REVISTA DE

Biologia Tropical

Efecto de la temperatura y la acidificacion en larvas de Strombus gigas
(Mesogastropoda: Strombidae)

José Francisco Chdvez Villegas', Martha Enriquez Diaz! & Dalila Aldana Aranda!
Laboratorio de Conservacion, Cultivo y Biologia de Moluscos, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional, Unidad Mérida, Carretera Antigua a Progreso, Km. 6, A.P. 73 Cordemex, C.P. 97310,
Meérida, Yucatan, México; biol.chavez@gmail.com, marthaenriquez_1999@yahoo.com, daldana@mda.cinvestav.mx

Recibido 01-VII-2016.

Corregido 14-X1-2016.

Aceptado 15-X11-2016.

Abstract: Effect of temperature and acidification in Strombus gigas (Mesogastropoda: Strombidae) lar-
vae. The increase in CO, emissions produces heating and reduced pH in the oceans, which may have negative
effects on many marine organisms. This is particularly important for those with calcified structures such as the
molluscs and their larval stages. We studied Strombus gigas larvae, a gastropod of commercial importance in
the Caribbean Sea, in order to know the effect of water temperature and acidification on their development,
growth, mortality and calcification during the larval period. A larval culture with triplicate samples was carried
out employing four treatments of temperature and pH (Control = 28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 =
31°C - pH 8.1 and T3 =31 °C - pH 7.6) in August 2015. We registered hatching (No. of eggs — No. of larvae
hatched) and organs development, while shell growth and mortality ratio were evaluated over time. Shell cal-
cification was studied in 30 days old larvae using EDX and RAMAN analysis. Our results showed that organs
development and shell growth were higher at 31 °C treatments (initial size of 230 +4.12 to 313.27 + 11.34 um,
and final size from 829.50 + 11.33 to 1 054.50 + 11.13 pum; from T1 to T2 respectively), and the same pattern
was recorded for hatching time (18 hr) and mortality rate (~ 57 %). The Calcium proportion (% wt) was similar
between treatments (34.37 + 10.05 to 37.29 + 16.81 % wt). Shell Raman analysis showed aragonite in all experi-
mental treatments, with the highest values in the control (1 039.54 + 780.26 a.u.). Calcite was detected only in
31 °C treatments (174.56 + 127.19 a.u.), while less intensity of aragonite and calcite were registered at pH 7.6.
In conclusion, S. gigas could be adapted to ocean future predictions, however, shell biomineralization processes

can be affected. Rev. Biol. Trop. 65 (2): 505-515. Epub 2017 June 01.
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El incremento en las emisiones de CO,
durante el Gltimo siglo, ha producido cambios
en los océanos, produciendo aumento de la
temperatura y disminuciéon del pH en ellos
(Intergovernmental Panel on Climate Change,
2007). En el caso particular del mar Caribe,
Chollett, Mumby, Miiller-Karger, y Hu (2012),
reportan que la temperatura ha aumentado
1.41 °C durante el tltimo siglo (de 0.19 °C a
0.27 °C por decenio), alcanzando una tempe-
ratura media de 28 °C. Por otra parte, Magafia
Rueda, Graizbord, Buenfil Friedman y Gomez
Mendoza (2009) sugieren que la temperatura

en esta region podria ascender hasta los 31 °C
hacia el afio 2100.

Modelaciones de acidificacion sefialan que
el pH de los océanos podria descender de 8.1
(media actual) a 7.6 hacia el afio 2100 (Caldeira
& Wickett, 2003; Orr et al., 2005). De acuerdo
con Gledhill, Wanninkhof, Millero y Eakin
(2008), se calcula que la presion parcial de CO,
(pCO,) en el Caribe ha aumentado + 2.2 patm.
afio”! durante el altimo siglo, produciendo una
disminucion de 0.05 unidades de pH.

Cambios en estos parametros afectan
directamente la dinamica de las poblaciones,
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especialmente a organismos calcificadores, los
cuales son mas vulnerables durante su fase lar-
varia (Sale et al., 2010).

