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RESUMEN

En el siglo XX, el aumento de las concentraciones de CO, produjo un incremento de la
temperatura promedio de los océanos en 0,74° C (siendo el promedio, en mares tropicales, de
27° C) y un aumento en la acidez del mismo en 0,1 unidades de pH (pH promedio 8,2 en la
superficie de los océanos). Estas condiciones traen como consecuencia una disminucion de la
disponibilidad de iones carbonato (COs*), disminucién en la tasa de calcificacion de los
principales organismos formadores de conchas de carbonato y/o aumento de la disolucion de
las mismas; lo que lleva, a largo plazo, a una pérdida de diversidad en los ecosistemas
marinos. Por tal motivo este proyecto tiene como objetivo evaluar el efecto del aumento de las
concentraciones de CO, y aumento de temperatura del agua de mar sobre la disolucion de los
esqueletos calcareos de dos especies comunes de la Bahia de Mochima, Asaphis deflorata y
Orbicella annularis, organismos marinos representantes de los phyllum Mollusca y Cnidaria,
respectivamente. Para esto se realizaron experimentos en microcosmos en los cuales se
incremento la concentracion de CO,, con el fin de reducir el pH del agua del medio hasta
alcanzar valores promedios de 7,4, a su vez se aumento la temperatura hasta 32° C para
evaluar el efecto de la misma en la disolucion de los esqueletos y se evalud el efecto de la
interaccion de estos dos factores. Entre los resultados se obtuvieron pérdidas de peso en los
esqueletos de corales y bivalvos, siendo significativo tnicamente el peso perdido por efecto de
la disminucion del pH (incremento de las concentraciones de COj mientras que las
variaciones de temperatura, ni la interaccion de ambos factores (CO, y temperatura)
generaron una disolucion estadisticamente significativa en los esqueletos de estos organismos.
Se sustenta con este experimento que la acidificacion de los océanos afecta las estructuras
calcareas de los organismos marinos, mientras que el efecto invernadero, que conlleva a un
aumento en la temperatura atmosférica y de los océanos, no parece ejercer un efecto
importante sobre los esqueletos de las especies seleccionadas. Este estudio contribuye al
conocimiento sobre los cambios en el sistema del CO, producto de la modificacion de los
factores antes mencionados y las consecuencias sobre esqueletos calcareos, todo esto bajo las
condiciones fisicoquimicas que imperan en los sistemas marino-costeros ubicados en la region

nororiental de Venezuela.

PALABRAS CLAVE: Acidificacién, microcosmos, temperatura, pH, disolucién

Xii



INTRODUCCION

La atmdsfera se encuentra formada mayoritariamente por nitrégeno (78%), oxigeno
(21%), argon (~1%) y otros componentes minoritarios como es el didxido de carbono (CO,)
que constituye solamente ~0,038% del total, siendo este compuesto uno de los mas
importantes debido a que afecta tanto al equilibrio térmico sobre la tierra (efecto de

invernadero), como al equilibrio del carbono en los océanos (Kleypas y col. 2006).

En la época pre-industrial, hace més de 200 afios, la concentracion de CO; en la
atmosfera era de 280 ppm; actualmente se han registrado valores de 380 ppm,
aproximadamente (IPCC 2001, 2007), y se espera que para el afio 2100 se excedan 500 ppm
(Raven vy col. 2005; Kleypas y col. 2006; Hoegh- Guldberg y col. 2007; Fabricius, 2008). El
aumento de actividades antropogénicas como la quema de combustibles fosiles, la
industrializacion, la produccion de cemento y los cambios de uso del suelo, asociado a las
actividades agricolas, ha conducido a un incremento en las concentraciones de CO; en la
atmosfera, aproximadamente 100 veces mas rapido que en los ultimos 650.000 afios (IPCC
2001, 2007; Kleypas y col. 2006; Fabricius, 2008). Durante el siglo XX, el aumento de la
concentracion de CO, ha llevado a un incremento en la temperatura media de los océanos en
0,74° C, un aumento en el nivel del mar de 17 cm, ha disminuido la concentracion de
carbonato en el mar (~ 30 umol kg™) y ha aumentado la acidez en 0,1 unidades de pH (Hoegh-
Guldberg y col. 2007; Fabricius, 2008)

Durante las décadas de los 80 y 90, solo alrededor de la mitad del CO; liberado por la
actividad humana se mantuvo en la atmdsfera, los océanos absorbieron entre un 25 a 30% del
CO, antropogénico, el otro 20% lo absorbid la biosfera terrestre (Kleypas y col. 2006; Hoegh-
Guldberg y col. 2007). Se estima que en el proximo milenio el océano absorba

aproximadamente el 90% del CO, antropogénico (Kleypas y col. 2006).

La solubilidad del CO; en el agua de mar es mayor que la del nitrégeno y la del
oxigeno. Esto se debe a que el CO; disuelto reacciona con el agua para formar el compuesto
quimico &cido carbonico y sus productos de disociacion, bicarbonato y carbonato, reacciones

que se muestran a continuacion:



Reaccion 1.a: CO; (g) + H,0 <> H,CO3
1.b: H,COz+ H + HCO5

1.c: H* + HCO3 < 2H' +CO3>

La suma de las concentraciones de todos estos compuestos quimicos se denomina
diéxido de carbono inorganico total (TCO,) (Ecuacion 1). EI CO, como gas disuelto en el
agua de mar esta presente en cantidades muy pequefias, aproximadamente 0,23 ml 17,
representando menos del 2% del TCO,. El bicarbonato es la especie quimica mas abundante,
ya que existen varios procesos quimicos que favorecen su formacidn, siendo la disolucion del
carbonato de calcio la fuente mayoritaria de formacion de bicarbonato (Reaccion 2) (Alvarez-
Borrego, 2007).

Ecuacion 1: TCO, = [CO,] + [H,CO3] + [HCO3] + [CO37]

Expresado en milimoles por Kg o por litros de agua de mar.

Reaccion 2: COs% + H' <> HCOy

Las variaciones en la concentracion de CO, disuelto alteran significativamente el
valor del pH. Por otra parte, la solubilidad de los gases generalmente disminuye con el
aumento de temperatura y salinidad, y aumenta con el incremento de presion (profundidad).
El consumo de CO; en la Reaccion 1, desplaza el equilibrio hacia la izquierda y la
concentracion de H* disminuye, por lo que el pH aumenta; mientras que al aumentar el CO,,
la reaccion se desplaza hacia la derecha, la concentracion de H* aumenta y el pH disminuye

(principio de Le Chatelier) (Alvarez-Borrego, 2007).



El agua de mar es ligeramente alcalina, con un pH de 8,1 a 8,3. Este pardmetro varia
de acuerdo a la profundidad en la columna de agua, dependiendo de la cantidad de luz que
reciben las masas de agua. Asi, el ambiente marino presenta una zona eufotica y una afética,
la primera se extiende desde la superficie hasta donde llega la luz. EI pH puede variar de
acuerdo a estas zonas, aumentando en las aguas superficiales mediante el consumo de CO,
por fotosintesis, pero normalmente no se excede de 8,4. Por debajo de la zona eufética
(maxima profundidad hasta donde llega la luz), el CO, aumenta por respiracion; en zonas
muy profundas también aumenta por disolucién de exoesqueletos de carbonato de calcio
(CaCOs3). A medida que el TCO, aumenta, el pH disminuye a valores de 7,6—7,8, aunque en
aguas de baja salinidad o en condiciones anaerobicas, donde las bacterias usan el oxigeno de
los sulfatos para respirar y producen &cido sulfhidrico, puede alcanzar valores de 7,5 o

menores a este (Alvarez-Borrego, 2007).

La absorcién del CO, por el agua representa un "arma de doble filo", debido a que
disminuye el impacto del efecto invernadero y cambio climatico, pero también altera la
quimica del agua resultando una disminucién del pH que conlleva al proceso de acidificacion

de los océanos (Kleypas y Hoegh-Guldberg, 2008).

El aumento de la cantidad de CO, disuelto en el océano disminuye el pH, la
disponibilidad de iones carbonato disueltos (COs*), ya que se consumen facilmente por
exceso de protones favoreciendo la formacién de iones bicarbonato (Reaccion 2); y el estado
de saturacion de los principales formadores de conchas de carbonato, ya que aumenta la
solubilidad del CaCO3; (Kleypas y col. 2006; Nienhuis, 2009). Una disminucién de 0,1
unidades en la escala de pH, equivale al incremento en la concentracion de H* en un 30% v/v.
Si las emisiones globales de CO, procedentes de las actividades humanas siguen aumentando
con las tendencias actuales, podemos esperar que el promedio de pH de los océanos caiga
aproximadamente en 0,5 unidades para el afio 2100. Este fendmeno tiene como nombre
acidificacion de los océanos ya que describe el proceso de disminucion del valor de pH
(Kleypas y col. 2006; Raveny col. 2005; Portner, 2008). Por lo tanto se habla de acidificacion
de los océanos como referencia al proceso que esta ocurriendo, mas no se espera que los mares

se vuelvan &cidos sino menos basicos.



La acidificacién de los océanos no es un fendmeno reciente. Se han experimentado 5
fendmenos de extincion masiva de animales tanto marinos como terrestres: el primero hace
434 millones de afos, el segundo hace 360 millones de afios, el tercero hace 251 millones de
afios, el cuarto hace 205 millones de afios y el dltimo hace 65 millones de afos. Estos eventos
han influenciado la evolucién de la vida en la Tierra, siendo la disminucion del pH de los
océanos un factor determinante, que, entre otras consecuencias, ha conducido a la pérdida de
biodiversidad en los arrecifes coralinos del mundo; mas no el Unico factor, sino uno de los
tantos componentes que actlan en sinergia a través de cientos de miles a millones de afios
(Veron, 2008).

La ultima extincion en masa ocurrid hace 65 millones de afios (final del Cretacico),
siendo esta fendmeno bastante estudiado debido a su asociacion con la desaparicion de los
dinosaurios (Veron, 2008). En este evento las altas concentraciones de CO, atmosférico no
produjeron una disminucion del pH tan significativa como las observadas actualmente, pues la
velocidad con la cual aumento la concentracion de dioxido de carbono de la atmosfera fue
mucho menor en comparacion con la actual. Los cambios naturales que se asemejan a los
producidos en la actualidad ocurrieron a finales de la dltima glaciacion, cuando la
concentracion de CO, atmosférico aumento alrededor de 80 ppm en un espacio de 6000 afios
(IPCC 2001, 2007; Portner, 2008); esta tasa es aproximadamente una centésima de los
cambios que se producen actualmente. Estos cambios fueron lentos y el sistema de carbono de
los océanos tuvo tiempo suficiente de interactuar con los sedimentos y mantener un equilibrio
quimico con ellos, amortiguando la quimica del agua de mar, reduciendo asi los cambios del
pH (Raven y col. 2005).

Los cambios de pH afectan a los organismos que habitan los océanos, ya que las tres
formas del CO, disuelto en el agua de mar: acido carbénico (H,COs), bicarbonato (HCO3) y
carbonato (COs%), son importantes para los procesos biolégicos de los mismos. Entre estos
procesos se incluyen, la fotosintesis por las algas marinas (en su mayoria fitoplancton), la
produccion de moléculas complejas de carbono organico a partir de la luz solar, y la
calcificacion que proporciona estructuras como conchas de carbonato de calcio (CaCOg)
(Raven y col. 2005). En este ultimo proceso, los iones carbonato juegan un papel muy

importante, ya que su concentracion en el agua de mar determina la solubilidad del carbonato



de calcio (CaCOs3) (Reaccion 3) y por consiguiente afecta la produccion de estructuras

carbonatadas como los esqueletos de algunos organismos marinos.

Reaccion 3: Ca*" + CO3” — CaCOs

Entre los organismos cuyos esqueletos son de carbonato de calcio tenemos los corales,
algunos moluscos grastropodos (no pterépodos), crustaceos, equinodermos, algas coralinas,
foraminiferos y cocolitoféridos (Raven y col. 2005 y Martin y col. 2008). Los esqueletos de
los foraminiferos, equinodermos, crustaceos, algunas macroalgas y cocolitoféridos se
componen de calcita; el de los corales, gastropodos (moluscos pterépodos) y algunas algas
coralinas estd hecho de aragonita, mientras que algunos moluscos (no pter6podos) poseen

esqueleto tanto de aragonita como de calcita.

La calcita y la aragonita son formas cristalinas del carbonato de calcio que se
diferencian en la forma y disposicion de los cristales; la aragonita tienen una formacion de
cristales con simetria rombica que le confiere menor estabilidad que la calcita que posee
simetria hexagonal, por lo tanto la aragonita es mas soluble que la calcita (Raven y col. 2005).
Cada estructura posee un estado de saturacion diferente en el agua de mar. El estado de
saturacion de la aragonita es menor que el estado de saturacion de la calcita y por lo tanto es
mas soluble en el agua de mar (Nienhuis, 2009). Por tal motivo, los organismos calcificadores
que producen calcita son menos vulnerables a cambios en la acidez del océano que aquellos
que construyen estructuras con aragonita (Raven y col. 2005; Alvarez-Borrego 2007).
Consecuentemente, al disminuir el pH, disminuye la disponibilidad de iones carbonato y por

consiguiente disminuye la calcificacion de estos organismos y el crecimiento de los mismos.



