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ABSTRACT

Three strains of the division Chlorophyta (Nephroselmis pyriformis strain CGA7,
Pyramimonas orientalis strain CGA 13 and Pyramimonas propulsa strain CGA16) were
grown at four different pH levels (from acontrol at pH 8.1 to pH 7.2). Growth rates
were measured for each strain and treatment. Strains did not show a uniform response to
the acidification of the medium, even though all strains showed an increase of their
growth rates at pH 7.5. Only N. pyriformis showed an increase of the growth rate at pH
7.2. 1t is concluded that Chlorophytes do not show a common response to the
acidification of the medium, and that increases in growth rates could happen for the

tested species at an ocean acidification scenario.
RESUMEN

Se cultivaron tres cepas de la divison Chlorophyta (Nephroselmis pyriformis cepa
CGA7, Pyramimonas orientalis cepa CGA13 y Pyramimonas propulsa cepa CGA16)
en medios a cuatro pH diferentes (rango desde un control a pH 8.1 a pH7.2). Se
midieron |as tasas de crecimiento para cada cepay tratamiento. Las cepas no mostraron
una respuesta uniforme a la acidificacion del medio, aunque todas mostraron un
incremento de sus tasas de crecimiento a pH 7.5. Unicamente N. pyriformis mostré un
incremento de sus tasas de crecimiento a pH 7.2. Se concluye que la division
Chlorophyta no muestra una respuesta uniforme a la acidificacion del medio, pero que
las tasas de crecimiento pueden verse incrementadas para las especies testadas en

futuros escenarios de acidificacion de los océanos.



INTRODUCCION

La accion humana esta causando graves trastornos a los ecosistemas del planeta. Hasta
ahora han sido muchos los estudios reaizados acerca del calentamiento global, la
destruccion de hébitats o la dispersion de las especies entre otros. A continuacion
trataremos un problema quizas menos conocido pero igualmente importante: la

acidificacion de los océanos.

Desde la revolucion industrial, los niveles de CO, en la atmosfera se han incrementado
a un ritmo 100 veces superior a la época preindustrial. Esta situacién ha provocado un
aumento en la concentracion atmosférica de CO, de 280 a 384ppm (Solomon et al.
2007).

Los océanos tienen un papel fundamental en e intercambio de CO, con la atmosfera.
De manera que a medida que la concentracion de CO, atmosférico crece e océano
presenta también una concentracion de CO, mayor (The Roya Society 2005). Este
equilibrio estaregulado por laley de Henry:

[H2CO0s]

 ~ H A i 1)
CO2“* H2CO:s -C0;

Esta relacion nos indica que a una salinidad y temperatura constante, la presion parcial
de CO, (pCO,) y la concentracion de H,CO;3; estan linealmente correlacionadas. A su

vez, H,COs tiene una serie de disociaciones gue se representan a continuaci on:

H2CO; ~HCO3+H* ;. HO0s] [H] &)
[H2CO3]

[CO2*] [HT] 3

HCO: * COy*+ H- %= "Hco: o

Las ecuaciones (2) y (3) muestran que las concentraciones de tres compuestos del
sistema carbonato y de H* estan intrinsecamente relacionadas, por 1o que es imposible
variar una sin variar las demas. La ecuacion (1) muestra como esta relacion se extiende
también a CO, en estado gas, con lo que tenemos que a aumentar pCO, aumentara la



concentracion de H™ y por tanto disminuird e pH, causando la acidificacion de los

océanos.

Desde larevolucion industrial (Ultimos 200 afios) e océano ha absorbido la mitad de las
emisiones de CO, de origen antropico, bajando su pH medio de 8.2 a 8.1 (The Roya
Society 2005). Si e incremento de la concentracion de CO, continta al mismo ritmo, en
el afo 2100 podria haber una concentracion atmosférica de 788ppm segln € escenario
1S92a del 1PCC (2001), que resultaria en una reduccion de 0.5 unidades de pH frente a
los niveles preindustriales en la superficie de los océanos (Caldeira & Wickett 2003,
The Royal Society 2005). De esta manera y segun este modelo podemos prever un pH

medio en la superficie de los océanos de 7.8 en € afio 2100.