Roller y Strickle (1989), observaron que
al aumentar la temperatura (de 20 a 30 °C) se
presenta un incremento en las tasas de desarro-
llo, crecimiento y mortalidad para Thais hae-
mastoma canaliculata, por otra parte, Watson,
Southgate, Tyler, y Peck (2009), mencionan
que larvas de Saccostrea glomerata expuestas
a reduccion de pH (de -0.1 a -0.2 unidades)
presentan disminucién en sus tasas de creci-
miento y desarrollo, asi como una esquele-
togénesis anormal.

Strombus gigas (Linnaeus, 1758) es un
organismo con distribucion metapoblacional
en el Caribe, presenta un estadio larval, cuya
cinética de desarrollo ha sido estudiada en con-
diciones normales de temperatura (28 - 29 °C),
por lo que no se conoce el efecto que el incre-
mento de temperatura y la disminucioén del pH
ejercen durante su etapa larval. En este sentido,
la finalidad del presente estudio fue evaluar el
efecto del incremento de la temperatura y la
acidificacion en la eclosion, desarrollo, creci-
miento, mortalidad y calcificacion de la concha
durante su fase larvaria.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo larval: Se recolectd un segmento
de masa ovigera de S. gigas recién desovada
en Quintana Roo (20°19°00”N - 87°21°25” W,
agosto 2015), la cual fue transportada para su
cultivo a la estacion Marina del Cinvestav-IPN
(Telchac, Yucatan, 21°20°28” N - 89°18°25”
W). La incubacion de embriones y el cultivo
larval se realizaron de agosto a octubre 2015,
empleando la condicion 28 °C - pH 8.1 como
control y tres tratamientos de temperatura y

pH (T1 = 28 °C - pH 7.6, T2 = 31 °C - pH
8.1, T3 = 31 °C - pH 7.6.), por triplicado.
Los niveles de temperatura y pH utilizados
se establecieron de acuerdo a las condiciones
actuales y las proyecciones hacia 2100 para la
region Norte del Caribe Mexicano (Caldeira &
Wickett, 2003; Chollett et al., 2012; Magafia
Rueda et al., 2009). La temperatura se controld
utilizando calentadores para acuarios. El pH de
los tratamientos se reguld mediante burbujeo,
suministrando CO, cada 4 hr. Temperatura
y pH se monitorearon con un potencidmetro
Oakton Mod. pH 5+.

En cada unidad de cultivo se colocd un
segmento de masa ovigera de 15 cm de longi-
tud (£ 106 huevos por cm lineal). Se registro el
tiempo a la eclosion (hr) para cada tratamiento.
A partir de la eclosion, las larvas fueron distri-
buidas manualmente a unidades de cultivo de 5
L a razon de 160 larvas.L-!.

La alimentacion se realizé por las mana-
nas (frecuencia: 24 hr), suministrando una
mezcla de microalgas (Nannochloropsis ocu-
lata, Isochrysis galbana, Chaetoceros mulleri,
Pavlovav sp. y Navicula sp.), a una concen-
tracion total de 1000 cel.mL! por unidad de
cultivo (200 cel.mL! de cada microalga por
racion diaria).

Se realizaron recambios totales cada 5
dias empleando agua de mar filtrada mediante
filtros de polipropileno (5 um) y esterilizada
con UV. Se utilizaron mallas de 180 um para la
retencion de las larvas.

Eclosion, desarrollo, crecimiento y mor-
talidad: Se registr6 el tiempo inicial y final
de eclosion para cada tratamiento, posterior-
mente, se contabilizoé el nimero de huevos no
eclosionados por segmento de masa ovigera.
El porcentaje de eclosion se calculdo de la
siguiente manera:

N.° inicial de huevos - N.° de huevos sin eclosionar

% de eclosion =

* 100

N.° inicial de huevos

A fin de evaluar el desarrollo, cada 24
hr usando una pipeta Pasteur se extrajeron 30
larvas por tratamiento, las cuales se observaron
(in vivo) a través un microscopio optico LEICA