ANTECEDENTES

Los estudios sobre la acidificacion de los oceanos han aumentado en los ltimos afios,
generando un gran impacto en la comunidad cientifica y despertando un gran interés en
conocer como los cambios climéaticos producidos por el calentamiento global han
desencadenado a un aumento del CO, antropogénico disuelto en el mar, afectando las especies
marinas y sus ecosistema. Los resultados de experimentos que reflejan posibles cambios de pH
en los océanos en los proximos 100 afios, como por ejemplo, Hoegh-Guldberg y col. (2007),
Guinotte y Fabry (2008), Kleypas y Hoegh-Guldberg (2008), y Frieler y col. (2012),
pronostican que habra un aumento en la temperatura de los mares de al menos 2° C y que la
tasa de calcificacion en organismos que asimilan carbonatos se reducira, en funcién a los
niveles preindustriales, en un 20 a 50% afectando a todas las especies 0 grupos de organismos
calcificadores, conllevando a una disminucion de la diversidad de los ecosistemas marinos,

principalmente las comunidades coralinas.

Los corales son organismos que poseen un esqueleto constituido por carbonato de
calcio en forma de aragonita, siendo éstos sensibles al cambio climatico porque dependen de
la temperatura del mar (superior a 20° C) y de la alcalinidad para formar dicho esqueleto
(Calderon-Aguilera y col. 2007). La calcificacion y crecimiento del esqueleto, en los corales
escleractinios, es un proceso de dos etapas: la primera implica la secrecién de una matriz
organica, que permite incorporar la anhidrasa carbonica (enzima) para producir una superficie
calcificante que utiliza iones de Ca?* y CO, en lugar de COs* (Sandeman, 2012); de esta
forma permite la cristalizacion de carbonato de calcio en forma de aragonita que es depositado
en la matriz organica por medio de proteinas estructurales con una funcién catalitica similar a
la de la anhidrasa carbodnica. Este proceso de formacion del esqueleto de los corales no se
encuentra en contacto directo con el agua de mar (Allemand y col. 2004 y Sandeman, 2012).
En cambio la disolucion del esqueleto es un fendmeno diferente que si depende del carbonato,
por lo tanto si se disuelven las zonas muertas del coral (expuestas al agua de mar) afectara la

supervivencia de la colonia ya que debilitara la estructura de soporte (Sandeman, 2012).



Sin embargo el proceso de calcificacion no se encuentra del todo claro y por lo tanto el
efecto de la acidificacion de los océanos sobre el mismo genera una diversidad de teorias.

Autores como Gatusso Yy col. (1999), Leclercg y col. (2000), Kleypas y col. (1999,
2001), Allemand y col. (2004) Marubini y col. (2008), Doney y col. (2009), sugieren que el
aumento del CO, disuelto en el mar inducird cambios en otros componentes de TCO,, tales
como bicarbonato y carbonato, generando una disminucién en la concentracién de COs>
afectando asi la calcificacion de los corales; cada uno con un enfoque diferente; por ejemplo,
Allemand y col. (2004), Gatusso Yy col. (1999), Leclercg y col. (2000), Kleypas y col. (1999,
2001), Guinotte y Fabry (2008), Doney y col. (2009); sugieren que la calcificacion se
encuentra ligada al estado de saturacion del CaCOs, que es la relacion del producto de la
concentracion de iones ([Ca®*] x[COs* ]/ Kps ) entre el producto de solubilidad del mineral
depositado; por lo tanto, una disminucién en la concentracién de COs% en el agua de mar se
ha relacionado con una fuerte disminucién en la calcificacion de coral. Por otra parte,
Marubini y col. (2008) proponen que este efecto estd mediado ya sea por una disminucién del
carbonato, en el pH, o por una alteracion del sistema de almacenamiento del bufer interno de
los organismos que conduce a una interrupcion del suministro de carbono a la calcificacion,
en lugar de un efecto directo del CO, 0 un cambio en la concentracion de HCO3". En cambio
autores como Fine y col. (2007) sugieren que la acidificacion de los mares producirdn cambios
morfoldgicos en los polipos de coral, generando una disociacion de la forma de la colonia y
una disolucion del esqueleto; sin embargo los corales podrian sobrevivir a gran escala a
cambios ambientales como los esperados en el préximo siglo, ya que los mismos se pueden

alternar entre cuerpos suaves y formas esqueletales.

Otros autores, sugieren que las altas concentraciones de CO, permiten una calcificacion
mas réapida, y enfatizan que lo que afecta a los organismos calcificadores, como corales y
moluscos, es la disolucion de las conchas y/o esqueletos expuestas a niveles bajos de pH
(Rodolfo-Metalpa, 2011). Sin embargo, la habilidad de los corales para calcificar en estas
condiciones se ve afectada cuando la acidificacion se combina con el aumento de temperatura,
por lo tanto trabajos que incluyan estos dos factores proporcionan una evaluacion mas realista
en cuanto a la respuesta de los organismos calcificadores a cambios ambientales futuros
(Portner, 2008; Wood y col. 2010 Rodolfo-Metalpa, 2011).



Actualmente se quiere conocer la respuesta de las comunidades coralinas a las
variaciones de pH, por tal motivo se ha implementado trabajos con mesocosmos que permite
recrear las condiciones generales del ecosistema de donde provienen los organismos y
permiten estudiar la respuesta simultanea de mas de una especie. Estos estudios se centran en:
la produccion primaria y exportacion de material organico (Riebesell y col. 2007), o el flujo de
nutrientes en los sedimentos (Widdicombe y Needham 2007) y sobre el efecto de la

calcificacion en comunidades en los arrecifes de coral (Jokiel, 2008).

También se han realizado trabajos con moluscos, especialmente con bivalvos. La clase
Bivalvia comprende a los moluscos que presentan simetria bilateral sin bolsa visceral dorsal.
El tegumento forma un pliegue 0 manto que envuelve al cuerpo y sobre el que se desarrolla
una concha con dos valvas (Cargnin-Ferreira y Sarasquete, 2008). Dicha concha calcarea es
formada por carbonato de calcio precipitado en forma de aragonita o calcita incrustado en una
matriz organica elaborada (Harper, 2000 y Zhang, 2012). Existen evidencias fosiles, en rocas
pertenecientes al Cambrico, que reflejan que las conchas de bivalvos, inicialmente, eran de
aragonita con una capa exterior nacarada; a diferencia de los bivalvos actuales que utilizan
diferentes tipos de arreglo microestructurales en los cuales predomina la calcita (Harper,
2000).

Las microestructuras de calcita evolucionaron polifiléticamente tanto en bivalvos como
en gastropodos. Actualmente se conocen dos explicaciones para la evolucién de las
microestructuras de calcita. En primer lugar, la secrecion de calcita se plantea como una
necesidad fisioldgica a bajas temperaturas sin ventaja selectiva; y en segundo lugar, se sugiere
que las capas de las conchas de calcita surgen como adaptaciones contra la disolucién en
aguas frias o infrasaturadas, basado en la observacion que la calcita es menos soluble que la
aragonita (Harper, 2000; Raven y col 2005). Sin embargo estas propuestas se ven debilitadas
por varias razones como por ejemplo, la gran cantidad de moluscos de latitudes altas y aguas

profundas que no secretan calcita (Harper, 2000).

Las conchas de moluscos contienen una proporcion de materia organica, sobre todo

entre los cristales o como hojas dentro de la concha (Harper, 2000). La calcificacion se



produce entre el tejido y la concha, donde el liquido extrapaleal posee un pH de 0,5 a 1
unidades mas alto que el agua de mar (Rodolfo-Metalpa, 2011).

Los conocimientos sobre las propiedades de las sales establecen que los organismos
con exoesquelto de calcita, en lugar de aragonita, poseen mayor capacidad para resistir la
disolucion (Raven y col. 2005). Sin embargo, los estudios con bivalvos demuestran que
existen otros factores, como el tamafio de los cristales o la proporcién de la matriz organica,
que pesan mas en la determinacion de la tasa de pérdida de la concha que la mineralogia de la
misma (Harper, 2000). Entre tales factores se incluyen las condiciones en las cuales se crian
los organismos, lo que afecta la sensibilidad de los mismos a la acidificacion de los mares;
esto lo confirmaron los estudios de Parker y col. (2010), quienes trabajaron con organismos de
la misma especie criados en condiciones distintas (unos en vida silvestre y otros en cultivos)
demostrando que la respuesta a la acidificacion de los océanos varia, incluso, en organismos
de la misma especie. Por otro lado, Rodolfo-Metalpa, (2011) determind que la disolucion de
las conchas varia segun la especie, aun cuando poseen conchas del mismo mineral,
estableciendo que se debe a la presencia de una capa organica en algunas especie, llamada
periostraco, que les confiere proteccion y que determina la susceptibilidad de la especie a la
disolucion debido a la acidificacion de los mares.

Es necesario tener cuidado al interpretar las sefiales potenciales de la acidificacién de
los mares debido a que existen diversos parametros que afectan la quimica y ultraestructura de
las conchas. Ademas de los procesos metabdlicos y el pH del agua de mar, factores tales como
la salinidad, la temperatura del agua, la disponibilidad de alimentos y la densidad de la
poblacién, influyen en la formacién de las conchas de carbonato de calcio, por tal motivo
algunos ensayos experimentales han mostrado un aumento en la tasa de calcificacion de
bivalvos, mientras otros no muestran efecto alguno en la misma, principalmente experimentos
con especimenes del género Mytilus (Rodolfo-Metalpa 2011, Hahn y col. 2012). Esto se ha
confirmado con estudios de genoma que afirman que existe la posibilidad de adaptacion de

estos organismos a condiciones de estres (Zhang y col. 2012).



Se ha demostrado que la respuesta de distintos organismos a la calcificacion varia
segun la especie, sin embargo los resultados entre trabajos de distintos laboratorios son
dificiles de comparar ya que es necesario la estandarizacion de protocolos para el control del
agua de mar y para la medicion de la tasa de calcificacion (Fabry, 2008). También es necesario
la realizacion de estudios con enfoque en las respuestas fisiologicas de las diferentes especies,
tanto de interés comercial como las menos carismaticas, al efecto del aumento de CO, disuelto
en el mar y aumento de temperatura de los mismos, para asi apoyar el desarrollo y la
evaluacion de escenarios de prediccion de cambios en los ecosistemas marinos, y realizar
tomas de decisiones politicas con conocimiento que se ajusten a solidos principios de gestion
basada en los ecosistemas (Raven y col. 2005; Guinotte y Fabry, 2008; Pértner, 2008; Hilmi y
col. 2012).

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios que han tratado de evaluar los impactos de la
acidificacion del océano sobre los organismos marinos han involucrado experimentos de
laboratorio a corto plazo en una sola especie, a menudo con niveles de CO, muy superiores a
los previstos para los proximos siglos (IPCC 2001, 2007). Las variables respuesta que tienden
a ser medidas en la mayoria de estos experimentos son las variaciones en la calcificacion, en el

crecimiento y/o supervivencia.

Con base en las evidencias experimentales, sabemos que la acidificacion del mar
reduce la calcificacion y tasas de crecimiento de algunos organismos, afectando la tasa de
depdsito en las conchas y esqueletos; sin embargo poco se ha tratado la tasa de disolucion de
los mismos, destacdndose pocos trabajos en esta area, como Nienhuis, (2009); Rodolfo-
Metalpa, (2011) y Sandeman (2012). Por tal motivo el presente proyecto se enfoca en evaluar
la tasa de disolucion de los esqueletos de dos especies comunes en la Bahia de Mochima-
Venezuela, con el fin de comparar los efectos de las variaciones de pH y temperatura sobre
esqueletos calcareos de estos organismos marinos; siendo este el primer trabajo que se realiza

bajo las condiciones climaticas y especies caracteristicas de esta region.
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OBJETIVOS

Obijetivo general

Estudiar el efecto del incremento de la concentracion de didxido de carbono disuelto
en el agua de mar y el efecto del aumento de la temperatura sobre esqueletos calcareos de
organismos marinos de dos especies, Asaphis deflorata (Bivalvia) y Orbicella annularis

(Hexacoral), comunes de la bahia de Mochima, Venezuela.

Obijetivos especificos

1. Disefiar microcosmos que simulen las condiciones fisicoquimicas de un ecosistema
marino tropical sublitoral.

2. Controlar los valores de pH y temperatura y monitorear la salinidad y concentracion
de carbonato y bicarbonato de los microcosmos.