De acuerdo con las predicciones de Caldeira & Wickett (2003), en el afo 2300 se
alcanzara el pH minimo, correspondiente a 7.43, 0.77 unidades de pH menos frente alos
niveles preindustriales. EI aumento de la concentracion atmosférica de CO, y la
velocidad de dicho aumento seria un hecho sin precedentes en los ultimos 300 millones
de afios (Caldeira & Wickett 2003, Honisch et al. 2012).

acidificacion del océano

251 ( HCO

Log [concentracion (mol/kg)]
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Figura 1. Cambios en el sistema carbonato en funcion del pH

Uno de los principales efectos del descenso del pH es e cambio en la saturaciéon de
CaCOs

[Ca*] [COs*]
Q= = 3)



La acidificacion, como vemos en la figura 1, causaria un descenso en la concentracion
de CO3?, provocando una disminucion sustancial de la saturacion para CaCOs (Q) (3) v
por tanto de la profundidad del horizonte de saturacion. Esto afectaria ala supervivencia
de organismos con estructuras de CaCOs (Orr et al 2004).

Los efectos de la acidificacion sobre los organismos marinos son multiples y pueden
afectar a cualquier nivel de la cadena trofica. El fitoplancton esta en la base de esta
cadena, por lo que es importante conocer su comportamiento en estos posibles
escenarios futuros. Los efectos que podria tener sobre las microalgas se muestran
principalmente mediante tres vias. € descenso en la saturacion de CaCOgs, € aumento

de ladisponibilidad de CO, y €l propio descenso del pH.

El decremento en la saturacion de CaCOj; afectaria Unicamente a los cocolitoféridos,
pertenecientes a filo Haptophyta, ya que son los principales organismos
fitoplancténicos calcificadores. Los efectos previstos serian una reduccion de sus tasas
de crecimiento a causa del adelgazamiento de las escamas de CaCO3. No obstante, hasta
ahora han sido pocos los efectos mostrados sobre estas algas (Jonhston 1996, Iglesias-
Rodriguez et al. 2008, Langer et a. 2009, Ridgwell et a. 2009)

En e caso del aumento de la disponibilidad de CO,, la afeccion viene ligada a la
saturacion del ciclo de Calvin-Benson. La enzima encargada de la fijacion del carbono,
la RUBISCO, no tiene una gran afinidad por e CO, y, consecuentemente, para muchas
especies solo llega a la mitad de la saturacion. A esto se suma la afinidad de la
RUBISCO por e oxigeno, que disminuye notablemente la eficiencia de la fotosintesis

desviando la produccién a fotorrespiracion.

Actualmente la pCO, no es lo suficientemente alta como para saturar a la enzima, por
tanto, un aumento del CO, podria suponer también un aumento de la produccion
fitoplanctonica. No obstante, la mayoria de algas han desarrollado mecanismos de
concentracion de carbono (MCC), que les permiten saturar la fotosintesis incluso en
situaciones de bajas concentraciones de CO, (Giordono et a. 2005). Por esta razén no
se prevén grandes variaciones sobre la produccién microalgal total a este respecto
(Berge et d. 2010).



Por otro lado tenemos el efecto que pueda tener un pH méas bagjo. Una mayor acidez
oceanica podria causar un mayor gasto de energia en e mantenimiento interno del pH
(Raven 1980, Raven & Lucas 1985) o una alteracion en € equilibrio de los metales en
disolucién, afectando a la absorcion de los mismos (Granéli & Haraldsson 1993). Estos
cambios en los equilibrios celulares podrian afectar a rendimiento metabdlico y en

Ultimainstancia alatasa de crecimiento.

Algunos estudios utilizando microcosmos y mesocosmos han mostrado alteracion en la
composicion de especies en respuesta al descenso de pH e incremento de CO,, mientras
gue otros han mostrado efectos muy limitados en la composicion especifica (Tortell et
al. 2002, Kim et a. 2006, Feng et a. 2009). Estos estudios de micro y mesocosmos
tienen la ventga de poder ofrecer resultados acerca de comunidades completas de
fitoplancton. No obstante, sus conclusiones son dificiles de interpretar y estan sujetas a

varios artefactos que puedan distorsionar su precision:

1.-Los organismos no se veran sometidos a la sedimentacion en las botellas de
cultivo de la misma manera que lo harian en la naturaleza. Asi que algunas especies
de diatomeas no moviles de crecimiento rapido podrian dominar la comunidad en

una semana (Berge et al. 2010).

2.-Las diluciones, tipicamente del 50% a dia, se realizan para evitar la limitacién de
los nutrientes y €l incremento del pH. No obstante esto podria suponer la eliminacion

de especies de crecimiento més lento (Berge et a. 2010).