ICC50. El desarrollo se observd de acuerdo a
Brito-Manzano, Aldana-Aranda, de la Cruz-
Lazaro, y Estrada-Botello (2006), los indica-
dores fueron: nimero de 16bulos del velum,
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numero de espiras de la concha, corazéon fun-
cional (larval y adulto), opérculo, branquias
(Fig. 1 A) y conducta nado-reptante. El creci-
miento (N = 30 larvas por edad/tratamiento) y
mortalidad fueron evaluados en larvas de 0, 10,
20y 30 dias. Se midi6 la longitud sifonal (um)
de la concha (Fig. 1 B) utilizando el software
Leica LAS Interactive Measurements (resolu-
cion 10x). La mortalidad fue calculada a partir
de las conchas vacias obtenidas durante los
recambios de agua. El porcentaje de mortalidad
se obtuvo con la siguiente formula:

% de mortalidad — N.° de conchas vacias 100

N.° inicial de larvas

Calcificacién: Se determin6 la propor-
cion en peso de Calcio (% wr) para larvas
de 30 dias (N = 3 larvas por tratamiento), se
eligié esta edad dado que la teleoconcha se
forma entre los 30 y 35 dias (Enriquez-Diaz,
Volland, Chavez-Villegas, Aldana-Aranda, &
Gros, 2015). Para la cuantificacion se utilizd
Microscopia Electronica de Barrido emplean-
do el Analisis de Espectroscopia de Ener-
gia Dispersiva “EDX” (Microscopio PHILIPS
ESEM-XL30). La medicién se hizo en cua-
tro zonas de la concha siguiendo la longitud

Concha

Corazén larval
y adulto

Velum

Chévez J.F.
Opérculo

sifonal (Fig. 1B). Ademas, se utilizo Micros-
copia RAMAN (Microscopio WITEC ALPHA
300, Laser 488nm), empleando las distancias
raman (cm™!) propuestas por Nehrke, Poigner,
Wilhelms-Dick, Brey, & Abele (2012) para la
identificacion y cuantificacion de aragonita
(206, 705 y 1085 cm™) y calcita (282, 711 y
1085 ecm™) (N = 3 - 5 larvas por tratamien-
to). El efecto de fluorescencia registrado en
las muestras se elimindé mediante el software
CrystalSleuth-RRUFF Project. La intensidad
RAMAN se calculd con el software OriginPro
8, y se reportd en unidades arbitrarias (a.u.).

Se utilizo el software Infostat version
estudiantil, para calcular media y desviacion
estandar, asi como realizar prueba de norma-
lidad (Shapiro-Wilks), de homocedasticidad
(Kolmogorov) y analisis de Kruskal-Wallis (P
((10.05)) para eclosion, crecimiento, mortalidad
y calcificacion (EDX) entre tratamientos de
temperatura y pH.

RESULTADOS

Eclosion: Se presentd a partir del dia
cinco de incubacién, iniciando en larvas de
31 °C a partir de las 110 hr posteriores al
desove, y las 118 hr para los tratamientos

Fig. 1. Larva de Strombus gigas (28 dias), donde se muestran: A) Organos utilizados para evaluar su desarrollo, B) Zonas
utilizadas para medir la longitud sifonal (LS) y para la cuantificacion de calcio mediante analisis EDX. 1 = apice en la primera
espira, 2 = ornamentaciones de la segunda espira, 3 = cuerpo de la concha fuera de ornamentaciones, 4 = canal sifonal.
Fig. 1. Original diagrams of S. gigas larvae (28 days old), showing: A) Organs used to evaluate larval development; B)
Areas used to measure siphonal length (LS) and to perform Calcium measurements by EDX analysis. 1 = apex in the first
shell whorl, 2 = ornamentations of the second shell whorl, 3 = body shell outside ornamentations, 4 = siphonal channel.
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de 28 °C. La duracion de la eclosion fue de
18 hr para 31 °C y de 30 hr para 28 °C (Fig.
2A). En general, se registro ~90 % de eclo-
sion, con excepcion del T2 (31 °C - pH 8.1)
donde se obtuvo un 96.67 + 1.39 % de larvas
eclosionadas (Fig. 2B). No hubo variacion
significativa en la proporcion de larvas eclo-

sionadas entre tratamientos (H @3 = 6.38,
P.(aO.OS) =0.0943), pero si en el tiempo de eclo-
sion (H @h3) = 8.31, P ©0.05) < 0.0001).
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Fig. 2. Observaciones realizadas durante la eclosion (A:
rango, B: porcentaje) para larvas de S. gigas para los
tratamientos de temperatura (°C) y pH. Control = 28
°C - pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 = 31 °C - pH 8.1,
T3 =31 °C - pH 7.6. a-b: grupos generados a partir de la
comparacion de medias de Kruskal-Wallis (a 0.05).