3. Inducir cambios de pH y temperatura en el agua de mar de los microcosmos, bajo tres

condiciones:

a. Aumentando la concentracién de didxido de carbono disuelto en el agua hasta
alcanzar un pH promedio de 7,4; pero manteniendo la temperatura constante.

b. Aumentando la temperatura del agua hasta alcanzar un valor promedio de 32° C,
manteniendo fija la concentracion de dioxido de carbono.

c. Aumentando la concentracion de dioxido de carbono disuelto en el agua de mar
hasta obtener un pH promedio de 7,4 e incrementando la temperatura del agua
hasta un valor promedio de 32° C (o valores cercanos a éste).

4. Evaluar y comparar la respuesta de los esqueletos sometidos a los cambios de pH y

temperatura del medio.
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METODOLOGIA

Area de estudio

El Parque Nacional Mochima es un &rea protegida desde 1973 con una superficie de
94.935 hectareas, de las cuales el 52% corresponde a ambientes marinos; 42% ambiente
continental y 6% ambientes insulares. Dicho parque se ubica en la region nororiental de
Venezuela; justo en la porcion litoral e insular que va desde la conurbacion Barcelona- Puerto
La Cruz hasta Cumand y el sector septentrional del macizo montafioso de Turimiquire en la
Cordillera Caribe Oriental (Figura 1). El area protegida esta encuadrada por las coordenadas:
10° 9’ 50” y 10° 26’ 00” de Latitud Norte y 64° 13’ 20” y 64° 47° 32 de Longitud Oeste. En
cuanto a la division politica territorial del pais, el parque es compartido por los estados Anzoa-
tegui y Sucre en territorio de los municipios Sotillo y Sucre, respectivamente (Instituto
Nacional de Parques, 1973; Méndez y col. 2004; Ministerio del Poder Popular para el
Ambiente, 2010).

La Bahia de Mochima esta ubicada dentro del Parque Nacional Mochima; esta presenta
una comunicacion directa con la fosa de Cariaco y con el Mar Caribe a través de una entrada
en la parte norte de 1,7 km de ancho (Sanchez, 2006); posee una longitud de 7,6 km y su
anchura esta comprendida entre 0,3 y 3,5 km (Jiménez y Lifiero-Arana, 2002; Esteves, 2011).
Su zona interna se caracteriza por presentar aguas tranquilas, con fondos de pendientes suaves
y regulares que alcanzan profundidades no mayores a 20 m, la zona central con pendientes
muy pronunciadas, cuyas profundidades llegan hasta 27 m, y en la zona de la boca donde
predominan costas con acantilados y profundidades que alcanzan los 60 m con fuerte oleaje
(Sanchez, 2006).

El clima del parque es semiarido, con dos estaciones: una seca (enero a mayo) y otra
lluviosa (junio a diciembre). La temperatura promedio anual es de 26,5° C y el régimen
pluviométrico presenta un promedio de 3,5 mm/mes en el periodo seco y de 60-70 mm/mes en
el periodo lluvioso. La temperatura del agua, dentro de la bahia, presenta una variacién
estacional que esta directamente relacionada con las épocas de surgencias del area (enero-
abril), aflorando a la superficie aguas de bajas temperaturas (entre 19° y 24°) que ingresan a la

bahia, desde la cuenca de Cariaco, por accion de los vientos alisios que soplan en direccién E-
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W durante enero a abril, causando desplazamiento de las aguas superficiales, que es ocupado
por las sub-superficiales con caracteristicas fisicoquimicas diferentes. Este proceso tiene un
maximo durante abril y mayo, y uno secundario entre julio y agosto, generando cambios
significativos en las condiciones hidrograficas de la bahia. Cuando los vientos cesan (mayo-
diciembre) las masas de aguas se estabilizan ocurriendo una estratificacién con el desarrollo
de termoclinas, presentando temperaturas mas elevadas en los meses de septiembre a
noviembre con valores superiores a 24° C (Méndez de E y col. 2004; Ministerio del Poder
Popular para el Ambiente, 2010; Sanchez, 2006). La humedad media litoral es de 76%;
mientras que la evaporacion media es de 6,0 mm en los meses de sequia y de 4,0 mm en la

época lluviosa.

Las condiciones fisicoquimicas del agua de la bahia muestran cierta estacionalidad
relacionada con los periodos de sequia y lluvia. La salinidad del agua presenta pocas
variaciones, debido a las pocas desembocaduras de rios, y estd comprendida entre 33,33 y
37,14%0 (Jiménez y Lifiero-Arana, 2002). Estos cambios ocurren principalmente hacia las
areas de la costa donde hay drenaje de quebradas en época de lluvia, o en las capas de agua
profundas por el fendmeno de surgencia. La turbidez dentro de la bahia esté relacionada con la
surgencia que incrementa la carga de nutrientes y genera un aumento en la biomasa
planctonica, y con los sedimentos que son arrastrados en la época de lluvias desde las costas
de la bahia; esto altera la transparencia y la penetracién de la luz, las cuales son mayores en

épocas donde no se observa surgencia ni lluvias (Sanchez, 2006).

La Estacion de Investigaciones Marinas Idea-Mochima se ubica en el pueblo de
Mochima (Figura 2), cerca de Cumand. En dicha estacion se realizaron los experimentos con
microcosmos ya que posee las condiciones adecuadas para realizar el trabajo con flujo

continuo de agua de mar.

El trabajo experimental se llevé a cabo durante el mes de febrero y principios del mes

de marzo de 2014, por lo tanto fue realizado durante el periodo de surgencia costera.
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Figura 1. Vista aérea del Parque Nacional Mochima (Tomado de: Google Earth, consultado el
04/05/2013).
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Figura 2. Pueblo de Mochima (Tomado de: Google Earth, consultado el 04/05/2013).
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Métodos de campo

Actividades previas al montaje experimental

Inicialmente se realiz6 una visita a la Estacion de Investigaciones Marinas Idea-
Mochima en donde se evaluaron las condiciones de infraestructura y equipamiento de la
misma. Fue seleccionada dicha estacion ya que cuenta con el sistema de flujo continuo de
agua de mar, que es necesario para la elaboracién y funcionamiento de los microcosmos.
Dicho sistema consta de una bomba de agua de 1 Hp (caballo de fuerza) que bombea el agua
de mar, que es tomada a 3,5 metros de profundidad a una distancia de 20 metros de la
estacion bioldgica, a través de tuberias de PVC de 2 pulgadas a los estanques de la estacion
(Fig. 3 y 4). Los parametros fisicoquimicos registrados en esta profundidad son comparables
con los presentes en las profundidades en las cuales se encuentran las especies estudiadas, ya
que las mismas predominan en las zonas someras (entre 0 y 4 m) de las playas de la bahia de
Mochima (Sanchez, 2006).

Figura 3. Bomba de agua. Figura 4. Tuberias de PVC que transportan el agua.
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Elaboracién de los microcosmos

Los microcosmos son pequefios sistemas experimentales que recrean las condiciones
generales de ecosistemas naturales en los cuales se pueden controlar las variables ambientales
(Kleypas, 2006); por tal motivo se utilizan con frecuencia para evaluar el impacto que genera
la acidificacion de los océanos sobre organismos con esqueletos calcareos. La ventaja de los
estudios en estos sistemas es que reduce al minimo la variabilidad natural para resaltar el

efecto de una variable en un sistema (Watka, 2009).

Para el desarrollo de este ensayo se realizaron experimentos en microcosmos con el fin
de simular condiciones de acidificacion de las aguas. Se controlaron los parametros
ambientales que se deseaban estudiar y se redujo el efecto de otras variables naturales. Para
esto, se instalaron sistemas cerrados en donde se retuvo agua de mar filtrada en frascos de
vidrio de 4 litros, en dichos sistemas se aumentd la temperatura y se disminuy6 el pH

mediante regulacion con termostatos e inyeccion de CO,, respectivamente.

Se trabajo con sistemas de flujo continuo que bombeaba el agua directamente desde el
mar a los estanques de la estacion, para asi evitar variaciones en los parametros fisicoquimicos
del agua y controlar la evaporacion de la misma con inyecciones periodicas de agua a los

microcosmos.
» Materiales para la elaboracion de los microcosmos

El disefio de experimentacion de los microcosmos contempla los siguientes
componentes: 4 unidades experimentales (frascos de vidrio de 4 L), tapas de vidrio perforadas,
peceras de vidrio para aislar los frascos, una bomba de 1 Hp para tomar el agua de mar, bomba
de aire de 1 Hp bombona de CO, con nanémetro, filtro Pasteur, filtros para materia organica
Whatman 41 (para retencion de particulas entre 20 y 25 um), tuberias de PVC para la
distribucion de agua, mangueras para la inyeccion de CO, y termostatos de pecera de 50 W.
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» Montaje de microcosmos

Se instalaron 4 frascos de vidrio sumergidos en peceras con agua de mar. En dos de las
peceras se colocaron termostatos para variar la temperatura, mientras que en las otras no. Los
frascos se llenaron con tres litros de agua bombeada directamente desde el mar a través de
tuberias de PVC hacia la estacion. EI agua pasé por un filtro Pasteur y luego se recolecto en
beakers de 500 ml para ser nuevamente filtradas con el papel Whatman. Se realiz6 doble
filtrado para eliminar la materia organica; con el filtro Pasteur se retuvo la materia de mayor

tamafio, mientras que con el papel de filtro se retuvieron particulas mucho mas pequefias (25

pum).

Una vez llenos los frascos se colocaron las muestras (6 esqueletos de coral y 6 conchas
de bivalvos) y se cerraron con tapas de vidrio para disminuir la evaporacion. En la elaboracion
de las tapas se previo la apertura de un orificio a través del cual se colocd una manguera para
permitir el burbujeo al interior de los frascos, y en el caso de los tratamientos de inyeccion de

CO; permitir el suministro del mismo (Figura 5).

Sistema de
aireacion

Inyeccién de CO,

Figura 5. Esquema del montaje experimental utilizado para el desarrollo del ensayo.

Recoleccion y tratamiento de muestras

Se realizaron colectas de conchas de bivalvos y esqueletos de corales muertos

(Phyllum: Mollusca y Cnidaria) en las orillas de las playas Mangle Quemado, Garrapata y Las
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Maritas, todas ubicadas dentro de la bahia, con el fin de emplearlas en el desarrollo de los

experimentos.

Se seleccionaron 24 conchas del bivalvo mas abundante, Asaphis deflorata, cuyos
pesos fueran similares (aproximadamente 3,8 gramos). En cuanto al coral, fue seleccionado un
pedazo de gran tamaiio de Orbicella annularis del cual se cortaron 24 fragmentos de tamafios
y pesos lo mas similares posibles con un esmeril Dewalt de 4 % pulgadas. Tanto las conchas
como los fragmentos de coral fueron lavados con agua caliente y limpiados con una esponja
para eliminar cualquier resto de materia organica (Figura 6 y 7), luego fueron lavados con
agua destilada y se secaron por 24 horas en una estufa a 170 °C para pesar en una balanza
analitica de 3 decimales de apreciacion. Todos los fragmentos de corales y bivalvos fueron

sujetos a los distintos tratamientos (la metodologia usada se detallara en la proxima seccién).

Figura 6. Ejemplar antes de limpiar Figura 7. Ejemplar después de limpiar.

Disefio experimental

Se realizé un disefio factorial 2¥ para el desarrollo de este ensayo experimental; este
tipo de disefio es ampliamente utilizado en las etapas primarias de un trabajo experimental
cuando hay muchos factores que pueden ser estudiados (Montgomery, 2001). Sin embargo
como solo se tomaron en cuenta dos factores (temperatura y CO;) con dos niveles cada uno

(alto y bajo), se trabajé con un disefio factorial 22

Para el caso del CO, se midi6 el pH obtenido segun la concentracion del dioxido de
carbono disuelto. El nivel alto corresponde al pH promedio presente en el agua de mar de
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Mochima (8,02) mientras que el nivel bajo corresponde al pH promedio alcanzado tras la
inyeccion de CO, (pH=7,40). Es necesario resaltar, que para alcanzar un pH alto la
concentracion de CO, debe ser baja, mientras que para alcanzar un nivel bajo la concentracion
del CO, debe ser alta. En cuanto a la temperatura se tom6 como nivel bajo la temperatura
promedio del agua de mar (26,2° C), mientras que el nivel alto corresponde a una temperatura
promedio de 32° C. Las combinaciones de tratamientos y procedimientos fueron las

siguientes:

T1. Temperatura baja y pH alto: se tomé en cuenta como el control del ensayo ya
que no se le aplicd ninguna variacion; tales magnitudes corresponden a las
condiciones de temperatura y pH caracteristicas del agua de mar en la Bahia de
Mochima para la época de experimentacion ( T=26° C y pH=8,0)

T2. Temperatura alta y pH alto: para aumentar la temperatura se colocaron los
frascos de vidrio de 4 litros en bafio de Maria, dentro de peceras llenas con agua
de mar, a las cuales se calentd por medio de termostatos hasta alcanzar la
temperatura deseada (32° C). En cuanto al pH no se realizd ninguna variacion
(pH=8,0).

