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LISTADO DE ACRONIMOS

A continuacion se detalla el listado de acronimos utilizados en todo el trabajo:
CAL: Longitud del Area Central, del inglés Central Area Length.

CAW: Anchura del Area Central, del inglés Central Area Width.

COL: Longitud del Agujero Central, del inglés Central Opening Length.

COW: Anchura del Agujero Central, del inglés Central Opening Width.

DL: Longitud de la Capa Distal, del inglés Distal Length.

DW: Anchura de la Capa Distal, del inglés Distal Width.

INTL:Espesor Tubo Central (Eje Largo), Inner Tube Cycle Thickness Long Axis.
INTS:Espesor Tubo Central (Eje Corto),Inner Tube Cycle Thickness Short Axis.

LDE: Longitud de la parte radial de los Elementos Distales, del inglés Length

(radial part) of Distal Elements.

LDE/WDE: Relacion entre la Longitud y la Anchura de la parte radial de los
Elementos Distales.

MLDE: Media de la Longitud de la parte radial de los Elementos Distales, del
inglés Media of Length (radial part) of Distal Elements.

MWDE: Media de la Anchura de la parte radial de los Elementos Distales, del

inglés Media of Width (radial part) of Distal Elements.
NDE: Numero de Elementos Distales, del inglés Number of Distal Elements.

NPH: Numero de Agujeros de la Capa Proximal, del inglés Number of Proximal

Holes.
PL: Longitud de la Capa Proximal, del inglés Proximal Length.
PW: Anchura de la Capa Proximal, del inglés Proximal Width.

WDE: Anchura de la parte radial de los Elementos Distales, del inglés Width

(radial part) of Distal Elements.






RESUMEN

El aumento antropogénico del CO, atmosférico esta afectando a la quimica del
agua de mar, acidificando los océanos y afectando a la fisiologia de muchos
organismos marinos. Es esperable que este fendmeno afecte también a los
cocolitéforos, que forman estructuras de carbonato calcico y que, a través de la
fotosintesis, son importantes fijadores de CO, y organismos principales de la
llamada bomba bioldgica, que constantemente transporta carbono desde la
superficie de los océanos hasta las aguas mas profundas y los sedimentos

marinos, estabilizando el clima de la Tierra.

El estudio de los efectos de la acidificacion sobre los cocolitéforos ha generado
mucha controversia en los ultimos afios, habiendo autores que han llegado a la
conclusion de que la tasa de calcificacion de estos organismos disminuira al
aumentar la concentracion de CO, mientras que otros han concluido todo lo

contrario.

Trabajos recientes sugieren que algun morfotipo en concreto de Emiliania
huxleyi podria ser mas resistente en ambientes mas &acidos que otros
morfotipos, llegando a proponer que determinadas especies de cocolitéforos
tendrian la capacidad para evolucionar hacia morfotipos mas estables para

poder adaptarse a condiciones mas agresivas.

El presente trabajo estudia la variacion estacional de una serie de parametros
biométricos de las cocosferas y cocolitos de Emiliania huxleyi en muestras de
agua superficial de la Bahia de Blanes. Este analisis nos revela que tanto el
tamano de las cocosferas como el grosor de las estructuras de los cocolitos
son menores en verano, cuando el pH del agua de mar es mas bajo. No
obstante, esta concordancia no encaja cuando los datos morfologicos se
comparan con otros parametros del sistema del CO, en agua de mar,
apuntando hacia otros parametros, como la temperatura, como moduladores

mas importantes de la calcificacion de estos organismos.



1. INTRODUCCION

1.1. La progresiva acidificacion de los mares y océanos

El aumento antropogénico de los niveles de CO, atmosférico, debido
principalmente a la quema de combustibles fésiles y a la deforestacion, esta
provocando, ademas del calentamiento global, una progresiva acidificacion de
los océanos (Figura 1.1).

Este cambio critico en la quimica del agua de mar tiene repercusiones en la
fisiologia de gran variedad de organismos marinos y, consecuentemente, en la

ecologia de los mares y los océanos.

Una gran parte del CO, emitido por las actividades humanas esta siendo
absorbido por los océanos, ya que el CO; se disuelve en el agua de mar
participando en una serie de reacciones y equilibrios quimicos ((1) en la Figura
1.1), cuyo resultado es el aumento de la concentracién de los iones bicarbonato
(HCO3) e hidrogeno (H") y, por lo tanto, la disminucion del pH del agua de mar.
Esto también conlleva una disminucion de la concentracion de iones carbonato
(CO3?), afectando al estado de saturacién del carbonato célcico precipitado (Q
en (2) de la Figura 1.1). Los organismos que, de una manera mas obvia,
deberian verse mas afectados son aquellos que forman conchas y esqueletos
de carbonato calcico. Estudios experimentales han demostrado que estos
cambios en la quimica del agua de mar hacen mas dificil la calcificacion, y mas

débiles las estructuras solidas generadas (Pelejero et al., 2010)