Fig. 2. Observations of hatchery process (A: range, B:
percentage) of the S. gigas larvae for the temperature (°C)
and pH treatments. Control = 28 °C - pH 8.1, T1 = 28 °C
-pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1, T3 = 31 °C - pH 7.6. a-b:
groups obtained from average comparisons by Kruskal-
Wallis analysis (o 0.05).

Desarrollo larvario: La cinética de desa-
rrollo del velum fue mayor para larvas de 31
°C - 8.1pH (T2), donde la reduccion de 16bulos
velares (indicador del inicio de la metamorfo-
sis) comenzo a parir del dia 38, mientras que en
el control (28 °C - pH 8.1) se observo a partir

del dia 41. La concha mostré menor desarrollo
en larvas del T1 (28 °C - pH 7.6), las cuales no
desarrollaron 4.5 espiras, caracteristica obser-
vada en el resto de los tratamientos. La elon-
gacion del opérculo, la aparicion del corazén
adulto funcional, el desarrollo de las branquias
e inicio de la conducta nado-reptante, se pre-
sentd en menor tiempo y mayor proporcion en
los tratamientos de 31 °C (Cuadro 1).

Crecimiento: Las larvas presentaron tallas
de 230 + 4.12 um (28 °C - pH 7.6) a 313.27 +
11.34 um (31 °C - pH 8.1) durante la eclosion.
Se registr6 un crecimiento similar entre el
control y los tratamientos hacia el dia 10 (L.S.
= ~650 um), hacia el dia 20, larvas de los tra-
tamientos 31 °C fueron mas grandes (28 °C =
~710 pmy 31 °C =~820 um), mismo patron se
registr6 durante todo el desarrollo, alcanzando
las mayores tallas en los tratamientos de 31
°C (pH 7.6 = 1 031.50 = 11.03 um; pH 8.1 =
1 054.50 + 11.13 pm) (Fig. 3). El analisis de
Kruskal-Wallis mostré variacion significativa
en el crecimiento entre tratamientos (H
26.19, P <0.0001).

@l3)
(00.05)

Mortalidad: Se registr6 de 0.59 £ 0.19 %
a 3.01 + 0.25 % de mortalidad durante el dia
10 (Fig. 4A), incrementando de 1.38 £ 0.54 %
a 5.67 £ 1.16 % hacia el dia 20 (Fig. 4B). Se
presentd un pico de mortalidad el dia 30 para
todos los tratamientos (de 19.13 % a 67.38),
mostrando mayores registros en el T3 con
58.42 + 12.03 % (Fig. 4C). El mayor porcentaje
de mortalidad acumulada fue en los tratamien-
tos de 31 °C (pH 8.1 =65.64 +£8.49 % y pH 7.6
= 65.10 = 15.49 %). La mortalidad no mostro
variacion significativa entre tratamientos (H
(@l3) = 541,P (©0.05) 0.1441), mientras que en
el analisis por edad, se observo variacion solo
para las observaciones realizadas durante el dia

20 (H =8.74,P =0.0324).

(gl.3) (00.05)

Calcificacion:

EDX: La proporcion de Calcio (% wr) fue
similar entre tratamientos ~35 % wt, siendo
mayor en el control con 37.29 + 16.81 % wt

508 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 65 (2): 505-515, June 2017



Caracteristica

Velum (N° de l6bulos)

Concha (N° de espiras)

Corazon funcional
Opérculo

Branquias
Conducta nado-reptante

Grado de desarrollo

Un par
Dos pares
Tres pares
Reduccion

1.5
2.0
3.0
4.0
4.5
Larval + adulto
Elongacion
Forma final
Presencia
Presencia

CUADRO 1
Dia de cultivo y avance (%) en de aparicion de érganos (velum, concha, corazén, opérculo y branquias)
y conducta nado-reptante en larvas de S. gigas para los tratamientos temperatura y pH