3.-El descenso del pH puede no afectar de manera directa, sino indirecta, aterando
los ciclos de competidores y depredadores (Pedersen & Hansen 2003).

4.-Es imposible determinar cudl es €l tiempo de aclimatacion requerido. Un tiempo
de aclimatacion largo podria alterar la comunidad que originamente fue muestreada
(Berge et a. 2010).

Por estas razones, es méas recomendable recopilar primero informacion acerca de como
afecta un pH bajo a las especies de manera aislada (Berge et al. 2010). Tras unarevision
bibliografica detallada de un ndmero representativo de los estudios sobre cultivos
uniespecificos, Berge et a. (2010) concluye que la tendencia general de los taxones

estudiados hasta ahora es que un pH mas bgo no tenga efecto sobre las tasas de



crecimiento del fitoplancton. No obstante, si se han reportado variaciones en algunas

especies como se lee a continuacion.

Algunas especies de fitoplancton se ven beneficiadas por este descenso. Como podemos
observar en la tabla 1, hay un nimero considerable de especies que presentan tasas de

crecimiento mayores apH cercanos a 7.5 (Humphrey 1975).

Tabla 1. Especies con sus rangos de crecimiento 6ptimos. Entre paréntesis esta el pH observado en el que
presentan mayor crecimiento. Extraido de Humphrey (1975) y Hwang & Lu (2000)

Especies pH optimo
Amphidinium carterae 7.0-10.0 (7.0)
Biddulphia aurita 7.4-8.6 (7.5)
Chaetoceros didymum 7.3-9.0 (7.5)
Cylindrortheia closterium 6.4-8.3 (7.3)
Gymnodinium splendens 7.3-8.0(7.3)
Monochrysis lutheri 7.4-8.5(7.5)
Nitzschia closterium 6.4-7.8(6.3)
Nitzschia sp. 7.5-9.6 (7.6)
Phaeodactylum tricornutum 7.3-95(7.8)
Alexandrium minutum 1.5

Un caso notable es € del dinoflagelado toxico Alexandrium minutum, que a pH7.5
muestra crecimiento y toxicidad maximos (Hwang & Lu 2000). Ademas, estudios mas
recientes a esos niveles de pH apuntan a un aumento de la toxicidad y crecimiento a
largo plazo a causa de la adaptacion genética y fisiolégica (FloressMoya et a.2012).
También se han reportado blooms a pH menores a 7.5 en la especie Dinophysis
acuminata (Hinga 1992). Estos resultados podrian apuntar a un futuro aumento de la
frecuencia en los blooms de ciertas especies.

En algunos casos, se han reportado también reducciones en la tasa de crecimiento de
algunas especies (Jonhston 1996). También es importante mencionar, que algunos
investigadores han apuntado a una correlacion entre tasas de crecimiento bajas y pH

bajos para diatomeas y dinoflagelados (Yoo 1991, Hinga 1992). Este es por tanto €



punto con mayor controversia'y que con mas urgencia necesita ser esclarecido por la

comunidad cientifica.

En la bibliografia se observd una falta de estudios acerca de la respuesta de la division
Chlorophyta a bajos pH. No obstante, es un grupo de gran importancia en muchos
ecosistemas marinos, observandose como grupo dominante en algunas zonas costeras
del Pais Vasco (Alonso 2011). A fin de ampliar el conocimiento de los efectos de la
acidificacion sobre este grupo, se ha llevado a cabo un estudio con tres cepas de
Chlorophyta sometidas a las condiciones de pH en |os escenarios previstos por Cadeira
& Wickett (2003). El objetivo de este experimento sera conocer si las cepas estudiadas
del grupo Chlorophyta tampoco veran afectadas sus tasas de crecimiento como parece

ser latendencia general.

MATERIALESY METODOS

Cultivos de fitoplancton. Se seleccionaron tres cepas diferentes de la division
Chlorophyta: Pyramimonas propulsa (cepa CGA16), Pyramimonas orientalis (cepa
CGA13) y Nephroselmis pyriformis (cepa CGA7). Las tres cepas provienen de cultivos
de la coleccion del laboratorio de ecologia del fitoplancton de la Universidad del Pais
Vasco (UPV/EHU). Estos cultivos son procedentes de cepas aisladas a partir de
muestras del estuario de Bilbao entre los afios 2006 y 2008. Todas las cepas fueron
mantenidas en medio F/2 a una salinidad de 30 y una temperatura de 17°C, con una
intensidad luminica de 100pEinsteins/m®sy ciclos de luz oscuridad de 12:12.