T3. Temperatura baja y pH bajo: Para esto se aumento el suministro de CO; al agua
de mar mediante la utilizacion de una bombona de CO, hasta alcanzar un pH
cercano a 7,4; mientras que la temperatura se mantuvo constante e igual a la
temperatura promedio del agua de mar (26° C).

T4. Temperatura alta y pH bajo: Se aplicé simultdneamente inyeccion de CO; hasta
alcanzar un pH cercano a 7,4; y se aumento la temperatura hasta 32° C, con el

uso del termostato.

En el interior de cada unidad experimental se colocaron 6 esqueletos calcareos de cada
grupo seleccionado (bivalvo y coral) previamente pesados. El experimento se llevé a cabo
durante 3 semanas, interrumpiendo el mismo cada 6 dias, con el fin de ir cuantificando el
efecto de las condiciones experimentales de cada tratamiento sobre el peso de los esqueletos
calcareos sujetos a experimentacion, y de realizar recambios del agua de mar. Para esto, al
finalizar la semana de tratamiento, se lavaban las conchas con agua corriente y agua destilada

para eliminar el exceso de sales, se secaron por 24 horas en una estufa a 170° C. Después de
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secados los ejemplares se mantuvieron dentro de un desecador para que no absorbieran agua
del medio y fueron pesadas en una balanza analitica. Las mediciones de los pardmetros
fisicoquimicos de los microcosmos se realizaron tres veces al dia (7 am, 1 pm y 7 pm) para

controlar posibles variaciones en las medidas estipuladas.

Se seleccion6 un pH minimo de 7,4 y una temperatura méaxima de 32° C ya que se
estima que el pH disminuya en 0, 5 unidades y la temperatura aumente 2° C para el 2100.
Siendo el valor de pH promedio registrado para la bahia de 7,95 y la temperatura maxima de

30° C en aguas superficiales.

Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos del agua medidos directamente en las peceras fueron: la
salinidad, densidad, pH y temperatura. Sin embargo, para medir la concentracion de iones
carbonato y bicarbonato se extrajo una muestra de agua de cada tratamiento en las distintas
etapas del mismo, para realizar las titulaciones correspondientes. Todos los pardmetros fueron

medidos antes de iniciar los tratamientos, durante y después de los mismos.

La temperatura y el pH del agua se midieron con un microprocesador portatil Walklab
TI9000. En cuanto a la salinidad y densidad, las mediciones fueron tomadas con un
refractometro marca ATAGO. La concentracion de iones carbonato y bicarbonato se
determinaron mediante titulacion de una muestra de agua de mar con una solucion
estandarizada de acido clorhidrico, mediante dos puntos sucesivos de equivalencia, indicados
por el cambio de color de dos indicadores, fenolftaleina y naranja de metilo, respectivamente.

La reaccion implicada (Reaccion 4), es la siguiente (Lépez, 2013):

Reaccion 4: COs% + H" — HCO5 + H" — H,CO;3
(Fenolftaleina)  (Naranja de metilo)

Si al agregar fenolftaleina se tornaba la muestra rosada, entonces el pH era superior a

8,2 indicando que habia muy poco CO, libre, pues el dioxido de carbono disuelto se
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presentaba como carbonato y bicarbonato. En caso contrario, cuando no se presentaba el color
rosado, el pH era menor a 8,2 y el didxido de carbono disuelto se presentaba bajo las formas
de bicarbonato y didxido de carbono libre (Figura 8) (Rigola, 1990; Roldan y Ramirez, 2008).

Para este ultimo caso solo se agrega el naranja de metilo al titular (Lépez, 2012).

Para la titulacion se agregaron, en un Erlenmeyer de 250 ml, 30 ml del agua de mar y
se agregaron 2 gotas de fenolftaleina, la cual se torné rosada y se titulé con HCI estandarizado
0,02 M hasta observar el cambio de coloracion a transparente, el volumen de acido afiadido
correspondia a la cantidad de iones de carbonato presentes en la muestra (Jackson, 1942). Esto

solo se realiz6 con las muestras de los tratamientos con pH alto.

Luego se afiadieron dos gotas de naranja de metilo, la cual se torn6 naranja y se valoro
con una solucion de &cido clorhidrico estandarizada 0,02 M hasta observar el cambio en la
coloracion de naranja a rojo; el volumen de &cido afiadido correspondia a la cantidad de iones
bicarbonatos presentes en el agua (Jackson, 1942). Obtenidos estos volimenes se realizaron
los calculos pertinentes para determinar la concentracién de los iones carbonato y bicarbonato

presentes en la muestra de agua.

Log [concentration (mol kg)]

14

Figura 8. Concentracion de las 3 formas del CO, inorganico disuelto en el agua de mar. (Tomada de
Millero 1995).
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Procesamiento de datos

Concentracion de iones carbonato y bicarbonato

Para determinar la concentracion de los iones carbonato y bicarbonato presentes en el
agua de mar fue necesario relacionar los moles del valorante (HCI) con los moles del analito
(carbonato o bicarbonato segln sea el caso) (Harris, 2003). Con el volumen de HCI agregado a
la muestra de agua de mar y la concentracién del acido se determiné la concentracion del i6n

problema seguln la siguiente ecuacion:

Ecuacién 2: CiV1-C,V,

De la cual se despejé la concentracion del ion determinado segin se muestra a

continuacion (Ecuacion 2.1):

Ecuacion 2.1: C,=CV1/ V;

Donde C; corresponde a la concentracion del &cido y V; al volumen del mismo afiadido.
C, corresponde a la concentracién molar del ién determinado y V- el volumen del mismo.

Luego para comparar los resultados obtenidos con la gréafica de la concentracion de
diéxido de carbono, carbonato y bicarbonato (Figura 8); se realizé la conversion a molalidad

(mol/kg) mediante las siguientes relaciones:
M (moles del i6n determinado /1) x | de la muestra titulada = moles
ml de la muestra titulada x densidad (g/ml) = Kg
m= moles/ kg

Por ultimo se le calculo el logaritmo a la molalidad de cada ion para comparar con la

figura 8 (Anexo 3).
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Alcalinidad total

La alcalinidad total del agua de mar, se aproxima con la alcalinidad de los carbonatos
(Ecuacion 3), y se define como la suma de bicarbonato y carbonato en pmol por kg™ de agua

de mar (Alvarez-Borrego, 2007):
Ecuacion 3: Ar = [HCO3] + 2[C0%7]

Con los valores obtenidos en la titulacion para concentracion de carbonatos y
bicarbonatos se determing la alcalinidad total para cada tratamiento y cada semana utilizando

la ecuacion sefialada arriba.

Sistema del CO, disuelto en los microcosmos

Con los parametros fisicoquimicos medidos en campo se pudo calcular, mediante el
programa CO,SYS (Pierrot y col. 2006), el dioxido de carbono inorganico total,
concentracion de CO, disuelto en los microcosmos, fugacidad del CO, (presién parcial de

dicho gas en el sistema), y saturacion de calcita y aragonita.
Pérdida de peso estandarizada

Para el célculo de la pérdida de peso estandarizada se calculé la diferencia entre el peso
al inicio de la semana de cada tratamiento y el peso al final, dicha diferencia se dividié entre el
peso inicial para asi disminuir el efecto de la diferencia de tamafios iniciales entre las

muestras.

Tasa de disolucién de las muestras

Para obtener la tasa de disolucion estandarizada de las muestras por semana, se calculd
la diferencia entre el peso al iniciar la semana de tratamiento y el peso al final y se dividié
entre el peso inicial. Luego ese resultado se dividié entre el nimero de dias que estuvo
expuesta la muestra al tratamiento durante esa semana (6 dias); de esta forma se obtuvo el
peso en gramos perdido diariamente por cada muestra. Esto se realizo para las 6 muestras de
cada tratamiento y para las tres semanas que duro el ensayo Yy luego se promediaron las 6
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muestras por tratamiento y los tratamientos por las 3 semanas de ensayo para obtener la tasa

de disolucion promedio estandarizada en funcion al peso inicial.

Anélisis estadisticos

Parametros fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos; temperatura, pH y salinidad; fueron promediados por
semana para los cuatro tratamientos con la finalidad de comparar las variaciones de los
mismos entre los tratamientos. Para determinar si existian diferencias significativas, se
realizaron pruebas estadisticas no paramétricas de Kruskal-Wallis y pruebas a posteriori U-
Mann Whitney, debido a que los datos obtenidos no cumplian con el supuesto de normalidad
para la aplicacion de pruebas paramétricas. Adicionalmente se realizaron comparaciones con
base en la desviacion estandar de los datos, mediante el uso de graficas de caja y bigotes con
el fin de comparar la dispersion y simetria de dicho parametro entre tratamientos.

Pesos iniciales de las muestras

Para determinar si habia homogeneidad entre los pesos iniciales de las muestras
sometidas a un mismo tratamiento, se realizaron Anovas de una via tanto para las muestras de
corales como para las conchas de bivalvos, ya que los datos cumplian con el supuesto de
distribucién normal y homogeneidad de varianza. Todos estos analisis estadisticos fueron
realizados mediante el programa Past.

Disefio experimental factorial 22

El disefio experimental factorial 2° es un modelo multivariado que permite el estudio
simultaneo de dos factores sobre una 0 mas variables, empleando el menor numero de
experiencias posibles. Para la realizacion de este andlisis se tomaron en cuenta como factores
CO; (A) y temperatura (B) con sus respectivos niveles, alto (+) y bajo (-), para un total de

cuatro combinaciones independientes (Tabla 1). Este modelo se aplico a seis réplicas
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(esqueletos) por grupo, considerando como variable respuesta la pérdida de peso estandarizada
(peso perdido entre el peso inicial) por un periodo de tres semanas, 1o que nos permitio estimar

la variacion de los efectos en el tiempo.

Tabla 1. Matriz de experimento para el disefio factorial 2° aplicado en el ensayo. A: concentracion de

CO, suministrado a los microcosmos y B: temperatura de los mismos.

Nomenclatura A B
T1 Control - -
T2 Aumento temp. -+
T3 Disminucion pH + -
T4 Combinado + o+

Este disefio experimental permite determinar el valor estimado de los efectos de los
factores principales y el valor para la interaccion de los factores y su significancia mediante un
analisis de varianza que pone a prueba la hipotesis de igualdad de los factores (pH,
temperatura) sobre la pérdida de peso estandarizada, tomando en cuenta las siguientes
hipotesis (Montgomery, 2001):

Ho: t1 =12 = 0 (el factor A no influye)

Hi: algtin 7 ;. 0 (el factor A influye)

Ho: B1 = B2 = 0 (el factor B no influye)
H;: algun B;i » 0 (el factor B influye)

Ho: (tf);=0 para todos los i,j (no hay interaccion)

Ha: algun (zf);; » 0 (hay interaccion)
Los andlisis para el disefio factorial se realizaron mediante el programa Statgraphics

plus. Dicho programa calcula el coeficiente de determinacién R? que nos indica si existe un

ajuste de los datos al modelo propuesto.
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Comparacién de las respuestas entre corales y bivalvos

Para evaluar la diferencia en la pérdida de peso entre corales y bivalvos se realizaron
analisis de varianza no paramétricos (Kuskal-Wallis), pues los datos no cumplian con los

supuestos de normalidad para pruebas paramétricas.

RESULTADOS

Parametros fisicoguimicos

pH

El pH promedio del agua de mar de la bahia de Mochima para la fecha del ensayo fue
de 7,95+0,18. Registrandose valores de pH de 8,16; 7,82 y 7,88 para la primera, segunda y

tercera semana del ensayo experimental.

En cuanto a los microcosmos se hall6 que en general el valor promedio de pH para los
distintos tratamientos presentd una tendencia similar en las tres semanas del experimento
(Figs. 9, 10 y 11), con valores de pH mas elevados en T (control) y en T, (aumento de
temperatura) y valores mas bajos en T3 (aumento de CO,) y T4 (amento de temperatura y CO5,).
Se hallaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el pH de los 3 tratamientos
(T2, T3y Ty) y el control, en una misma semana (Kruskal-Wallis: H=58 01; H= 47,33; H=

49,83; p<0,05 para las tres semanas respectivamente).