TABLE 1
Culture days and advance (%) of organs development (velum, shell, heart, operculum and gills)
and swim-crawling behavior in S. gigas larvae of the temperature and pH treatments

Control Tl T2 T3

ia
0
2

41
0
2
13

30

37
2
13

33

39

40

% Dia % Dia % Dia %
100.0 0 100.0 0 100.0 0 100.0
100.0 2 100.0 1 86.7 2 100.0
93.6 5 83.0 3 76.7 4 70.0
233 41 233 38 10.0 40 10.0
100.0 0 100.0 0 100.0 0 100.0
100.0 2 36.7 2 100.0 2 100.0

6.7 13 40.0 6 20.0 6 10.0

33 30 33 28 20.0 28 10.0
333 - - 33 26.7 36 6.7
40.0 3 56.7 2 100.0 2 100.0
10.0 14 13.3 15 36.7 11 10.0
13.3 30 23.3 28 20.0 28 13.3
533 36 233 34 30.0 37 23.3
36.7 37 6.7 35 53.3 36 433

— : Caracteristica no desarrollada. Control =28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1, T3 =31 °C - pH 7.6.
— : Feature not developed. Control =28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 = 31 °C - pH 8.1, T3 =31 °C - pH 7.6.

400
300
b
2004
1100
€ 800
2 b
©
[
£
5 1100
2
)
5
— 800 b
500+
1100
b
800
500+
Control

T1

bc

T2

T3

A

(Fig. 5). No se presento variacion significativa
para la proporcion de Calcio entre tratamientos

(H,. .=0577P =0.9038).

(g1.3) (00.05)

Raman: Se detectaron tres picos para ara-
gonita (206, 705 y 1 085 cm™!) y Calcita (282,
711 y 1 085 cm’!) (Fig. 6). El pico de 1 085
cm™' mostré mayor intensidad en 31 °C (pH
7.6 =3 338.77 £ 1 046.86 a.u. y pH 8.1 = 1
259.15 £ 608.35 a.u.). El segundo pico (de 705
a 711 cm™) registr6 mas intensidad en pH 7.6

Fig. 3. Crecimiento en larvas de S. gigas para los
tratamientos de temperatura (°C) y pH. Edades = A: 0 dias/
Eclosion, B: 10 dias, C: 20 dias, y D: 30 dias; Control =
28 °C-pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1,
T3 =31 °C - pH 7.6. a-d: grupos generados a partir de la
comparacion de medias de Kruskal-Wallis (a 0.05).

Fig. 3. Growth of the S. gigas larvae for temperature (°C)
and pH treatments. Larval age = A: 0 days-old (d.o.)/
Hatchery, B: 10 d.o., C: 20 d.o., and D: 30 d.o.; Control =
28 °C-pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1,
T3 =31 °C - pH 7.6. a-d: groups obtained from average
comparisons by Kruskal-Wallis analysis (o 0.05).
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% de mortalidad

100 1 C

50 1

Control T1 T2 T3

Fig. 4. Porcentaje de mortalidad para larvas de S. gigas,
determinado durante los recambios de agua para los
tratamientos de temperatura y pH. Edades = A: 10 dias,
B: 20 dias, y C: 30 dias; Control = 28°C - pH 8.1, T1 =28
°C-pH7.6,T2=31°C-pH8.1,T3=31°C-pH 7.6. a-d:
grupos generados a partir de la comparacion de medias de
Kruskal-Wallis (o 0.05).

Fig. 4. Percentage of mortality for S. gigas larvae,
calculated from the water changes for the temperature and
pH treatments. Larval age = A: 10 days-old (d.o.), B: 20
d.o., and C: 30 d.o.; Control =28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C
-pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1, T3 = 31 °C - pH 7.6. a-d:
groups obtained from average comparisons by Kruskal-
Wallis analysis (a 0.05).