Preparacion de los medios de cultivo. Se realiz6 medio de cultivo F/2 a una salinidad
de 30. Para €llo, se filtr6 agua de mar procedente de la estacion marina de Plencia con
filtros de 22.0um de diametro de poro, se esterilizé en € autoclave y tras dgjar enfriar a
temperatura ambiente se le afiadieron vitaminas, fosfato, nitrato y micronutrientes. Las
altas temperaturas del proceso de autoclavado pueden cambiar los equilibrios de los
gases y durante el enfriamiento posterior es habitual laformacién de precipitados. Estos
factores junto con la adicién de los nutrientes pueden afectar al pH, por lo que se midio
el pH con un pHmetro Crison GLP 21 antes y después de autoclavar y se observé que
los valores estabilizaban a partir de las 48 horas (ver figura 2).
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Figura 2. Evolucion del pH en el medio. Después de autoclavar incluye el haber aiiadido los
nutrientes y vitaminas

Se observd también que las cepas que se cultivaron con un medio recién realizado no
prosperaron. Por estos motivos en la fase experimental sdlo se empled medio con un

minimo de 48 horas de reposo.

Manipulacion del pH. Paratestar de manera experimental € efecto del descenso de pH
en cultivos monoespecificos, se preparan medios de cultivo en los que se manipula €
pH. Los métodos mas comunes para manipular el pH son la adicion de HCI/NaOH y €
bombeo de CO,. La adicion de HCI en e método de HCI/NaOH reduce €l pH mediante
la disminucién de la alcalinidad total pero manteniendo constante carbono inorganico
disuelto (CID). Por e contrario, e bombeo de CO, reduce e pH aumentando € CID
pero manteniendo la alcalinidad total constante.

Las principales diferencias entre ambos métodos radican en la concentracion de
bicarbonato y la pCO,. Estas comienzan a ser significativas a pH inferiores a 7.5, donde
lapCO; y € hicarbonato son superiores en un 23% y 22% respectivamente en el método
del bombeo de CO, frente d método del HCI/NaOH. Como el océano ya tiene €
bicarbonato en saturacion para las algas que basan sus MCC en este compuesto, no
deberia haber diferencias précticas entre ambos a este respecto. En cuanto a la
diferencia en la pCO,, sOlo deberia afectar a los organismos sin MCC que basen su
asimilacién de carbono en la difusién pasiva de CO, (Hurd et. a 2009, Schulz et. d
2010).

Otro factor atener en cuenta en la metodologia es que e bombeo de CO, podria causar
estrés por € burbujeo constante, aterando las tasas de crecimiento del fitoplancton
(Hurd et. al. 2009, Shi et al. 2009). Ademas los resultados obtenidos tienden a ser més



variables y menos fiables que los obtenidos por el método HCI/NaOH (Shi et al. 2009,
Iglesias-Rodriguez et al. 2008).

Salvo excepciones muy concretas, las clorofitas basan sus MCC en la asimilacion activa
de CO, y hicarbonato (Giordono et al. 2005), por esta razén se decidio la utilizacién del
método HCI/NaOH. El método del bombeo de CO, se descart6 por la menor fiabilidad
de los resultados y mayor compl gjidad técnica (Schulz et. al 2010).

Disefio experimental. Por cada cepa se realizaron cuatro muestras a diferentes pH y
tres réplicas por pH. Los pH seleccionados fueron 8.1, 7.8, 7.5y 7.2. El pH 8.1 fue €
control del experimento y corresponde a la media actual de pH en los océanos (The
Royal Society 2005). Los pH 7.8 y 7.5 corresponden a los escenarios previstos en 2100
y 2300 respectivamente (Caldeira & Wickett 2003). Al gjustar €l pH se admitié un error
de +-0.05 unidades de pH respecto a los valores experimental es.

Las cepas se cultivaron en botellas de cultivo (Thermo scientific modelo Nunclon delta
Surface) con un volumen de 80ml. Siguiendo las recomendaciones de Hurd et a (2009)
las botellas de cultivo se llenaron hasta los 60ml y se aisl6 la membrana transpirable del
tapdn con parafilm. De esta manera se evito la pérdida de CO,, saturando con este gas
un volumen de aire inferior a 50% de la botella. Este es un factor de especial interés en
lamuestrade pH 7.2.