Los tratamientos sin aumento de la concentracion de CO; (T; y T,) no produjeron
variaciones en el pH (p>0,05 durante las tres semanas de tratamiento). En cambio los
tratamientos donde si se aument6 este factor (T3 y Ty4), registraron variaciones en el pH
resultando similares entre si (p>0,05 para las tres semanas de tratamiento). Sin embargo, al
comparar el pH de los tratamientos a los cuales se les suministrd6 CO, (Tz y T4), con los
tratamientos sin CO, (T; y T,), se obtienen diferencias significativas en el pH registrado
(p<0,05) (Figura 9-11).
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Figura 11. pH promedio de los cuatro tratamientos para la tercera semana del ensayo.*

En las figuras 12, 13 y 14 se observan las variaciones diarias del pH (tres medidas
diarias) para los tres tratamientos y el control durante cada semana. Las curvas de pH para T,
y T, presentan comportamientos similares durante las tres semanas; presentando una ligera
disminucion del pH con el aumento de la temperatura durante la primera semana y un ligero
aumento del pH durante los dias 5y 6 de la segunda semana, y a partir del cuarto dia de la
tercera semana. Esto se debe a las variaciones de temperatura y salinidad de los sistemas que
afectan el pH de los mismos. Cabe destacar, que en ambas curvas (T; y T,) Se aprecia una
caida del valor de pH promedio durante el inicio de la segunda semana experimental que va
aumentando con el trascurso de los dias. En estos ensayos se aprecian valores de pH
constantes a lo largo de cada dia registrandose en desviaciones estandar muy pequenas.

Por el contrario, en las curvas de pH de T3 y Ty, los valores registrados presentan
mayores fluctuaciones a lo largo del dia. En estas curvas se observa una disminucion de pH

abrupta para el dia 3 de la segunda semana, en T3 a 6,73+0,33 y T, a 6,83+0,61.

' En las gréficas de cajas y bigotes, el rectangulo (caja) se encuentra alineado inferiormente con el primer cuartil (Q1) y superiormente por el
tercer cuartil (Q3). La linea horizontal que divide el rectangulo representa la mediana. Las lineas horizontales que se ubican por encima y
debajo del rectangulo (bigotes) representan la medicion mas grande y mas pequefia del conjunto de datos.

28



~

Do 00
oON D
oS00
ﬁ

~

~

e=fil== Aumento de temp.

~

~

pH promedio

DOOONNNNN®
NB O ON DO

~

Disminucién de pH

~

e Combinado

~

~

[eleololololololo}le]
—
“_

Dias de ensayo

Figura 12. Variacién diaria de pH en los 4 tratamientos para la primera semana del ensayo.

~

~

~

~

~

~

@ Control

e=fil== Aumento de temp.

~

~

@i Disminucion de pH

~

ey Combinado

~

~

pH promedio
O\CDCDCD\I\I}I\I\IOOOOOOOO
NDPAOOONDPOOXONDOD
[oleoleolololololololololele)

~

Dias de ensayo

Figura 13. Variacion diaria de pH en los 4 tratamientos para la segunda semana del ensayo.

~

~

<

~

- ——f——f—
I

T
=== Control
| e=fll== Aumento de temp.

l Disminucién de pH

~

~

~

~

~

~

e Combinado

~

pH promedio
DO DO NN NN 00000000
NDPAOOONDAOXONDOD
[olelelololololololololole]
]

<

Dias de ensayo

Figura 14. Variacion diaria de pH en los 4 tratamientos para la tercera semana del ensayo.



Temperatura

En la bahia de Mochima la temperatura del agua cercana a la Estacion de
investigaciones donde se realizd este estudio presentd un valor promedio de 24,1+1,15° C,
registrandose valores de temperatura promedio de 24,2; 23,0 y 25,3° C para la primera,

segunda y tercera semana, respectivamente.

Al igual que para el pH, en los microcosmos se hallé que en general el valor promedio
de temperatura para los distintos tratamientos presenta una tendencia similar en las tres
semanas del experimento. Por otra parte, la temperatura promedio presenta diferencias
significativas entre los 3 tratamientos y el control para las tres semanas del ensayo (Kruskal-
Wallis; H= 56,67; H=47,52; H=50,30; p<0,05 para las tres semanas respectivamente). Sin
embargo, luego de aplicar las pruebas a posteriori, U-Mann-Whitney, los promedios de
temperatura resultaron estadisticamente semejantes para el control y el tratamiento con
disminucion de pH (Tyy T3) con valores promedio de: 26,08+1,13° C y 26,28+1,08° C (p=
0,5786) para la primera semana; 26,31+1,10° C y 26,33+1,03° C (p= 0,8799) para la segunda
semana; y 26,24+0,96 ° C y 26,35t1,94 ° C (p= 0,759) para la tercera semana,
respectivamente. Asi como el tratamiento aumento de temperatura y el tratamiento combinado
(T2 y Ty4), con valores promedios de: 31,99+2,01° C y 32,25+1,76° C (p= 0,776) para la
primera semana; 31,81+1,17° C y 32,11+£1,01° C (p= 0,3264) para la segunda semana; Yy
32,41+1,09° Cy 32,47+1,01° C (p= 0,7692) para la tercera semana.

En cuanto a los promedios de temperatura, los tratamientos con aumento de este factor
(T. y Ty) y el control; y dichos tratamientos con relacion a T3 (disminucion de pH) presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Estas diferencias se pueden apreciar en
las figuras 15, 16 y 17; en donde a su vez, se destaca mayor similitud en los datos durante la

ultima semana, y mayor dispersion durante la primera semana del ensayo.
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Figura 17. Temperatura promedio para la tercera semana de tratamiento.

En cuanto a las variaciones diarias de temperatura durante el ensayo experimental
(Figuras 18 a 20), se registraron desviaciones estandares muy elevadas para los 4 tratamientos
durante las tres semanas, presentando dos valores atipicos, el tercero y sexto dia de la primera
semana para los tratamientos T, (aumento de temp.) y T, (combinado), registrandose un delta
de temperatura para el tercer dia de 5,7° Cen T,y 3° C en Ty; y para el sexto diade 5,3°Cy
7° C respectivamente. A su vez se registraron fluctuaciones notables de la temperatura durante

la primera semana de tratamiento.

Sin embargo el control y el tratamiento con disminucion de pH presentan un
comportamiento similar durante las tres semanas del ensayo experimental, exceptuando un
incremento atipico para el tercer dia de la primera semana registrandose en un valor promedio
de 27,5° C.
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Salinidad

La salinidad es uno de los parametros mas estables; por tal motivo se aprecian valores
estadisticamente similares en los tres tratamientos y el control, para las tres semanas de ensayo
(Kruskal-Wallis; p >0,05); registrandose valores promedios de Ty, T2, T3y T4 de 37,20+0,81;
37,18+0,79; 37,25+0,86 y 37,13+0,76 para la primera semana, 37,00+0,51; 36,81+0,65;
37,31+0,94 y 37,00+0,73 para la segunda semana y 37,18+0,52; 37,00+0,61; 37,29+0,58 y

37,24+0,66 para la tercera semana, respectivamente.

Comparando entre los tratamientos por semana, la salinidad se mantuvo més constante
en el control (T;) para la segunda semana y en el tratamiento con aumento de temperatura (T2)
para la tercera semana del ensayo experimental, siendo 37%o el valor predominante en ambos
casos (Figuras 22 y 23). A su vez, se registraron valores menores de salinidad para la segunda
semana (Figura 22), presentando la mayor dispersion de los datos para el tratamiento
combinado. Por altimo se registré mayor dispersion de datos durante la tercera semana de

ensayo (Figura 23).
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Figura 21. Salinidad promedio para la primera semana de tratamiento.
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Figura 22. Salinidad promedio para la segunda semana de tratamiento.
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Figura 23. Salinidad promedio para la tercera semana de tratamiento.

Sistema del CO, disuelto en los microcosmos

Los valores de pH en el agua de mar dependen del balance de las distintas especies

quimicas presentes en las reacciones 1y 2, descritas en la introduccion.
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En los tratamientos con inyeccion de CO, se registraron valores mayores de
concentracion de bicarbonatos, CO, disuelto y fugacidad del CO,. Mientras que en los
tratamientos sin inyeccion de CO, se registraron valores mas altos de concentracion de
carbonatos y estados de saturacion de la aragonita y calcita. Los tratamientos con aumento de
temperatura registran valores mas altos de alcalinidad (Tabla 2, Anexo 4). En cuanto al TCO,
presenta variaciones muy leves, mas no estadisticamente significativas, en todos los
microcosmos (Kruskal-Wallis, H=5,205; p=0,1574).

Tabla 2. Sistema del CO, disuelto en los microcosmos para los cuatro tratamientos durante las 3
semanas del ensayo experimental. Alcalinidad total (At), dioxido de carbono inorganico total (TCO,),
concentracion de CO, [CO,] de carbonato [HCO;] y bicarbonato [CO3*], fugacidad del CO, (fCO,);

saturacién de calcita (QQCa) y aragonita (Q Ar)

Semana Tratamiento At TCO; [HCOs] [COs"] [CO.] fCO; QCa QAr
(mmol/kg)  (umol/kg) (umol/kg) (umol/kg) (umol/kg) (patm)

1 Control 2450,5 2192,2 1912 269,25 10,87 3918 6,32 4,18
Aumento 2628,7 23294 2007,4 310,69 11,32 466,6 7,43 5,01
temperatura
Disminucion 22415 2206,4 2083,7 78,94 43,82 15948 1,87 1,24
pH
Combinado 23775 2330 2188,9 94,33 46,74 2056,1 2,27 1,55
2 Control 2456,9 22274 1971,6 242,69 13,07 4921 5,76 3,84
Aumento 2390,9 21219 1832,3 279,3 10,29 4138 6,67 4,48
temperatura
Disminucion 2429,7 2381,7 22453 92,22 44,09 1660,1 2,21 1,47
pH
Combinado 2606,6 2597,6 24541 76,25 67,31 27305 184 1,24
3 Control 2251,4 2008,6 1746,1 252,66 9,89 369 594 3,95
Aumento 2318,52 2022,1 1709,1 304,71 8,31 335,3 72 4,84
temperatura
Disminucion 22478 2209,9 2085,2 81,34 43,37 15946 191 1,27
pH

Combinado 2377,7 23157 21733 102,27 40,13 1621,7 2,42 1,63
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Pérdida de peso en los organismos

Las muestras sometidas a un mismo tratamiento presentaban pesos diferentes,
registrandose en desviaciones estandar muy elevadas (Tabla 3). Sin embargo al aplicar Anova
de una via se determin6 que dichas diferencias no son estadisticamente significativas (Anova:

F=0,119; p=0,94 para corales y F=0,289; p= 0,83 para bivalvos).

Tabla 3. Peso promedio inicial (g) y desviacion estandar de las muestras (n=6 para corales y bivalvos)
por tratamiento.

Control Aumento Disminucion Combinado

(T1) Temp. (T2) pH(T3) (T4)
Corales 9,475+1,807 9,651+1,665 9,047+2,555 9,603+1,633
Bivalvos 3,603+0,712 3,709+0,896 3,869+1,140 4,097+1,108

Al comparar el peso promedio inicial con el peso final de los organismos, luego de
aplicar cada tratamiento, se observa en todos una tendencia a perder peso incluyendo el
control, registrandose en las tablas 4 y 5 como delta de peso estandarizado en gramos por

Semana.

En el control, los corales (Tabla 4) registran una pérdida de peso inesperada durante la
segunda semana, incluso la pérdida es mayor que la obtenida para el resto de los tratamientos.
En cambio, para los bivalvos (Tabla 5), el tratamiento con inyeccion de CO; registra mayor
pérdida de peso que los demas tratamientos, siendo mayor durante la primera semana del

ensayo experimental.
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Tabla 4. Pérdida de peso promedio estandarizada y desviacion estandar de los fragmentos de coral

(n=6) para cada tratamiento por semana.

Tratamientos 1°® semana 2% semana 3*@ semana
Control 0,0013+0,0009 0,0022+0,0012 0,0012+0,0005
Aumento de temp. 0,0013+0,0006 0,0008+0,0004 0,0011+0,0005
Disminucién de pH 0,0021+0,0010 0,0016+0,0005 0,0022+0,0009
Combinado 0,0025£0,0015 0,0020+0,0007 0,0019+0,0010

Tabla 5. Pérdida de peso promedio estandarizada y desviacion estandar de las conchas de bivalvos
(n=6) para cada tratamiento por semana.