(28°C=259.15+121.02 a.u. y 31 °C = 606.50
+ 111.80 a.u.). Se detectd aragonita en todos los
tratamientos, con mayor ocurrencia en 28 °C
(100 %, independientemente del pH). La inten-
sidad de aragonita (206 cm™) fue mayor en pH
8.1 (Control: 1039.54 + 780.26 a.u. y 31 °C:
1228.87 +0.00 a.u.) (Fig. 7). Se registro calcita
(282 cm™') solo en larvas cultivadas a 31 °C
(pH 8.1 =80 %; pH 7.6 = 17 %), la intensidad
de este carbonato fue mayor en pH 8.1 (206.04
+122.33 a.u.) (Fig. 7).

60+

304

Produccion de Calcio (% wt)

Control T1 T2 T3

Fig. 5. Calcificacion media de la concha en larvas de S.
gigas (edad = 30 dias). Analisis de Espectroscopia de
Energia Dispersiva (EDX). % wt = porcentaje en peso; n
= 3 larvas por tratamiento. Control = 28 °C - pH 8.1, T1 =
28 °C-pH 7.6, T2=31°C-pH 8.1, T3=31°C - pH 7.6.
Fig. 5. Average calcification of S. gigas larval shell (30
days old) obtained by Energy-Dispersive X-ray Analysis
(EDX). % wt = percent in weight; n = 3 larvae per
treatment. Control = 28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C - pH 7.6,
T2=31°C-pH8.1, T3 =31°C-pH7.6.

DISCUSION

El calentamiento y acidificacion del océa-
no podrian tener efectos severos en organismos
calcificadores (Gazeau et al., 2007). Las larvas
de organismos marinos, al ser mas vulnera-
bles a cambios ambientales, son empleadas
como indicador del efecto del incremento de
la temperatura y reduccion del pH a través del
estudio de las tasas de eclosion, desarrollo, cre-
cimiento, mortalidad y calcificaciéon en larvas
de invertebrados (Sale et al., 2010; Talmage &
Gobler, 2009; Ushakova, 2003).

En general, los estudios de cambio cli-
matico se han desarrollado con especies de
ambientes frios a templados dentro de las
cuales destacan Haliotis sp. y Mpytilus sp.
(Gaylord et al., 2011; Gazeau et al., 2010,
2011; Miller, Reynolds, Sobrino, & Riedel,
2009; Sunday, Crim, Harley, & Hart, 2011),
siendo escasas las investigaciones con molus-
cos de ambientes tropicales.
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Fig. 6. Calcificacion de la concha en larvas de S. gigas (edad =

30 dias). Analisis RAMAN, n = 3-5 larvas por tratamiento.

A: 28 °C- pH 8.1 (Control); B: 31 °C - pH 8.1; C: 28 °C - pH 7.6; y D: 31 °C - pH 7.6; a.u.: unidades arbitrarias; L 1-5:

Larvas 1-5.

Fig. 6. Calcification in S. gigas larval shell (30 days old) measured by RAMAN Spectroscopy, n = 3-5 larvae per treatment.
A:28°C-pH 8.1 (Control); B: 31 °C-pH 8.1; C: 28 °C - pH 7.6; y D: 31 °C - pH 7.6; a.u.: arbitrary units; L 1-5: Larvae 1-5.

Al evaluar la tasa de eclosion Parker, Ross,
y O’Connor (2010), en tratamientos combina-
dos de temperatura (18, 22, 26 y 30 °C) y pH
(8.2, 8.0,7.9y 7.8), para Saccostrea glomerata
y C. gigas, obtuvieron 100 % de larva D en
condiciones normales (26 °C - pH 8.2); sin
embargo, observaron menor proporcion de
larvas al disminuir la temperatura y el pH (18
°C - pH 7.8: C. gigas = 35 % y S. glomerata
= 58 %). Por otra parte, Gazeau et al. (2011)
reportan menor porcentaje de eclosiéon para
embriones de C. gigas al disminuir el pH de
8.03 a 7.41 (de 95 a 20 %). En el caso de S.
gigas, la tasa de eclosion no se vio influenciada
por ningin parametro, sin embargo, se puede

determinar que el tiempo de incubacion se
reduce, al incrementar la temperatura, indepen-
dientemente del pH.