Para establecer los cultivos a pH correspondiente sin una variacion brusca que pudiese
afectar a la tasa de crecimiento, primeramente se establecieron todos los cultivos a pH
8.1. Cada 24 horas se bgaron 0.3 unidades de pH hasta alcanzar e pH de cada

tratamiento.

Mantener un cultivo aun pH constante es dificil, y pueden darse grandes variaciones en
el pH en 24 horas (Barker 1935). Ademas, en los primeros cultivos se observo la
dificultad de mantener un pH estable alos valores 7.5 y 7.2, consecuencia seguramente
de la absorcion de CO, parala fotosintesis. Por estos motivos se tomaron las siguientes
precauciones. Se midio e pH cada 24 horas a fin de mantener un control mas estricto y
se mantuvo una concentracion celular baja como se indicara a continuacion (Hurd et al.
2009).

El crecimiento se midio cada 24 horas, salvo en el comienzo de lafase lag, que se media

cada 48 horas. Para seguir € crecimiento de |os cultivos se media la fluorescencia como
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aproximacion a la concentracion de clorofilay, por tanto, de biomasa algal. Paraello se
empled un fluorimetro Turner Designs 10-100R fluorometer. Cuando e cultivo
superaba las 0.05 unidades de fluorescencia se reaizaron diluciones con medio de
cultivo de hasta un 60% con €l objetivo de mantener una concentracion celular baja que
afectase |lo minimo a pH (Hurd et a. 2009). Las diluciones se llevaron a cabo bajo la
campana de extraccion para evitar contaminacion del medio y para no provocar cambios
bruscos de pH se emple6 medio a pH de cada tratamiento. EI pH fue medido tanto
antes como después de cada dilucién y en caso de ser necesario se gjustaba el pH. En la
figura 3 se puede ver como se reducian las unidades de fluorescencia en unaréplicatras
cada dilucién. Con las medidas de la fluorescencia se utilizo la siguiente formula para

cacular latasa de crecimiento:

In(Xa-Xe)
t1-t2

Donde X; eslafluorescenciaat; y X, eslafluorescenciaat,.

0,065

0,06

0,05 /T
0,045 - / V
0,04

0,035

o
=]
un
un

0,03

Unidades de fluorescencia

0,025

0,02
24 74 124 174 224
Horas

Figura 3. Ejemplificacion de la variacion en las medidas de fluorescencia con las diluciones. Se
observa como al superar 0.05 unidades se realiza una dilucion haciendo descender las unidades
de fluorescencia. Esta figura corresponde a la réplica 3 de CGA 7 a pH 7.2.

Cuando las tasas de crecimiento se estabilizaban y la curva logaritmica de las medidas
de fluorescencia presentaba una disposicion lineal, se considerd que se habia llegado a
la fase exponencial. En esta fase se recopilaron las medidas de fluorescencia de al
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menos 5 dias. Si no se alcazaba la fase exponencia en un periodo menor a 10 dias se

considerd gque la cepatenia un crecimiento nulo a ese pH.

Durante toda la fase experimental se mantuvieron las condiciones de intensidad de luz,
temperatura y ciclos de luz:oscuridad iguales a las que se utilizaron para €
mantenimiento de las cepas desde su aislamiento. De esta manera se evitd un periodo de

aclimataci6n a estos factores.

Las tasas de crecimiento en la fase exponencial a cada pH se compararon para ver si
existian diferencias significativas entre si. A continuacién, se compararon las tasas de
crecimiento de la fase exponencial para un mismo pH entre diferentes cepas. Para
realizar las comparaciones se empled € programa estadistico SPSS 19. En todos los
andlisis se utilizd una prueba previa para comprobar si habia diferencias significativas
entre las varianzas. En caso de no haberlas se continud el andlisis con ANOVA paraun
factor y €l test post-hoc de Tukey; en caso de verse diferencias significativas entre las
varianzas se realizo laprueba de Welch y € test post-hoc de Tamhane.

Problemas observados en e mantenimiento del pH constante. Tras mantener las tres
cepas a cuatro pH diferentes (8.1, 7.8, 7.5y 7.2) se obtuvieron diferentes respuestas en
el mantenimiento del pH. En los tratamientos para pH 7.8 y pH 8.1 (control) no se
observaron problemas para mantener el pH estable dentro de los rangos establecidos
como admisibles (*.0.05) en la mayor parte de los dias. Las tasas de crecimiento
correspondientes a los dias en los valores de pH se salieron del rango establecido para

los tratamientos de pH 7.8 y pH 8.1 fueron descartados del tratamiento estadistico.