Los organismos marinos pueden precipitar el carbonato calcico en forma de
calcita (e.g. muchos cocolitoféridos y también foraminiferos) o en forma de
aragonita (e.g. pterépodos, corales). La calcita es termodinamicamente mas
estable que la aragonita. La tendencia a disolverse de estas dos formas
cristalinas depende del estado de saturacién de cada fase en particular que, a
su vez, depende de la concentracion de los iones calcio y carbonato en el agua
de mar. A escalas de tiempo cortas (< de 1 millén de anos), la concentracién de
iones calcio en el agua de mar no ha variado considerablemente, por lo que el
parametro critico en la determinacion del estado de saturacion es la
concentracion de ion carbonato, que si que esta cambiando de manera

drastica, dando lugar a una reduccion en los valores de Q del agua de mar. La



precipitacion de carbonato célcico es termodinamicamente estable cuando el
valor de Q es superior a 1 (aguas supersaturadas) y desfavorable cuando es

inferior a 1(aguas insaturadas).

Una de las reacciones de precipitacion del carbonato calcico es la (3) de la
Figura 1.1. Como podemos observar, cuando los organismos marinos
calcifican, se produce una liberacion de CO, en las aguas colindantes. La
cantidad de COz, liberado por mol de carbonato calcico precipitado depende de
muchos factores, como la temperatura, salinidad, pCO,, etc (Frankignoulle et
al.,1994). Actualmente, el CO, liberado por mol de carbonato calcico
precipitado esta alrededor de 0.6, pero este valor esta aumentando a medida

que la concentracion de CO, atmosférico aumenta (Frankingnoulle et al., 1994).

Figura 1.1. Vista
esquematica de la

perturbacién antropogénica
del ciclo del carbono que
ocurre cuando parte del
CO2 emitido por la
combustién de combustibles
fésiles y la deforestacion es
absorbido por los océanos
(Pelejero et al, 2010)

1.2. Las algas cocolitoforales

Las llamadas algas cocolitoforales o cocolitéforos (portadores de cocolitos),
también conocidas como cocolitoforidos, son microalgas (mayoritariamente
marinas y planténicas) que, de forma continuada o en algin momento de su
ciclo de vida, forman unas estructuras de carbonato calcico llamadas cocolitos.
Todavia no se conoce bien la funcién de estos cocolitos, pero se sabe que
juegan un papel muy importante en el ciclo del carbono (Westbroek, 1991).

Estas microalgas, organismos unicelulares fotoautotréficos, son capaces de



formar grandes proliferaciones (blooms) en los océanos que a menudo cubren
millones de km? y pueden incluso ser vistos desde el espacio (Moore et al.,
2012; Holligan et al., 1993; Tyrell and Young, 2009) (Figura 1.2.).

A través de la fotosintesis, los cocolitéforos son importantes fijadores de CO, y
uno de los organismos principales de la llamada bomba bioldgica, que
constantemente transporta carbono desde la superficie de los océanos hasta
las aguas mas profundas y los sedimentos marinos, una accion que ayuda a

estabilizar el clima de la Tierra (Falkowski 2012).

-

Figura 1.2. Imagen
capturada por el satélite
Aqua de |la NASA, el 15 de
julio del 2012, donde se
observa un bloom de
fitoplancton, probablemente
cocolitéforos, sobre la
superficie del Mar Negro
(http://earthobservatory.nas
a.gov/IOTD/view.php?id=78
705)

Black Sea

Estos cocolitos que rodean la célula forman una envoltura esferoidal llamada
cocosfera (Figura 1.3.). Las cocosferas suelen estar constituidas por un solo
tipo de cocolitos, aunque se encuentran especies y géneros formadas por
diferentes tipos de cocolitos. La morfologia de los cocolitos se utiliza de manera

habitual para clasificar las diferentes especies.

Figura 1.3. Cocosfera de
Emiliania huxleyi
fotografiada en la muestra
de primavera (17/05/2011)
del presente trabajo,
mediante microscopia
electrénica en el Institut de
Ciéencies del Mar.
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Existen dos tipos de cocolitos muy diferentes estructuralmente, los
heterococolitos y los holococolitos, formados por diferentes tipos de
biomineralizacion. Los heterococolitos estan formados por unidades cristalinas
de forma y tamafio variable, su biomineralizacion es intracelular y se producen
a partir del primer anillo formador del cocolito (“proto-coccolith ring”) (Manton &
Leedale, 1969; Inouye & Pienaar,1988; Westbroek et al., 1989; Young, 1989;
Fresnel, 1989). Los holococolitos estan formados por numerosos cristales
diminutos (< 0,1 um) y su calcificacién parece ser extracelular (Manton &
Leedale, 1963; Klaveness, 1973; Rowson et al.,1986) sucediendo dentro del
periplasto (de Vrind-de Jong et al., 1994). Existe un tercer grupo de cocolitos,
que se caracterizan por poseer formas poco simétricas y por no tener la
cristalizacién de los otros dos grupos mencionados, denominado nanolitos. Los
cocolitos que construye la microalga Emiliania huxleyi , sobre la cual se centra
el presente trabajo, pertenecen al grupo de los heterococolitos. Es importante
resaltar que E. huxleyi, de la familia Noélaerhabdaceae, es la especie

cocolitoforal mas abundante en los océanos actuales (Paasche, 2002).