Aldana, Lucas, Brulé, Salguero, y Rendon
(1989) reportan el crecimiento para Strombus
costatus en funcion de la temperatura, y regis-
traron tallas de 812 pm en 28 °C y 685 um
en 24 °C (para larvas de 31 dias). En cuanto
a la acidificacion, se reportaron menores tasas
de crecimiento para larvas de Mercenaria
mercenaria, Argopecten irradians y C. virgi-
nica cultivadas en pH 7.5 (Talmage & Gobler,
2009), en el presente estudio observamos que
si la temperatura se mantiene constante (28 °C)
y el pH disminuye, el crecimiento de S. gigas
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Fig. 7. Proporcion (A) e intensidad (B) de los carbonatos
aragonita y calcita obtenidos por analisis RAMAN, en las
conchas de larvas de S. gigas de 30 dias. Larvas analizadas
por tratamiento = 3 - 5. Control =28 °C - pH 8.1, T1 =28
°C-pH7.6,T2=31°C-pH8.1,T3=31°C-pH 7.6; a.u.:
unidades arbitrarias.

Fig. 7. Proportions (A) and intensity (B) of the carbonates
aragonite and calcite, measured by RAMAN Spectroscopy
in the S. gigas larval shell of 30 days old. Larvae per
treatment = 3 - 5. Control = 28 °C - pH 8.1, T1 =28 °C
-pH 7.6, T2 =31 °C - pH 8.1, T3 =31 °C - pH 7.6; a.u.:
arbitrary units.

es menor, en contraparte, al aumentar la tem-
peratura, el efecto del pH es contrarrestado,
los que beneficia el crecimiento del organismo.

Se conoce que el incremento de la tem-
peratura y la disminucién del pH tienen un
efecto negativo en las tasas de mortalidad lar-
val de moluscos. Aldana Aranda et al. (1989)
registraron mortalidades de 83 a 90 % para S.
costatus ante incrementos de temperatura (de
24 a 28 °C, respectivamente). En cuanto a la
acidificacion, Talmage y Glober (2009, 2010)
observaron que a menor pH (7.5) la mortalidad
diaria incrementa para M. mercenaria (de 1.8 a
6.7 %)y A. irradians, (de 3.8 a 7.8 %). Resulta-
dos similares fueron presentados por Kurihara,

Kato, e Ishimatsu (2007) y Gazeau et al. (2011)
para C. gigas, donde la mortalidad aument6 de
20 a 90 % al reducirse el pH (de 8.1 a 7.6, res-
pectivamente). Los resultados de este estudio
mostraron un mayor porcentaje de mortalidad
hacia el dia 20 de desarrollo, observando que
las larvas cultivadas a 31 °C fueron mas afecta-
das a nivel fisiologico por la temperatura.

La acidificacion del medio marino pro-
duce baja saturacion de aragonita y calcita, lo
cual afecta directamente a organismos calcifi-
cadores al reducirse la tasa de incorporacion
de calcio en sus concha (Talmage & Gobler,
2009). Kurihara et al. (2007) y Gazeau et al.
(2011), sefialaron que la tasa de calcificacion
en larvas de C. gigas disminuye de 72 a 30 %
ante menor pH (de 8.1 a 7.4, respectivamente);
contrariamente, en este estudio se observo que
la proporcion de calcio en el estadio planctoni-
co de S. gigas, no mostrd variacion en ninguna
condicion experimental.

Weiss, Tuross, Addadi, y Weiner (2002)
informaron que en estadios iniciales, la concha
de M. mercenaria y C. gigas se compone de
carbonato de calcio amorfo, sustituyéndose
por aragonita al final de la vida larvaria.
Auzoux-Bordenave et al. (2010) presentaron
una revision para siete especies de moluscos,
entre ellas Ostrea edulis y Pinctada fucata, en
la que sefialaron que la protoconcha se compo-
ne por aragonita y trazas de carbonato amorfo,
mientras que la teleoconcha por calcita. En este
estudio, las conchas de las larvas de 30 dias
(premetamorficas) de todos los tratamientos,
presentaron aragonita, mientras que calcita solo
se observo en organismos cultivados a 31 °C.
Ambos polimorfos de carbonato de calcio mos-
traron menores registros en funcion del pH.