Tabla 2. Incrementos medios de pH en las muestras a pH 7.5y 7.2 de
las diferentes especies

1.5 y

MEDIA DESV. MEDIA DESV.

CGA7| 0.092 0.058 0.163 0.027
CGA13 | 0.0656 0.051 0.262 0.054
CGA16 0.049 0.062 0.15 0.046
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En cambio, si se observaron problemas para mantener los tratamientosapH 7.2y 7.5
dentro de los rangos de pH establecidos a pesar de las medidas de precaucion tomadas.
Dado que se superd e rango de pH permitido en la mayor parte de los dias, no se
descartd ninguna tasa de crecimiento para los calculos estadisticos. En la tabla 2 se
puede observar la media y desviaciones tipicas de los aumentos de pH en estos

tratamientos.

RESULTADOS

Las medias de | as tasas de crecimiento en fase exponencial de las tres réplicas para cada
tratamiento se representan en lafigura 4. En ella se puede observar que Nephroselmis
pyriformis muestra las mayores tasas de crecimiento a cualquiera de los valores de pH.
Pyramimonas orientalis y Pyramimonas propulsa muestran patrones parecidos en las
tasas de crecimiento a diferentes pH, aunque en Pyramimonas orientalis se observan

tasas mayoresalospH 7.2, 7.5y 7.8.

0,14 -

0,135

0'13 *//”/’*

0,125 1

0,12 -+ gt

r,/

0,115 -

0,11

Tasa de crecimiento (h™!)

0,105

0,1

7.2 7,5 7.8 8,1
pH

Figura 4. Tasas de crecimiento medias en funcién del pH. ==#== Nephroselmis pyriformis (cepa
CGA7), Pyramimonas orientalis (cepa CGA 13), ™! pyramimonas propulsa (cepa CGA16)
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N. pyriformis muestra un aumento de la media de la tasa de crecimiento a pH 7.8 frente
a las presentadas a pH 8.1. Estas tasas se mantienen estables aungue con un ligero
descenso en los pH 7.5y 7.2. P. orientalis muestra tasas de crecimiento estables entre
lospH 8.1y 7.8. A pH 7.5 muestra un incremento, manteniendo la estabilidad apH 7.2.
P. propulsa muestra un decremento en sus tasas de crecimiento a pH 7.8 frente a pH

8.1. A pH 7.5 muestra crecimiento maximo, paravolver adescender apH 7.2.
1. Comparacion entre las tasas de crecimiento de una misma cepa a diferentes pH

En N. pyriformisy P. propulsa se observaron varianzas diferentes, por 1o que se anaizé
mediante la prueba de Welch, mostrando diferencias significativas entre sus tasas de
crecimiento alos diferentes pH (p-valor<0.05). En latabla 3 se muestran |os resultados
de la prueba post-hoc de Tamhane para N. pyriformisy P. propulsa. En N. pyriformis se
observan diferencias significativas entre las tasas de crecimiento apH 8.1y apH 7.5 asi
como entre las tasas de crecimiento a pH 8.1 y pH 7.2. En la cepa P. propulsa
Unicamente se observan diferencias significativas entre |as tasas de crecimiento apH 8.1
yapH 7.5.
Tabla 3. Pruebas post-hoc comparando las tasas de crecimiento a los diferentes tratamientos de pH. Para

Nephroselmis pyriformis (cepa CGA7) y Pyramimonas propulsa (cepa CGA16) se realizo el test de Tamhane, mientras
que Pyramimonas orientalis (cepa CGA 13) fue analizada mediante el test de Tukey.

pH CGA7 CGA13 CGA16
7.8 0.189 1.000 0.999
8.1 7.5 0.004* 0.002* 0.027*
7.2 0.033* 0.142 0.439
7.8 7.5 1.000 0.009* 0.555
[ 0.964 0.229 0.958
7.5 f iy 0.538 0.359 0.900