Tratamientos 1°® semana 2% semana 3*® semana
Control 0,0003+0,0002 0,0005+0,0002 0,0001+0,0001
Aumento de temp. 0,0005£0,0005 0,0001+0,0002 0,0004+0,0007
Disminucion de pH 0,0036+0,0016 0,0022+0,0015 0,0016x0,0014
Combinado 0,0028+0,0009 0,0016+0,0016 0,0012+0,0009

Tasa de disolucidn de los organismos

En cuanto a la tasas de disolucion de los esqueletos de CaCOs3, se observaron algunas
diferencias entre las dos especies. Para los corales se obtuvo una mayor velocidad de pérdida
en el tratamiento combinado y menor para el tratamiento con aumento de temperatura,
destacdndose una tasa de disolucion muy alta para el tratamiento control (Tabla 6.a). A
diferencia de los bivalvos, en donde se registra mayor pérdida de peso por dia en el
tratamiento con inyeccion de CO; (disminucién de pH), seguido en magnitud por el
tratamiento combinado, mientras que el control y el tratamiento con aumento de temperatura
presentan una tasa de disolucion muy baja, diferencidndose en un orden de magnitud (Tabla
6.b). En los Anexos 5-8 se encuentran las figuras para la tasa de disolucion por muestra, para

ambos grupos de muestras.
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Tabla 6. Tasa de disolucion promedio de las tres semanas expresada por dia. Los valores fueron
estandarizados respecto al peso inicial de cada muestra en cada semana. (a): Tasa de disolucion para
corales (g/d). (b): Tasa de disolucion para bivalvos (g/d).

a b
Tratamiento Tasa de disolucién (g/d) Tratamiento Tasa de disolucion (g/d)
Control 2,60E-04+ 9,00E-05 Control
4,46E-05+3,08E-035
temperatura 1.80E-04= 4,00E-05 temperatura 5.47E-05+3,86E-05
Disminucién de pH 3.30E-04+ 6,00E-05 Disminucién de pH 4,06E-04+1,69E-04
Combinado 3,60E-04+ 5,00E-05 Combinado

3.07E-04+1,38E-04

Disefio experimental factorial 22

En la tabla 7 se aprecian los valores estimados de los efectos para los factores
estudiados y la interaccion entre ambos, tanto para las tres semanas del ensayo por separado,
como para los valores acumulados. Los valores positivos indican que la relacién entre el
efecto del factor (CO, o temperatura) y la respuesta de la variable (pérdida de peso
estandarizada) es proporcional, es decir, a medida que el factor incrementa, la pérdida de peso
incrementa. Mientras que los valores negativos indican que la respuesta es inversamente

proporcional, es decir, a medida que el factor aumenta la pérdida disminuye (Figura 24).

Tabla 7. Efectos estimados y acumulados de los factores CO, temperatura y la interaccién de ambos.
Los valores en negrita indican los efectos estadisticamente significativos para esa semana. Los efectos
acumulados se expresan como S12 (primeras dos semanas) y S123 (para las tres semanas de

tratamiento. (a): Valores estimados para corales. (b): Valores estimados para bivalvos.

a b
Semanas Co, T Interaccion Semanas CO, T Interaccion
S1 0,00100 0,00017 0.00020 S1 0,00270 -0,00026 -0,00054
S2 0,00030 -0,00050 0,00088 S2 0,00160 -0,00048 -0,00011
S3 0,00094 -0.00014 -0,00014 S3 0,00110 -0,000058 -0,000325
S12 0,00129 -0,00033 0,00110 S12 0,00438 -0,00074 -0,00065
$123 0,00220 -0.00050 0,00095 S123 0,00552 -0.000783 -0,00096
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En la figura 24 también se puede observar la magnitud de los efectos de los factores.

En la figura 24.a, para los corales se observa que la magnitud del efecto del factor CO; es

mayor para la primera y tercera semana y menor para la segunda semana (siempre positiva),

mientras que para el factor temperatura la magnitud del efecto es positiva durante la primera

semana y negativa durante la segunda y tercera semana. En cambio para los bivalvos (Figura

24.b), la magnitud del efecto CO, decrece con el tiempo, mientras que la magnitud del efecto

T es mayor durante la segunda semana de tratamiento y no se observa efecto durante la tercera

Semana.
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Figura 24. Efectos estandarizados en funcion del tiempo para los dos factores estudiados. (a): Valores

estimados del efecto para corales. (b): Valores estimados del efecto para bivalvos.

40



Relacionando lo anteriormente explicado, para los corales y bivalvos tenemos una
relacion positiva entre la pérdida de peso por el factor CO,, es decir que al incrementar las
concentraciones de dioxido de carbono disuelto aumenta la pérdida de peso. Con la diferencia
de que para los corales, la pérdida de peso debida al factor es menor durante la segunda
semana, mientras que para los bivalvos la pérdida decrece con el tiempo. En cambio para el
factor temperatura, en los corales, se observa durante la primera semana una relacién positiva,
es decir, que al aumentar la temperatura, la pérdida de peso estandarizada es mayor mas no
estadisticamente significativa; mientras que durante la segunda y tercera semana para los
corales y las tres semanas para bivalvos la respuesta es negativa, sefialando que un aumento de

la temperatura conlleva a una disminucion de la pérdida de peso.

En cambio, en la figura 25 se observan los efectos acumulados de los factores;
indicando, tanto para corales como bivalvos, que la pérdida de peso debido al CO, aumenta
con el tiempo, es decir que durante las tres semanas hay pérdida, variando la velocidad de la
misma. En los corales la velocidad de pérdida aumenta con el tiempo de exposicion de las
muestras al factor; mientras que en los bivalvos la velocidad disminuye con el tiempo. En
cuanto al factor temperatura, la velocidad de pérdida disminuye con el aumento del tiempo de

exposicion al factor para bivalvos y aumenta para corales.
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Figura 25. Efectos acumulados de los factores estudiados. (a): Valores estimados del efecto para

corales. (b): Valores estimados del efecto para bivalvos.

En las figuras 26 y 28 se puede comparar la respuesta de la variable (pérdida de peso
estandarizada) a los efectos del CO,, temperatura y a la interaccion de ambos factores, por
semana para corales y bivalvos. En estas figuras las barras representan el efecto estandarizado,
mientras que el eje x sefiala el valor critico a partir del cual hay significancia del efecto del
factor (nivel critico, t= 2,13 en un 95% de confianza), sefialado por la linea vertical. Los
signos positivos 0 negativos de los efectos representan su relacion directa o inversamente

proporcional (respectivamente) con la respuesta de la variable.

Mientras que en la figura 27 se evidencia graficamente el efecto significativo de la
interaccidon de ambos factores para los corales en la segunda semana de tratamiento, en este
gréafico se observa que, aunque no es significativa, la pérdida de peso es mayor cuando los dos
factores (CO, y temperatura) poseen el mismo nivel que al considerar la variacion de un solo
factor. Las graficas de interaccion para los 4 tratamientos tanto para corales como bivalvos se

pueden visualizar en los Anexos 1y 2.
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Figura 26. Gréficas de Pareto de los efectos estandarizados de los factores (A: concentracion de CO,,
B: Temperatura y AB: Interaccion de ambos factores) para el disefio experimental factorial 2 y su
nivel de significancia, para corales. (a): Respuesta para la primera semana de tratamiento. (b):
Respuesta para la segunda semana de tratamiento. (c): Respuesta para la tercera semana de tratamiento.
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Figura 27. Interaccion entre los factores para corales. PE2 se refiere a la pérdida de peso estandarizada

para la segunda semana.
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En la figura 28 se representa la respuesta de la variable pérdida de peso estandarizada
de bivalvos en una sola gréfica ya que el comportamiento fue similar durante las tres semanas

de duracion del ensayo.
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Figura 28 Gréficas de Pareto de los efectos estandarizados de los factores (A: concentracion de CO,,
B: Temperatura y AB: Interaccion de ambos factores) para el disefio experimental factorial 2 y su
nivel de significancia, para bivalvos. La gréfica representa el efecto de los factores para las tres

semanas de tratamiento.

En la siguiente tabla se observan los valores obtenidos para el coeficiente de
determinacién r?, el cual indica el grado de ajuste del modelo a los datos obtenidos
(porcentaje de la variacion de peso que puede explicar el modelo). Los resultados se presentan

para cada semana para cada grupo estudiado.
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Tabla 8. Valores obtenidos para el coeficiente de determinacion R? por semana para los dos grupos de

muestras.
Semana Corales Bivalvos
1 32,67% 77,40%
2 46,34% 63,59%
3 43,05% 56,95%

Comparacion entre la pérdida de peso para corales y bivalvos

Por ultimo, al comparar la pérdida de peso entre corales y bivalvos se observan diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos de muestras, para cada uno de los

tratamientos (Tabla 9).

Tabla 9. Kruskal-Wallis para comparar la pérdida de peso entre corales y bivalvos por cada
tratamiento.

Tratamiento H p
Control 8,31 0,003948
Aumento de temperatura 7,41 0,005588
Disminucién de pH 7,41 0,00648
Combinado 8,31 0,003885
DISCUSION

Parametros fisicoguimicos

pH

El pH de los océanos se encuentra regulado por el didéxido de carbono disuelto en el
agua, acido carbodnico, carbonato y bicarbonato (Turekian, 1974); la presencia de estos

compuestos en el agua de mar le confieren una caracteristica amortiguadora o budffer a los
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océanos. Debido a este parametro, el sistema de CO, se mantiene en equilibrio, producto del
“Principio de Le Chatelier”, el cual indica que al variar la concentracion de uno de los
compuestos quimicos que integra al sistema, el mismo se desplaza entre especies en solucién
hasta alcanzar un nuevo equilibrio, manteniendo asi el pH en el agua de mar (Chang y col.
2013).

El pH del agua superficial del mar es ligeramente alcalino, con un valor promedio de
8,2+0,3 pudiendo variar debido a las variaciones locales, regionales y estacionales (Raven y
col. 2005). El pH promedio registrado para la bahia de Mochima es de 7,95+0,18, a este valor
de pH predomina la concentracion de bicarbonato (HCO3') y en menor medida, los carbonatos
(CO3%), siendo muy baja la concentracién de CO,. En el presente estudio se alterd la
condicion de pH promedio del agua, contenida en los microcosmos T3 y T4, mediante el
aumento de la concentracion de CO,. A medida que la concentracion de CO, aumenta, el
sistema, para mantener el equilibrio del mismo, desplaza la reaccion hacia los productos
aumentando la concentracion de H,COg3 (&cido carbonico) (Reaccion 1.a); este ion se disocia
dando como producto los iones de HCO5  y H* (Reaccion 1.b); el COs* presente en solucién
reacciona con los iones libres H* favoreciendo la formacion de HCO; y disminuyendo asi su
concentracion. Por lo tanto, el aumento de la concentracion de H* determina la disminucion

del pH del agua.

Al incrementar la temperatura del medio (tal como se hizo en T,) ocurre una
disminucion logaritmica del pH, no mayor de 0,1 unidades por cada 10° C para una solucion
de agua dulce en equilibrio; esto ocurre por efecto termodindmico, en donde el aumento de la
temperatura tiende a aumentar el estado entrépico? del sistema, desplazando la reaccion en el
sentido que sea mayor el grado de libertad, asi el estado ionizado® es el més probable (Dotro
y col. 1994). Sin embargo, en el agua de mar existe otro factor que influye, como por ejemplo
la solubilidad del CO, (Alvarez-Borrego, 2007). Cuando la temperatura aumenta, reduce la
solubilidad del CO, disminuyendo la concentracion de dicho compuesto en el agua y
aumentando la concentracion de carbonatos y los iones OH", esto favorece un aumento del

pH. Estos efectos se combinan entre si, solapando la variacion de pH debido a la temperatura.

2 Entropfa Es una funcién de estado que define el grado de libertad de las moléculas que intervienen en el sistema.
% lonizacion: Método fisico o quimico por el cual se producen iones. Los iones son 4tomos o moléculas que han ganado o perdido electrones
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Por tal motivo, se observa variaciones minimas del pH al aumentar la temperatura,
registrandose para la primera semana una disminucion, y para el sexto dia de la segunda
semana, asi como, el cuarto y quinto dia de la tercera semana se observa en general un

aumento del pH.

La disminucion de pH registrada para las muestras del control (T;) y el tratamiento con
aumento de temperatura (T,), en la segunda semana de ensayo, se debid al cambio en la
direccién del viento en el dia de la toma de agua. La estacion bioldgica estd muy cerca de la
planta de tratamiento de las aguas residuales del pueblo de Mochima, la cual no se encuentra
operativa, por lo que el agua residual llega al mar sin ser tratada. El dia en el cual se hizo el
recambio de agua correspondiente a la segunda semana del experimento el viento sopl6 en
direccidn oeste-este, arrastrando las aguas residuales hacia la toma de agua de la estacion,
originando un aumento en las concentraciones de nutrientes y de materia organica. Esta
condicion anémala influy6 en el pH de los microcosmos, observandose una disminucion en el

pH en el agua de mar bombeada en los microcosmos para la segunda semana.

Las variaciones diarias de pH para los tratamientos con inyeccion de CO, se debe a la
caracteristica amortiguadora del agua de mar, que tiende a restablecer el pH original del medio
para alcanzar nuevamente su estado de equilibrio (Principio de Le Chatelieur); por lo tanto, si
se disminuye este parametro, favoreciendo el aumento de las concentraciones de bicarbonato y
dioxido de carbono, a medida que pasen las horas, el medio tiende a restablecer el equilibrio y
aumenta la concentracion de carbonato, dando como consecuencia la disminucion de
bicarbonato, aumentando el pH. Por otro lado, la caida del pH registrada para el tercer dia de
la tercera semana de ensayo se debid a un error de manipulacion, ya que se inyecté una mayor

cantidad de COy, registrandose en una disminucién de pH significativa.