Se sabe que el incremento de temperatura
puede aumentar los efectos negativos de la aci-
dificacion del océano, cuando pasan el umbral
de tolerancia térmica, ya que puede alterar la
membrana celular y modificar la homedstasis
acido-base; también puede influir en la acti-
vidad de las proteinas implicadas en la regu-
lacion acido-base (O’Donnell, Hammond, &
Hofmann, 2008; Padilla-Gamifio, Kelly, Evans,
& Hofmann, 2013; Portner, 2010). De acuerdo
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con Le Moullac et al. (2016), las larvas pue-
den adaptarse a condiciones de acidificacion,
siendo la temperatura el principal estresor en el
desarrollo larvario. En este estudio se observo
que S. gigas podria adaptarse al calentamiento
y acidificacion de los océanos, sin embargo,
los procesos de biomineralizacion de la concha
fueron afectados, razén por la cual las conchas
de S. gigas mostraron mayor proporcion de
aragonita (carbonato presente en las fases tem-
pranas del desarrollo larvario), retardandose
asi el proceso de formacion de calcita. Aunque
la aragonita es el polimorfo de carbonato de
calcio menos estable, su presencia en todos
los tratamientos podria atribuirse a la dureza
de este carbonato, por lo cual, se detectd atn
en condiciones de pH menor, no obstante con
menores intensidades, lo cual, se traduce en
la formacion de conchas con menor densidad
0 estructuras menos compactas, lo que podria
generar repercusiones a nivel fisiologico.

Si bien, se determinaron las fases (pre-
sencia/ausencia) e intensidades de aragonita
y calcita de la concha de S. gigas, se debe
considerar realizar un analisis quimico a fin de
conocer la variacion o estratificacion de estos
dos carbonatos de calcio, a fin de conocer a
fondo los efectos de la acidificacion, emplean-
do diferentes ambientes de pH, a través de la
vida larvaria de S. gigas.
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RESUMEN

El aumento de las emisiones de CO, produce calen-
tamiento y reduccion del pH en los océanos, lo cual puede
generar efectos negativos en muchos organismos marinos,
particularmente en aquellos con estructuras calcareas (i.e.
moluscos), afectando principalmente a sus estadios larva-
rios (Le Moullac et al., 2016), en este sentido, se estudid
a S. gigas, gasteropodo de importancia comercial en el
mar Caribe, con el fin de conocer el efecto de la tempera-
tura y la acidificacion en el desarrollo, el crecimiento, la
mortalidad y la calcificacion durante su fase larvaria. Se
realizé un cultivo larvario empleando cuatro tratamientos
de temperatura y pH (control = 28 °C - pH 8.1, T1 = 28
°C pH 7.6, T2 =31 °C pH 8.1 y T3 = 31 °C - pH 7.6) por
triplicado. La eclosion se registrd al inicio del experimento
(No. de huevos — No. de larvas nacidas), por otra parte, el
desarrollo de 6rganos, el crecimiento de la concha y la mor-
talidad se evaluaron a través del tiempo. La calcificacion
fue estudiada mediante analisis EDX y Raman para larvas
de 30 dias de edad. Se observo que el desarrollo y el cre-
cimiento de 6rganos fue mayor a 31 °C (talla inicial = 230
+4.12 a 313.27 + 11.34 pm, talla final = 829.50 + 11.33
a1 054.50 + 11.13 um; para T1 y T2, respectivamente),
mismo patrén se present6 para el tiempo de eclosion (18 hr)
y la tasa de mortalidad (~ 57 %). La proporcién de calcio
(% wt) fue similar entre tratamientos (de 34.37 + 10.05 a
37.29 + 16.81 % wr). El analisis Raman mostré aragonita
para las conchas de todas las condiciones experimentales,
con valores mas altos en el control (1039.54 & 780.26 a.u.).
Calcita solo se detecto en los tratamientos de 31 °C (174.56
+ 127.19 a.u.), mientras que, a menor pH (7.6), la inten-
sidad de aragonita y calcita fue menor. En conclusion, S.
gigas podria adaptarse a escenarios futuros de temperatura
y acidificacion, sin embargo, puede verse afectado durante
los procesos de biomineralizacion de la concha.

Palabras clave: desarrollo, temperatura, acidificacion,
calcificacion, Strombus gigas.
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