 0067875  0,067875 15,149 0002 [ 1 033162 033162 18,453 0,001
Tr 1 061718 0,61718 137,74 0,001 |1 055639 055639 30,96 0,001
TrxCr 1 000253 0,00253 056465 0447 |1 029309  0,29309 16,309 0,001
Res 116 0,51975  0,0044806 95 11,7073  0,017971
Total 119 1,2073 98 2,801
SV
Cr 1 590E-05 590E-05 0059787 0,804 | 1 0,042022  0,042022 20,583 0,001
Tr 1 0042818  0,042818 43,382 0,001 | 1 0,054536  0,054536 26,713 0,001
TrxCr 1 209E-05 2,09E-05 0021187 0,888 | 1 0,041894  0,041894 20,521 0,001
Res 116  0,11449  0,000987 95 0,19395  0,0020415
Total 119 0,15739 98  0,3202
POL:BL
Cr 1 0050417  0,050417 6,7982 0010 [ 1 023392  0,23392 8,2817 0,005
Tr 1 1,1827 1,1827 159,47 0001 |1 081063  0,81063 28,699 0,001
TrxCr 1 0,0033854 0,0033854 045647 0,505 | 1 0,35932  0,35932 12,721 0,001
Res 116 0,86029  0,0074163 95 12,6833  0,028246
Total 119 2,0968 98  4,0118
(B) 17 dia post-fertilizacion
TrxCr BL POL SV POL:BL
t 0,723 10,977 0,490 12,352
7,40 vs 8,20 en CC
p 0,485 0,280 0,646 0,223
t 44,686 66,856 64,224 64,702
7,40 vs 8,20 en AA
p 0,001 0,001 0,001 0,001

Si se observan las diferentes medidas tomadas (BL, POL, SV y ratio POL: BL) al

dia 17 post-fertilizacion (Fig. 7), se puede ver como las larvas AA 8,20 alcanzaron

mayores tallas, seguido de las larvas CC 8,20. Por otra parte, el cultivo CC 7,40 y AA

7,40 mostraron los menores valores para todas las medidas. Ademaés, siguiendo el

desarrollo larvario a lo largo del experimento, todas las medidas muestran un aumento

progresivo hasta la quinta semana y Gltima del experimento (Fig. 8).
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Figura 7. Medidas de las diferentes partes larvarias el dia 17 post-fertilizacion para todos los cultivos (CC
8,20, CC 7,40, AA 8,20, AA 7,40). Longitud del cuerpo (BL), longitud del brazo post-oral (POL), volumen
estomacal (SV) y ratio POL:BL (POL:BL).
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Figura 8. Medidas de las diferentes partes larvarias a lo largo de las 5 semanas de experimento para todos
los cultivos (CC 8,20, CC 7,40, AA 8,20, AA 7,40). (a.) Longitud del cuerpo (BL). (b.) Longitud del brazo
post-oral (POL). (c.) Volumen estomacal (SV). (d.) Ratio POL:BL (POL:BL).

Por Gltimo, en la Fig. 9 se compara graficamente el tamafio y la morfologia de las
larvas cultivadas (CC 8,20, CC 7,40, AA 8,20 y AA 7,40) para los dias 7 y 17 post-
fertilizacion. Aqui se corroboran los resultados vistos anteriormente, observando un
retraso en el desarrollo de las larvas CC 7,40 y AA 7,40, siendo las larvas del cultivo AA
8,20 las mas grandes y desarrolladas. Al comienzo, al dia 7, todas las larvas presentaron
4 brazos. Sin embargo, las larvas del dia 17 en los cultivos CC 8,20, CC 7,40 y AA 7,40
presentaron un comienzo del crecimiento de los brazos 5° y 6°, mientras que, el cultivo

AA 8,20 ya presentaron larvas con 8 brazos.
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DIA 7 Post-fertilizacién

DIA 17 Post-fertilizacion

CC8,20

CC 17,40

AA 8,20




AA 7,40

100 um

Figura 9. Estadios del desarrollo larvario de Arbacia lixula en los que se muestra la morfologia a los 7 'y
17 dias post-fertilizacién para todos los cultivos (CC 8,20, CC 7,40, AA 8,20 y AA 27,40).

5. DISCUSION

En el presente estudio se aporta una mayor informacién acerca de los efectos de
la acidificacion oceanica sobre la fecundidad, y desarrollo larvario de la especie de erizo
de mar Arbacia lixula. Se investiga por primera vez la posible adaptacion de esta especie
en el afloramiento natural de CO- descubierto en la costa de Fuencaliente (La Palma) por
Hernandez y colaboradores (2016). Se destaca la importancia de investigar los
organismos que habitan en los afloramientos naturales de CO2, esenciales para
comprender las respuestas a largo plazo de los ecosistemas marinos al aumento de las

concentraciones de CO, atmosférico.