Temperatura

La temperatura del agua de mar es un parametro fisicoquimico que se encuentra
influenciado por la temperatura del ambiente, hora del dia y circulacion del aire (LOpez,
2012). La Bahia de Mochima se caracteriza por presentar temperaturas superficiales menores a
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25° C durante los meses de enero a mayo, debido al fendmeno de surgencia costera (Gonzélez
y col. 2006; Sénchez, 2006), sin embargo, este fendmeno no actla siempre con la misma
intensidad y duracién (Quintero y col. 2004; Sanchez, 2006). Al tomar el agua de mar para los
microcosmos, se registraron valores de temperatura entre 23 y 24° C durante el mes de febrero
y 25,3° C durante la ultima semana de experimentacion, la cual coincidié con el inicio del mes
de marzo. Este aumento de temperatura, durante la Gltima toma de muestra, coincide con el
primer maximo de radiacion solar en Mochima (Quintero y col. 2004), esto produce un
aumento de la temperatura atmosférica en esta zona y por consiguiente de la temperatura en la

superficie del mar.

Por otra parte, la temperatura ambiental, en la bahia de Mochima, puede alcanzar
variaciones diarias entre 0,62 y 2,89° C (Quintero y col. 2004). Lo anterior explica lo
observado en los microcosmos, donde la temperatura present6 variaciones diarias importantes,
tal como lo indican las desviaciones estandares elevadas; a su vez, en los tratamientos sin
modificacion de temperatura, se observaron valores mayores a los registrados durante la toma
de agua (promedios de 26° C). En estos tratamientos la temperatura de los microcosmos se
encuentra en equilibrio con la temperatura del ambiente con el fin de disminuir la
manipulacion excesiva de los mismos y permitir recrear en mayor medida las condiciones del
ecosistema natural. Por lo tanto existe un efecto de la temperatura ambiental sobre estos

€nsayos.

En cuanto a las anomalias en los valores de temperatura, durante la primera semana del
ensayo experimental para el tratamiento con aumento de esta variable y el tratamiento
combinado, debemos sefialar que fueron ocasionadas por fallas en los termostatos durante el
cuarto y quinto dia de tratamiento, por lo que fue necesario reemplazarlos por otros
termostatos para el inicio de la segunda semana, consiguiendo asi estabilizar los valores de

temperatura durante el resto del ensayo experimental.

Es importante destacar que no se realizo una calibracion adecuada del electrodo con el
cual se midio la temperatura, pues la calibracion se realiz6 a temperatura ambiente en lugar de

calibrarse también a 32° C antes de la medicion del parametro en los tratamientos, arrastrando

48



de esta forma un error relativo por defecto durante el ensayo experimental de -1,0625%, para

los tratamientos con aumento de este factor.

Salinidad

La salinidad del océano esta definida como la cantidad de gramos de sales disueltas en
100 gramos de agua de mar, siendo uno de los parametros mas estables (Turekian, 1974),
pudiendo variar por dos factores: el primero, por aumento de la temperatura ya que esto da
como consecuencia, un aumento en la evaporacion del agua y por lo tanto un aumento en la
concentracion de sales; en segundo lugar, el aporte de agua dulce ya sea por rios o0 aguas
tratadas que desemboquen en la costa. Para evitar el primer factor se busco precisamente un
flujo continuo de agua con renovacion de la misma entre mediciones de los esqueletos. El
segundo factor no afecta el ensayo experimental ya que los microcosmos se encuentran

aislados.

La salinidad promedio fue de 37%. durante el tiempo de duracion del ensayo
experimental. Estos altos valores de salinidad se deben a la baja intensidad y frecuencia de
precipitaciones para la fecha, coincidiendo con la temporada de sequia en la region (Quintero
y col. 2004; Sanchez, 2006).

La mayor variacion de salinidad se registr6 para el tratamiento con disminucién de pH
y el tratamiento combinado, pues al aumentar el dioxido de carbono disuelto en el
microcosmo, las concentraciones de bicarbonato y calcio disuelto aumentan, siendo la
concentracion de estos factores parte de los componentes principales que determinan la
salinidad del agua de mar (Turekian, 1974). Ademas en el tratamiento combinado la salinidad
también se vio afectada por el aumento de la temperatura, por efecto de una mayor

concentracion de dichas sales.

Sistema del CO, disuelto en los microcosmos

La quimica del carbono en el agua de mar es muy compleja, debido a que no todos los
compuestos quimicos del TCO, se pueden medir directamente. Sin embargo, en la actualidad,

con la medicion de dos de estas cuatro variables: Ar, pCO, TCO, y pH; se puede calcular la
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distribucion de todas las especies de carbonato (Pérez y col. 2000; Kleypas y col. 2006). En
este estudio se utilizaron el pH y la alcalinidad total.

La alcalinidad como medida directa de la concentracion de carbonato y bicarbonato, es
un factor quimico que regula el pH del mar (Ramirez, 1983), junto con el TCO,, la
temperatura, salinidad y presion (Hernandez-Ayo6n y col. 2003; Alvarez-Borrego, 2007). En
nuestro sistema, la alcalinidad se encuentra influenciada por el aumento de temperatura, ya
que esto aumenta la concentracion de carbonato de los microcosmos registrandose en un
aumento de dicha medida. A su vez, el aumento de la concentracion de CO; disuelto en el
medio aumenta la concentracién de bicarbonato, dando una disminucién en la concentracién

de carbonato, manteniéndose este valor casi constante.

El TCO; es la suma de todos los compuestos quimicos del diéxido de carbono
inorganico total (Ecuacién 1). Al disminuir el pH de un microcosmo por inyeccién de CO,, se
alteran significativamente las concentraciones de los demas compuestos quimicos del TCO»,
con el fin de mantener constante dicho parametro (principio de Le Chatelieur) (Alvarez-
Borrego, 2007). Por tal motivo, en los microcosmos, a medida que afiadimos didxido de
carbono, aumenta la presion de CO; en nuestros sistemas, el carbonato se solubiliza obligando
a la disminucion de la concentracién de dicho ién, y asi, aumenta la concentracion de

bicarbonato, obteniendo constantes las concentraciones de TCO,.

El TCO, para las aguas superficiales del Atlantico oscila entre 1.947,4 y 2.200
umoles/kg (Alvarez-Borrego, 2007; Gonzalez-Davila y col. 2010); los valores minimos de
carbonato, bicarbonato y dioxido de carbono disuelto son: 200, 1.974,4 y 10 umoles/ kg,
respectivamente (Millero, 1995; Alvarez-Borrego, 2007, Hoegh-Guldberg y col. 2007;
Gonzélez-Davila y col. 2010), siendo comparables estos valores con los obtenidos en el
ensayo experimental para el tratamiento control. Las variaciones de estas concentraciones
concuerdan con el tratamiento aplicado en cada caso. Por otra parte, la At oscila entre
2.287,31 y 2.331,59 umoles/kg para valores de salinidad entre 34 y 36%o0, valor de pH entre
7,94 y 8,013 y de temperatura entre 23 y 25° C (Pérez y col. 2000). Los valores de alcalinidad

son mayores en el ensayo experimental; esto se debe a los valores elevados de temperatura y
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salinidad de los microcosmos, estan afectando la concentracion de los iones en el sistema

influyendo en un aumento de la alcalinidad del medio.

La presion parcial del CO, expresada en términos de fugacidad del CO, (fCO,) se
encuentra fuertemente relacionada con la variacion de temperatura oscilando entre valores
cercanos a 390 patm a 25° C (Gonzélez-Davila y col. 2010). Este pardmetro es proporcional a
la concentracién de CO,, por lo tanto, al aumentar la concentracion de dioxido de carbono
aumenta la presion y si se disminuye su concentracion baja la presion (Chang y col. 2013).
Los valores de fCO, obtenidos para el control son cotejables con los valores registrados por
Gonzélez-Davila y colaboradores, (2010).

Al aumentar la temperatura disminuye la concentracion y presion del CO,,
coincidiendo esto con los resultados obtenidos para el tratamiento de aumento de temperatura
para la segunda y tercera semana, sin embargo, durante la primera semana se observa mayor
concentracion de dioxido de carbono y mayor presion. Esto puede deberse a error en la

titulacion ya que la alcalinidad total da mayor para el tratamiento con aumento de temperatura.

La disminucion de pH afecta el estado de saturacion para la aragonita y la calcita (Qqr
y Qca, respectivamente). El Qg en la superficie de los océanos oscila entre 3,4 y 3,65 (a 25°C
de temperatura y 35%o de salinidad) (Hoegh-Guldberg y col. 2007; Gonzélez-Davila y col.
2010); pudiendo variar por el aumento de presion y disminucion de pH hasta valores de 1,4 o
cercanos a este; en cambio Qc, registra valores mayores de 5,44 y decrece a valores cercanos a

2 con la disminucion de pH y aumento de presion (Gonzélez-Davila y col. 2010).

En lineas generales, se puede comparar el sistema del CO; entre los tratamientos con
inyeccion de este gas y los tratamientos sin inyeccion del mismo, apreciandose grandes
diferencias; sin embargo, como se menciond anteriormente, la temperatura afecta las
concentraciones de TCO, asi como la solubilidad del diéxido de carbono (Chang y col. 2013),
por lo tanto, entre el control , el tratamiento con aumento de temperatura , el tratamiento con
inyeccién de CO; y el combinado, se observan diferencias en menor escala. La concentracion
de carbonato es mayor en los tratamientos con aumento de temperatura que en los tratamientos
sin variacion de este factor, mientras que la concentracion de CO, es menor. Esto se debe a

que el aumento de la temperatura disminuye la solubilidad del CO, aumentando la
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concentracion de carbonato y disminuyendo la concentracion de bicarbonato y del didxido de

carbono, tal como se explic6 anteriormente.

Pérdida de peso en los organismos

Nuestros resultados sugieren que una disminucién de pH de los océanos de 0,6
unidades causada por el incremento de los niveles de CO, disuelto en el agua conllevaran a un
aumento en la tasa de disolucion de los esqueletos de corales y bivalvos. Esto se debe a que al
aumentar las concentraciones de dioxido de carbono disuelto en el mar, aumentan las
concentraciones de bicarbonato y protones (H"), resultando en la disminucion de pH; el
carbonato reacciona con el exceso de protones libres, disminuyendo la disponibilidad de dicho
ion para reaccionar con el calcio y formar carbonato de calcio (Reaccion 3). Esto disminuye el
estado de saturacion del carbonato de calcio resultando en una disolucion de los esqueletos

calcareos de las muestras.

A su vez, la estabilidad de la calcita y aragonita se ve afectada por la cantidad del CO,
en el agua de mar y este factor se encuentra parcialmente determinado por la temperatura del
agua (Guinotte y Frabry, 2008). Como se menciond anteriormente, el aumento de la
temperatura disminuye la solubilidad del CO,, por lo tanto disminuye la concentracion de
diéxido de carbono disuelto, aumenta la concentracion del carbonato y aumenta el pH por el
incremento de los iones OH’, favoreciendo la precipitacion porque aumenta el estado de
saturacion del carbonato de calcio, o por lo menos no afectando la disolucion, ya que la tasa de
disolucién del carbonato de calcio esta inversamente relacionado con la temperatura
(McClintock y col. 2009). Sin embargo, en nuestros resultados se observa una tendencia a
perder peso en los tratamientos, aunque no son estadisticamente significativas. Esto significa

que existen otros factores que estan afectando la superficie de las muestras.

Lo mismo se aprecia en el tratamiento donde las condiciones fisicoquimicas del
microcosmo se asemejan a la del mar en equilibrio. Si no hay variaciones de la concentracion
de carbonato y bicarbonato del medio no se espera observar pérdida de peso. Sin embargo esto
ocurre en el control. Estas pérdidas de peso inesperadas en estos tratamientos pueden deberse

a que las muestras se colectaron a orillas de las playas a nivel de la zona intermareal por lo
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tanto se encontraban expuestas a efectos erosivos tales como agua, viento, cambios de
temperatura, etc. Estos efectos acttan sobre la estructura externa de las muestras degradando a
las mismas desde mucho antes de someterla a los tratamientos, debilitando la estructura
incluso antes de su uso para el ensayo, por lo tanto al manipularlas durante los tratamientos

registran pérdidas de peso, siendo mayor para los corales.

Segun los resultados de este trabajo, el efecto de la temperatura y la concentracion de
CO; con relacion a la pérdida de peso de los organismos estudiados son opuestos, siendo
significativa unicamente la concentracion de CO,. Por lo tanto, en el tratamiento combinado
(T4) se deberia observar una pérdida de peso menor al tratamiento con inyeccion de CO; (Ts).

Esto se cumple en los bivalvos, mas no para los corales.