*diferencias significativas entre las tasas de crecimiento a ambos pH

P. orientalis no mostré diferencias significativas en las varianzas, por 1o que se anaiz6
con la prueba ANOVA para un factor, mostrando diferencias significativas entre las
tasas de crecimiento a diferentes pH (p-valor<0.05). En la tabla 3 se puede observar los
resultados de la prueba post-hoc de Tukey para las tasas de crecimiento a diferentes pH.
N. pyriformis muestra diferencias significativas entre las tasas de crecimiento apH 8.1y

apH 7.5, asi como entre lastasasapH 7.8y pH 7.5.
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Tabla 4. Comparacion de las tasas de crecimiento de varias cepas a un mismo pH. Nephroselmis
pyriformis (cepa CGA7), Pyramimonas orientalis (cepa CGA 13), Pyramimonas propulsa (cepa

CGA16).
pH cepas CGA13 CGAle

CGA7 0.041* 0.046*

7.8 CGA13 0.963
CGA7 0.977 0.040*

7.5 CGA13 0.125
CGA7 0.733 0.023*

7.2 CGA13 0.223

*Diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de las dos cepas a ese pH

2. Comparacion entre tasas de crecimiento a un mismo pH para diferentes cepas

Al comparar las tasas de crecimiento de las diferentes cepas para un mismo pH con
ANOVA no se observaron diferencias significativas a pH 8.1 entre las cepas (p-
valor>0.05). Las tasas de crecimiento apH 7.8, 7.5 y 7.2 mostraron diferencias en las
varianzas, por 1o que se analizaron con €l test de Welch y posteriormente con la prueba
post-hoc de Tamhane; |os resultados se muestran en latabla 4. En esta tabla se observan
diferencias significativas en las tasas de crecimiento a pH 7.8 entre N. pyriformisy P.
propulsa, asi como entre N. pyriformis y P. orientalis. También se mostraron
diferencias significativas en los tratamientosapH 7.5y pH 7.2 entre N. pyriformisy P.

propulsa.

DISCUSION
1. Mantenimiento de un pH estable

A lo largo del procedimiento experimental uno de los puntos mas importantes fue €
mantenimiento de un pH estable en cada tratamiento. No obstante, en los valores de pH
75 y 7.2 se observaron grandes incrementos de pH (tabla 2), consecuencia
probablemente de la retirada de CO, para la fotosintesis por las microalgas. En este
sentido no se puede tratar los resultados de pH 7.5y pH 7.2 con lamisma fiabilidad que
los de 7.8. En latabla 2 se observa que las variaciones a pH 7.5 no llegan a superar 0.1
unidades de pH ni, por tanto, llegar al pH inmediatamente superior (7.8). Por estarazon,
a pesar de no poderse considerar que € cultivo estaba a pH 7.5, si se puede considerar

gue estaba a un pH inferior a7.8 y entre los pH 7.55y 7.65. A pH 7.2 la variacion es
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mucho mayor, llegando a valores correspondientes a intervalo de pH 7.5 (tabla 2).
Tampoco se puede, por tanto asumir que la muestra estaba a pH 7.2, por lo que se
considerara que se encontraba en un intervalo de 7.2 y 7.5. En la interpretacion de los
resultados de estos tratamientos (pH 7.5 y pH 7.2) se debe tener en cuenta que la gran
variacion de pH en 24 horas podria ser un factor de estrés que afectase a la tasa de

crecimiento.
2. Respuesta de cada cepa a los tratamientos de pH

Actualmente, el océano muestra pH cercanos a 7.5 en las zonas de afloramiento de agua
(Doney 2006) por lo que se podria prever que por efecto de la acidificacion en € afio
2100 existiran zonas méas amplias a ese pH. Ademas, la mayoria de sistemas costeros se
hallan en un rango de 7.5-8.5 unidades de pH (Hinga 2002), de manera que que a bajar
lamediade pH también podrian aumentar las zonas costeras apH 7.5. Los efectos de la
acidificacion llegaran a su mayor expresion en e afio 2300 con un pH ocednico medio
de 7.5 (Caldeira & Wickett 2003), consecuencia de esto podria ser un aumento también
de las zonas a pH 7.2 en ecosistemas costeros debido a un descenso del su rango de pH;
ademés, también se podria notar este efecto en las zonas de afloramiento de agua, que
podrian descender su pH a 7.2 en muchos de sus puntos. Los resultados para las
especies estudiadas muestran un aumento de las tasas de crecimiento a pH més bajos
que los actuales, pudiendo derivarse importantes implicaciones ecolégicas en los

escenarios previstos para 2100 y 2300 que merecen ser estudiadas con més profundidad.