La mayoria de los estudios hasta la fecha se han realizado en laboratorio, donde
se exponian a los organismos provenientes de una zona cuyo pH es ambiental (~8,10
unidades), a unas condiciones puntuales de pH acido, viendo asi los efectos a corto plazo
de las especies. Estas investigaciones son importantes para conocer la resistencia de
determinadas especies a fuertes cambios puntuales en las condiciones ambientales y ver
su resiliencia. Sin embargo, no permiten estudiar el potencial de adaptacion de los
organismos como es posible en los afloramientos naturales de CO2. Es por ello, que
nuestro trabajo recoge informacion novedosa y sorprendente sobre los organismos

calcareos que han vivido toda su vida en condiciones de acidificacion.

Concretamente, nuestros resultados mostraron una disminucion de la abundancia
de ovulos en las hembras debido al ambiente acidificado del afloramiento de CO,. Por
otra parte, se demostré que el pH 7,40 afecté menos a la supervivencia de las larvas cuyos

progenitores provenian del afloramiento. Respecto a la morfologia y tamafio de las larvas,
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se reveld que las larvas del afloramiento tratadas con pH 8,20 mostraron estar mas
desarrolladas al final del cultivo. Ademas, las larvas del afloramiento tratadas a pH 7,40
fueron mayores que las del control a pH 7,40. Todo esto prueba el hecho de que existe ya
una adaptacion a la acidificacion de las poblaciones de A. lixula que viven en las zonas

de afloramiento.

A. lixula, a pesar de no presentar cambios en el tamafio de sus gametos femeninos,
si que presentd una disminucion significativa de la abundancia de los mismos a medida
que nos acercamos al afloramiento natural de CO> de la Playa del Faro (pH 7,60). De
igual modo, mediante experimentos de laboratorio, Siikauvuopio y colaboradores (2007)
examinaron el crecimiento de las goénadas a los 56 dias en el erizo de mar
Strongylocentrotus droebachiensis, observando una reduccién significativa del 67%
expuesto a 6,98 unidades de pH, en comparacion con los controles. Pero existen otros
resultados, obtenidos con los gametos de otras especies de erizos de mar que han sufrido
exposicion prolongada al COz. Por ejemplo, en el caso de Hemicentrotus pulcherrimus,
la gametogénesis y el desove se vieron retrasados tras 1 mes de exposicion a pH 7,60, sin
embargo, no tuvo efectos sobre la densidad de 6vulos, la supervivencia o el crecimiento
de las larvas (Kurihara et al., 2013). Si bien el trabajo de Kurihara y colaboradores fue
realizado en laboratorio y por un corto periodo de tiempo. Al contrario, Byrne y
colaboradores (2010) observaron en el erizo de mar Heliocidaris erythrogramma que ni
la gametogénesis, ni la fertilizacion se vieron afectadas por la acidificacion en

condiciones similares.

Por otra parte, Tripneustes gratilla mostré una disminucion practicamente total de
la presencia de gonadas en las hembras cuando se expuso a largo plazo a 7,60 unidades
de pH (Dworjanyn y Byrne, 2018). Sin embargo, a diferencia de T. gratilla, en otro
estudio realizado con A. lixula se determiné que los efectos negativos debido a la
acidificacion pueden ser amortiguados por temperaturas superiores a 20°C (Gianguzza et
al., 2014). No solo eso, se ha observado que, en algunos casos, los efectos negativos de
la acidificacion también pueden compensarse con el aumento de alimento (George, 1996;
Pansch et al., 2014).

Las variaciones, tanto en la morfologia como en la fisiologia de los organismos
ante un cambio en las condiciones ambientales, son debidas a la reasignacion de energia
(Fernandez y Boudouresque, 1997). En el caso de P. lividus se demostrd que la exposicion

aun pH bajo resulta en diferentes estrategias en erizos de mar machos y hembras (Marceta
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et al., 2020). En nuestro trabajo, claramente se muestra una redistribucién en la energia
de las hembras, que en un principio esta destinada a la produccion de gametos, hacia otros
procesos metabolicos que permiten a A. lixula vivir en ambientes de estrés, como ya se
ha comprobado en otros afloramientos de CO> (Calosi et al., 2013). La capacidad de
redistribucion de la energia ya se habia observado con anterioridad en el desarrollo de
equinodermos ante un aumento de CO: en el agua de mar (Stumpp et al., 2012). De tal
manera, se refleja una posible nueva estrategia de supervivencia de esta especie ante la
acidificacion oceanica. Esto nos recuerda el estudio realizado en el afloramiento de CO-
de la isla de Ischia (Italia) sobre los efectos del gradiente de pH natural en los 6vulos de
A. lixula, donde se determind que la capa gelatinosa de los 6vulos procedentes del
afloramiento era méas robusta, mostrando asi otra posible estrategia de adaptacion materna

y una mejora para la fertilizacion ante la acidificacion (Foo et al., 2018b).