Estas diferencias entre las conchas de bivalvos y los esqueletos del coral, se deben a las
diferencias estructurales de los esqueletos calcareos de los mismos. En general, los bivalvos
poseen tres capas: el periostraco y dos capas de carbonato de calcio. El primero forma una
capa de proteina en el exterior de la concha, que confiere proteccion y proporciona el sitio de
nucleacion para el carbonato de calcio. La capa interior suele ser de aragonita nacarada,
mientras que la capa exterior suelen ser de calcita, aragonita 0 una combinacion de ambos
(Harper, 2000; Raven y col. 2005; Hahn y col. 2012). A su vez, también poseen una
proporcion de matriz organica, en su mayoria entre los cristales de carbonato de calcio, como
laminas dentro de la concha o dentro de los cristales individuales que afecta la solubilidad de
la misma, ya sea retrasandola como promoviéndola (Harper, 2000). En cambio los corales
poseen una matriz organica que permite la cristalizacion del carbonato de calcio en forma de
aragonita (Sandeman, 2012). Estas diferencias estructurales influyen sobre la velocidad de
disolucién y sobre los factores que afectan a un grupo u otro, siendo menor la velocidad de
disolucién para bivalvos que para corales al aumentar la temperatura y aumentar la

concentracion de CO.,.

La disolucion de los esqueletos calcareos de organismos marinos se encuentra regulado
por la interaccion de varios factores (lglesias-Prieto y col. 2014), tales como: el estado de
saturacion del carbonato de calcio, las propiedades fisicoquimicas del mar, la proporcion de la
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matriz orgénica en el esqueleto, la estructura cristalina del carbonato de calcio y el tamafio de
los cristales. Sin embargo existe otro factor importante que afecta la disolucion de los
esqueletos de carbonato de calcio, que es la relacion superficie/ volumen de las muestras
(Harper, 2000). El peso estandarizado en funcion al peso inicial se encuentra asociado al area
de superficie de la muestra. Las muestras de bivalvos poseen un peso menor que los
fragmentos de corales y los corales poseen menor area superficial en contacto con los factores
corrosivos que los bivalvos. Esto se traduce en una pérdida de peso menor en los tratamientos
con aumento en la concentracion de CO, para los corales, ya que este es el factor que genera

una respuesta significativa en la pérdida de peso.

Por otro lado, un factor que pueda estar ejerciendo influencia en las anomalias en las
pérdidas de peso en los tratamientos, puede ser la variabilidad en peso y tamafio de las
muestras, aun cuando el andlisis estadistico sefiala que nos son significativos, pero como se
menciond anteriormente, el area superficial en contacto con el agua influye en la velocidad de

disolucién.

Con la excepcidn del tratamiento con disminucién de pH por efecto del aumento de la
concentracion de CO,, los bivalvos sufrieron una pérdida de peso menor (estadisticamente
significativa) que los corales, confirmando con esto, que las diferencias estructurales son un

factor de peso en la disolucion de los esqueletos.

La forma de ejecucion del experimento nos permite estimar la variacion de los efectos
en el tiempo, ya que se llevo a cabo durante tres semanas en las cuales se tomaron en cuenta
las variaciones fisicoquimicas naturales, al recambiar el agua al finalizar una semana de
tratamiento. La respuesta de los corales a los factores estimados y la respuesta de los bivalvos
al factor temperatura, demuestran un efecto mayor durante la segunda semana de tratamiento.
Sin embargo los bivalvos responden al factor CO, disminuyendo la pérdida a medida que
aumenta el tiempo de exposicion al factor. Estos resultados confirman que hubo una variacién
anomala durante la segunda semana de tratamiento, coincidiendo con los errores
experimentales y cambios de las variables fisicoquimicas ambientales durante dicha semana.

Por otra parte, los efectos acumulados de los factores indican que la disolucion y la velocidad
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de la misma aumentan con el aumento de CO,, siendo comparables estos resultados con los
obtenidos por Nienhuis (2009). Es importante sefialar que durante el ensayo experimental no
hay continuidad en los tratamientos, sin embargo si la hay en la pérdida de peso porque se

sometieron a los tratamientos los mismos organismos durante las tres semanas.

Por ultimo es importante destacar que los valores de determinacion del modelo
factorial parecen indicar, que éste no explica la variabilidad de la pérdida de peso durante las
tres semanas de ensayo (Tabla 8), posiblemente por las anomalias presentadas durante la
elaboracion del ensayo experimental. Por tal motivo se podrian plantear cambios
metodoldgicos con el fin de obtener resultados mas precisos.
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CONCLUSIONES

« El aumento de la concentracién de diéxido de carbono disuelto en los microcosmos
reduce el pH del medio, causando un incremento significativo en la disolucion de los

esqueletos de carbonato de calcio de Asaphis deflorata y Orbicella annularis.

« Al incrementar la temperatura del medio disminuye la tasa de disolucion de los
esqueletos de ambas especies, ya que el aumento de este factor afecta directamente
proporcional el estado de saturacién de la calcita y de la aragonita e inversamente a la

constante de solubilidad del carbonato de calcio.

» Existen diferencias en las tasas de disolucion de los esqueletos de las dos especies
estudiadas, tanto para el tratamiento de incremento de la temperatura como para el
aumento de dioxido de carbono.

» La pérdida de peso de los esqueletos de O. annularis y A. deflorata es resultado de la
interaccion de varios factores, tales como: el estado de saturacién del carbonato de
calcio, las propiedades fisicoquimicas del mar, el peso inicial de los mismos y

posiblemente la forma, tamafio y composicion mineraldgica de los esqueletos.

« En los microcosmos, la concentracion del diéxido de carbono fue determinante en la
pérdida de peso de los esqueletos de ambas especies. Sin embargo, la interaccion de los
factores estudiados (CO, y Temperatura) no afecta significativamente la disolucion de

los esqueletos, al menos para las condiciones experimentales aqui consideradas.
« El modelo factorial 2% no permitié explicar de forma similar, la variabilidad en la

pérdida de peso de los esqueletos de las dos especies. EI mejor ajuste del modelo se

obtuvo para los bivalvos
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En funcion de los resultados de este estudio experimental se concluye, de manera
general, que las condiciones de dioxido de carbono atmosférico generadas por el cambio
climatico, afectan directamente al equilibrio del sistema didxido en los sistemas marinos,
produciendo consecuencias negativas en los organismos que presentan esqueletos de
carbonato de calcio, pudiendo conducir al deterioro y perdida eventual de los mismos. La
velocidad de pérdida de estos esqueletos dependera principalmente del aumento del CO,

disuelto en el agua y del grupo taxonémico implicado.

RECOMENDACIONES

— Replantear el disefio experimental tomando en cuenta los siguientes cambios en la

metodologia:

1. Seleccionar fragmentos de coral de colonias diferentes pero bajo las mismas
condiciones fisicoquimicas del medio. Asi como también tomar las muestras de
organismos Vvivos de edades similares (tanto de corales como bivalvos).

2. Aumentar el ndmero de réplicas y disminuir la variabilidad inicial en las
muestras.

3. Mantener constante el agua durante todo el ensayo experimental y disminuir la
variabilidad de los factores.

4. Tomar en cuenta otras variables respuesta.

— Estudiar la interaccién entre la disolucion de los esqueletos con la calcificacion, para
obtener una estimacion mas real del efecto de la acidificacién de los océanos y sus

consecuencias sobre los organismos marinos de nuestras costas.
— Profundizar en el conocimiento de las estructuras y composicion mineralogica de las

conchas de Asaphis deflorata, pues es una especie de gran interés comercial en el

oriente del pais.
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Anexo 1. Interaccion entre los factores y sus niveles de estudio, por semana para corales. PE1, PE2 Y

PE3 se refieren a la pérdida de peso estandarizada para la semana 1, 2 o 3 respectivamente. (a):

Interaccion para la primera semana. (b): Interaccion para la segunda semana. (c): Interaccion para la

tercera semana.
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Anexo 2. Interaccion entre los factores y sus niveles de estudio, por semana para corales. PE1 PE2 y

PE3 se refieren a la pérdida de peso estandarizada para la semana 1, 2 o 3 respectivamente. (a):

Interaccion para la primera semana. (b): Interaccion para la segunda semana. (c): Interaccion para la

tercera semana.
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Anexo 3. Concentracion de iones carbonato y bicarbonato expresada en el logaritmo de la

concentracion molal obtenidos mediante titulacion colorimétrica.

Semana Tratamiento Log [COs*] Log[HCO3]
1 Control -3,624 -2,679
Aumento de temperatura -3,489 -2,677
Disminucién de pH - -2,642
Combinado - -2,616
2 Control -3,551 -2,701
Aumento de temperatura -3,5651 -2,712
Disminucion de pH - -2,609
Combinado - -2,578
3 Control -3,630 -2,720
Aumento de temperatura -3,569 -2,729
Disminucién de pH - -2,640
Combinado - -2,615

Anexo 4. Promedio, de las tres semanas de ensayo, del sistema del CO, disuelto en los microcosmos,

en los tres tratamientos. Alcalinidad total (At), diéxido de carbono inorgéanico total (TCO,),
concentracion de CO,[CO,] de carbonato [HCO;] y bicarbonato [COs%], fugacidad del CO, (fCO,);

saturacion de calcita (QCa) y aragonita (Q Ar).

Tratamiento At TCO, [HCO4] [CO57] [CO,]
(mmol/kg)  (umol/kg) (umol/kg) (umol/kg) (umol/kg)
Control 2498,97 214273 1876,57 254,87 11,28
Aumento 2573,10 2157,80 1849,60 298,23 9,97
temp.
Disminucién 234450 2266,00 2138,07 84,17 43,76
pH

Combinado 2492,33 241443 2272,10 90,95 51,39

pCOZ (patm)

418,93
406,43

1621,60

2142,40

QCa

6,01
7,10

2,00

2,18

QAr

3,99
4,78

1,33

1,47

67



0,000700
]
#
& 0,000600
£ /\‘
§ 0,000500
s / = =M1
-
& 0,000400 —B=M2
£
2 0,000300 =d=M3
=
] —==M4
2 0,000200
3 ——=M5
3 0,000100 [~ Y
'_
0,000000 )
6 dias 12 dias 18 dias
Nimero de dias

0,000100
0,000090

$0,000080
-]

—=M1

£0,000070
:

M2

o
20,000060
T
“%0,000050

M3

=4

§0,000040

M5

r
20,000030

2
50,000020
L)

~o-Mé

;04000010
1£0,000000

6 dfas

12 dias 18 dias
Namero de dias

Anexo 5. Tasa de disolucion (g/d) por cada muestra del control. a: corales. b: bivalvos.

o

a

0,000350
T \
T
8  0,000300
£
& 0,000250 -
E )\
& £ 0,000200
c B \*_,’X
0 2
% E 0000150 %
2 M
%]
5 0,000100
3
% 0,000050 - - —
&

0,000000

6 dias 12 dias 18 dias
Numero de dias

——M1
M2
—h-M3
M4
——M5
—0—Mé6

Tasa de disolucion {(g/d) por muestra

0,000250
0,000200 X
0,000150 \
0,000100 |
0,000050 |
0,000000 —
6 dias 12 dias 18 dias

Nimero de dias

——M1
—-M2
=de=M3
——M4
—=M5
~0—M6

Anexo 6. Tasa de disolucion (g/d) por cada muestra del tratamiento con aumento de temperatura. a:

corales. b: bivalvos.

68



Q

(=2

0,000700
0,000600
0,000500
0,000400

0,000300
0,000200

0,000100

Tasa de disolucién (g/d) por muestra

0,000000

6dfas

12 dias

Numero de dias

18dfas

——M1
—-M2
—4—-M3
—m M4
== M5
—-M6

0,001000
0,000900
0,000800
0,000700
0,000600 -
0,000500 -
0,000400
0,000300 -
0,000200
0,000100
0,000000

Tasa de disolucién (g/d) por muestra

Ndmero de dias

——M1
M2
——M3
——Ma
—==M5
——M6

Anexo 7. Tasa de disolucion (g/d) por cada muestra del tratamiento con aumento de concentracién de

CO.,. . a: corales. b: bivalvos.

@ b
., 0,000900 0,000800
# 0,000800
g R 0,000700
£ 0000700 §  D0,000600 |
5 W g o
& 0,000600 : X ——Ml 5 ——M1
3 — T 0000500 |
8 0,000500 - M2 2 M2
g S & 0,000400
S 0,000400 —4—M3 25 M3
3 0,000300 ——ws || 3 é 0,000300 | 4
4 0
o 0,000200 M5 T~ 0,000200 - ——M5
- [}
T

% 0,000100 M6 g 0000100 —-Mé
g

0,000000 0000000

6 dias

12 dfas

Nimero de dias

18 dias

6 dias

12 dias
Namero de dias

18 dias

Anexo 8. Tasa de disolucion (g/d) por cada muestra del tratamiento con aumento de concentracion de

CO,y aumento de temperatura. a: corales. b: bivalvos.

69



70