Nephroselmis pyriformis (cepa CGA7) en lafigura4 muestra un incremento en lamedia
de las tasas de crecimiento no significativa (tabla3) desde pH 8.1 a pH 7.8. Se puede
decir por tanto que existe una nula afeccién de las tasas de crecimiento por la media de
pH prevista en e afio 2100. Esto no indica necesariamente que las tasas de crecimiento
no se vayan a ver afectadas en 2100, ya que si existen diferencias significativas en la
tasa de crecimiento para los tratamientos a pH 7.2 y 7.5 a compararse con las tasas de
crecimiento a pH 8.1. Por esta razdn se podria prever un incremento de sus tasas de
crecimiento en agunos puntos localizados en € afio 2100 y un aumento mas

generalizado en el afio 2300.

Pyramimonas orientalis (cepa CGA 13) también podria mostrar tasas de crecimiento
mayores en los escenarios previstos para 2100 y 2300 debido a un incremento

significativa en sus tasas de crecimiento de pH 8.1y pH 7.8 apH 7.5. Un descenso del
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pH en 2100 podria aumentar sus tasas de crecimiento en algunas zonas, aunque los
mayores efectos se verian en 2300, cuando la media de pH del océano alcanzaria pH
1.5.

Pyramimonas propulsa (cepa CGA16) muestra un descenso en la media de sus tasas de
crecimiento a pH 7.8 respecto apH 8.1 (figura 4). No obstante, estas diferencias no han
sido significativas. Para esta cepa Unicamente se observan diferencias significativas al
comparar las tasas de crecimiento en el ensayo apH 8.1 con € ensayo apH 7.5, por esta
se podria hablar de un aumento significativo de las tasas de crecimiento a pH 7.5.
Debido a esto, se podrian prever los mismos efectos que para Pyramimonas orientalis

en escenarios futuros.
3. Respuesta comparada de cada cepa a un mismo tratamiento de pH

Comparar la respuesta de las diferentes cepas a un mismo pH es importante para
conocer la respuesta global de la division Chlorophyta ante la acidificacion del medio.
En los resultados de este estudio se puede observar que existen diferencias significativas
entre algunas de las cepas testadas para un mismo pH. De esta manera, no se puede

asumir una unica respuesta de la division Chlorophyta a la acidificacion de los océanos.

P. orientalis (cepa CGA13) y P. propulsa (cepa CGA16) muestran un patron de tasas de
crecimiento similar a diferentes pH (figura 4), ademés en la tabla 4 se puede observar
que no hay diferencias significativas entre sus tasas de crecimiento a ningun tratamiento
de pH. Estas similitudes podrian indicar una gran relacion genética de este género en
cuanto a los genes implicados en la respuesta a pH bajos. Seria interesante un estudio

mas detallado de este género para comprobar si se trata de un patrén comuan.

N. pyriformis (cepa CGA7) muestra diferencias significativas con a menos una de las
cepas del género Pyramimonas en todos los tratamientos correspondientes a los
escenarios previstos para el futuro. Unicamente no hay diferencias significativas en las
tasas de crecimiento en € tratamiento control (pH 8.1), correspondiente a la media del
pH oceanico actual. Esta es, por tanto, la cepa que estadisticamente tiene mayores tasas
de crecimiento a los tratamientos de pH 7.8, 7.5 y 7.2. Esto podria indicar un mayor
distanciamiento genético entre Chlorophytas de diferente género en los genes
responsables de la respuesta a pH mas écidos. La aparicién de diferencias significativas

en las tasas de crecimiento entre estos dos generos en |0s escenarios previstos para el
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futuro, teniendo en cuenta la ausencia de €ellas en € tratamiento control, podria tener
implicaciones en los equilibrios ecol dgicos previstos en escenarios futuros que deben
ser estudiadas con mayor profundidad.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio de estas tres cepas de la division Chlorophyta muestran un
aumento de las tasas de crecimiento ante una acidificacion del medio. Estas resultados
podrian suponer un aumento de las tasas de crecimiento para las especies estudiadas en
los escenarios futuros previstos y tener implicaciones ecoldgicas que deberian ser
estudiadas més afondo. Se ha observado también una gran similitud en larespuestaala
acidificacion del medio de cepas del mismo género, y algo més diferenciada al
comparar cepas de géneros diferentes. Estos resultados descartan la existencia de una
respuesta comun de toda la division Chlorophyta a la acidificacion de los océanos.
Futuros estudios deberian centrarse en la respuesta comparada de géneros de esta

division alaacidificacion y las consecuencias que pudiere tener en |os ecosistemas.
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