Cabe destacar la importancia de conocer la composicion bioquimica de los
gametos, ademas de su tamarfio y abundancia. Puesto que se pueden encontrar diferencias
en las cantidades de lipidos, proteinas y carbohidratos suministrados por las hembras,
pudiendo variar entre poblaciones de la misma especie. Por lo tanto, es de interés conocer
el contenido de estas macromoléculas en los 6vulos de las hembras de A. lixula en zonas
de estrés ambiental, como es el afloramiento natural de CO; de La Palma, ya que la
energia proporcionada por las madres en los 6vulos puede determinar las respuestas de

las larvas para mitigar los efectos de los estresores (Hernandez et al., 2020).

Los efectos de la acidificacion en la abundancia de 6vulos podrian tener efectos
derivados en las futuras larvas, como se ha recogido anteriormente en varias
investigaciones realizadas en laboratorio. Por ejemplo, Pace y Dalman (2021) expusieron
a las larvas del erizo de mar Lytechinus variegatus provenientes de una zona control a
diferentes unidades de pH (7,80 y 8,20), mostrando un aumento de la mortalidad,
disminucion del tamafio y mayor porcentaje de anomalias morfoldgicas en las larvas
expuestas a pH 7,80. Otro estudio mostrd que tras la exposicion a pH 7,30, hubo efectos
negativos en el desarrollo larvario de L. variegatus y P. lividus, siendo mas tolerante la
primera especie (Passarelli et al., 2017). La disminucion del pH en las larvas de
Strongylocentrotus droebachiensis, sin embargo, mostraron disminucion en todos los
factores medidos, pero con cierta plasticidad morfolégica, salvo a pH 7,00 (Dorey et al.,
2013).
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En estos estudios, al ser realizados en laboratorio, no se tienen en cuenta las
variables ambientales, como se ha citado anteriormente. Por lo tanto, se ha visto que
establecer y generalizar los efectos de la AO no es tan simple, e influyen muchos factores

ambientales y especificos de los organismos.

Por otro lado, el estudio de Suckling y colaboradores (2014) fue uno de los
primeros trabajos en mostrar la importancia de tener en cuenta la posible aclimatacion de
los erizos adultos y el tiempo de exposicion. Estos autores observaron que los individuos
de Psammechinus miliaris aclimatados a un pH de 7,73 durante mas de 48 dias,
obtuvieron larvas més grandes en sus etapas avanzadas, en comparacion con las larvas
procedentes de los adultos sin aclimatacion previa. Lo mismo ocurrid con
Strongylocentrotus droebachiensis (Dupont et al., 2012), donde el aumento de mortalidad
de las larvas en condiciones acidas de 7,69 unidades de pH era notable ain a los 4 meses
de experimento, pero no a los 16 meses de aclimatacion de sus padres. Por el contrario,
en el caso de Echinometra sp. se realizd una aclimatacion de 2 afios y se obtuvieron
resultados diferentes a las especies anteriores, donde la mortalidad fue de hasta un 38%
tras 15 dias de cultivo en las larvas de progenitores aclimatados a pH 7,80 en comparacién
con las larvas de progenitores aclimatados a condiciones de pH 8,10 (Karelitz, 2020).
Sabiendo ademas que esta aclimatacion puede estar relacionada con la variabilidad
genética que difiere entre las larvas provenientes de diferentes linajes maternos (Chan et
al., 2016), estas investigaciones in vitro demuestran claramente las posibles ventajas que
podemos obtener con los afloramientos naturales de CO». Es decir, la importancia de
estudiar los erizos de mar que han vivido toda su vida aclimatdndose a un ambiente

acidificado, y su descendencia.

Hasta la fecha, son pocos los estudios larvarios de erizos de mar realizados en
afloramientos naturales de CO.. En el presente estudio se demuestra la existencia de
adaptacion de la progenie de Arbacia lixula proveniente del linaje de zonas acidificadas,
en comparacion con la progenie de zonas control, observandose una mayor supervivencia
a pH 7,40, y mayor tamafio y desarrollo a pH 8,20. Ademas, se observo como los efectos
en el desarrollo larvario diferian entre los diferentes estadios, destacando asi la influencia
de estos efectos en las etapas mas avanzadas del desarrollo. Un estudio comparativo con
la misma especie fue realizado por Foo y colaboradores (2020), donde tomaron larvas de
A. lixula provenientes de una zona cercana al afloramiento de Ischia (ltalia) y las

cultivaron tanto en laboratorio como en el mismo afloramiento. Las larvas cultivadas en
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laboratorio mostraron una disminucion de los brazos post-orales a pH 7,70, a diferencia
de las criadas en el mismo afloramiento de CO., que desarrollaron brazos mas largos, sin
embargo, las larvas Unicamente fueron comparadas tras 3 dias post-fertilizacion. Estas
respuestas divergentes de las mismas poblaciones de larvas, muestran la importancia de
considerar la plasticidad fenotipica, las variaciones naturales del pH y las complejas

interacciones de otros factores ambientales.

Tambieén, se han realizado estudios con otra especie de erizo de mar que vive en
afloramientos de CO.. Por ejemplo, las larvas del erizo de mar Echinometra mathaei
cultivadas en los afloramientos naturales de CO> de Papua Nueva Guinea, muestran
brazos méas pequefios en las zonas cuyo pH es 7,50-7,72, en comparacion con las cultivada
en zonas naturales cuyo rango de pH es 7,89-7,92 (Lamare et al., 2016). Por otro lado,
los adultos de E. mathaei en este mismo afloramiento natural de Papua Nueva Guinea con
rango de pH entre 7,89-7,92, eran tres veces mas grandes en comparacion con una zona
control adyacente (Uthicke et al., 2016). Ademas, ambos estudios incluyeron analisis
morfologicos y genéticos, determinando que la especie no presentaba potencial de

adaptacion a las condiciones de acidificacion.

En nuestra investigacion se corrobora la posible adaptacion a la acidificacion
oceanica de Arbacia lixula. Por ultimo, destacamos la necesidad de seguir investigando
las diferentes especies que habitan en los afloramientos naturales de CO2 de todo el
mundo. De ese modo, se podra entender mejor la posible adaptacion de los organismos a
los oceanos acidificados del futuro. En cuanto a los efectos de la acidificacion, la
generalizacion de los resultados es un aspecto que ha llevado a error en muchas ocasiones,
debido a la gran variedad de factores que intervienen en el desarrollo de las especies
marinas como los erizos de mar. A pesar de ello, las investigaciones en desarrollo se estan
realizando de forma méas completa, teniendo en cuenta los efectos a largo plazo y el
aprovechamiento las zonas de afloramiento de CO., como el de la playa del Faro de
Fuencaliente en la isla de La Palma, siendo de vital importancia para la investigacion de

los efectos del cambio climatico en los ecosistemas marinos.
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6. CONCLUSIONES

1. Los ultimos datos tomados en el afloramiento natural de CO> en la playa de
Fuencaliente, en La Palma, aportan nueva informacion acerca de los efectos de la
acidificacion prolongada en la produccion de gametos, supervivencia y morfologia
larvaria del erizo de mar Arbacia lixula. En primer lugar, se muestra una disminucion en
la abundancia de sus gametos femeninos como una estrategia ante la aclimatacion a la
acidificacion.

2. En el caso de los cultivos larvarios, la supervivencia larvaria fue mayor en la
descendencia de los adultos de A. lixula que viven en el afloramiento de CO. de La Palma,
a pesar del general aumento de la mortalidad que existio en todos los cultivos sometidos
a la acidificacion (sobre todo a partir de las etapas larvarias mas avanzadas). También se
encontrd que las larvas de erizos procedentes del afloramiento de CO> de Fuencaliente
presentaron un crecimiento mayor que aquellas larvas procedentes de erizos que habitan
en zonas control, tanto en los cultivos con pH normal como a pH acido. Por lo tanto, se
puede afirmar que existe cierta plasticidad fenotipica y la capacidad de adaptacién de la
progenie de A. lixula a las condiciones futuras de acidificacion oceanica.

3. Por todo ello, se destaca la importancia del descubrimiento y el
aprovechamiento de las zonas acidificadas de forma natural para el estudio de la

acidificacion oceanica.

Las perspectivas futuras en los estudios de acidificacion oceanica, ademas de los
afloramientos naturales, se enfocan en la necesidad de tener en cuenta otros factores
ambientales como la disponibilidad de alimento, la salinidad, la temperatura, y la
variabilidad genética, ya que se ha observado que influyen en la supervivencia y
morfologia de las larvas de diferentes especies de erizos de mar. Ademas, las
investigaciones se deben alejar de los estudios a corto plazo y de exposiciones directas de
individuos a las condiciones futuras, y centrarse en los estudios de plasticidad fenotipica
de las especies, asi como en su potencial de adaptacion de las poblaciones en un océano

cambiante.
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