1.3. Efectos de la acidificacion en E. huxleyi

Como hemos mencionado anteriormente, los cambios producidos en la quimica
del agua de mar debidos al aumento antropogénico del CO, atmosférico, estan
afectando la fisiologia de determinados organismos marinos, incluyendo a

aquellos que forman conchas y esqueletos de carbonato calcico.

A priori, la progresiva acidificacion de los océanos deberia afectar
especialmente los cocolitéforos, ya que construyen estructuras de carbonato
calcico que deberian verse afectadas a medida que las aguas se vuelven mas
corrosivas. No obstante, el estudio de los efectos de la acidificacion sobre estos

organismos ha generado mucha controversia en los ultimos afos.

Algunos autores (e.g. Riebesell et al., 2000) concluyeron inicialmente que los
cocolitéforos disminuyen su tasa de calcificacion al aumentar la concentracion
de CO, Posteriormente, otros trabajos apuntaron hacia lo contrario. Por
ejemplo, Beaufort et al. (2007), en sus experimentos a diferentes niveles de pH,
concluyeron que el peso y el tamafo de los cocolitos no variaba

significativamente con la acidificacion; tampoco habia evidencias de aumento
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de la disolucién de los cocolitos con la profundidad entre 250 m y 2500 m.
Posteriormente, Iglesias-Rodriguez et al. (2008), en un estudio con diferentes
cultivos de E. huxleyi, encontraron un aumento de la tasa de calcificacién al
aumentar los niveles de pCO, Este trabajo en particular generé mucha
controversia, y motivo la realizacién de nuevos estudios para intentar aclarar la

cuestion.

Un trabajo muy interesante que aporté mas informacion fue el de Langer et al.
(2009), que concluyé que no habia una respuesta uniforme de los cocolitéforos
a la acidificacion, ni siquiera entre diferentes cepas de la misma especie E.
huxleyi. Todo ello parece indicar que la afectacion de estos organismos a la

acidificacién depende de la base genética de cada cepa en particular.

Mas recientemente, Beaufort et al. (2011), encontraron, mediante el analisis de
cocolitos en la columna de agua y en sedimentos marinos, la existencia de un
patrén global que apuntaba a una disminucién de la calcificaciéon de los
cocolitéforos con el incremento de la presion parcial del CO, y con la
disminucion de la concentracion de iones CO;>. Como Unica excepcion, los
autores de este trabajo descubrieron un morfotipo de E. huxleyi en zonas
concretas de la costa de Chile y de Argentina que presentaba estructuras

fuertemente calcificadas a pesar de vivir en aguas con bajos niveles de pH.

Segun Bach et al. (2012), todavia no se conoce exactamente cémo los cambios
en las tasas de calcificacion de E. huxleyi se reflejan en el tamafio del cocolito,
en el peso y en la tasa de exocitosis (numero de cocolitos formados y
expulsados por dia). Lo que si se conoce mejor es la influencia de la quimica
del carbonato en la apariciéon de malformaciones en los cocolitos de E: huxleyi
(Langer et al., 2010, 2011). La pregunta clave es qué parametro de la quimica
del carbonato esta actualmente causando malformaciones en E. huxleyi,

todavia sin una respuesta.

Actualmente, sigue habiendo mucha controversia sobre el efecto de la
acidificacién en la calcificacion de las microalgas calcareas, aunque se ha
encontrado que algun morfotipo en concreto de E. huxleyi podria ser mas
resistente en ambientes mas acidos que otros morfotipos, como sugieren Smith

et al. (2012). En este trabajo, centrado en la Bahia de Vizcaya, los autores



observaron que, en invierno, cuando las condiciones de pH y Q de calcita eran

las mas bajas, dominaba en un 90% el morfotipo mas sobrecalcificado.

Ello podria hacer pensar que determinadas especies de cocolitéforos tendrian
la capacidad para evolucionar hacia morfotipos mas estables para poder
adaptarse a condiciones mas agresivas, pero hay pocas evidencias sobre esto

y habra que investigar mas en el futuro.

1.4. Objetivo del presente trabajo experimental

En el presente trabajo estudiaremos, mediante un analisis exhaustivo de
fotografias al microscopio electronico, la variacion estacional de determinados
parametros biométricos de los cocolitos y cocosferas de E. huxleyi en muestras
de agua superficial de la Bahia de Blanes, para determinar qué tipo de relacién
existe entre la formacién de estas estructuras y la quimica de las aguas. Un
trabajo similar se publicé recientemente en base a muestras del Mar Egeo, en
el cual se encontraron claros cambios estacionales en las dimensiones de los

cocolitos (Triantaphyllou et al , 2010).



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Area de estudio y periodo de muestreo

El area de estudio se centra en el Mediterraneo Noroccidental, concretamente
en la Bahia de Blanes, en el Blanes Bay Microbial Observatory
(http\\www.icm.csic.es/bio/projects/icmicrobis/bbmo/) (Gutiérrez-Rodriguez et
al, 2011).

El punto de muestreo esta localizado a 800 m de la costa, en una zona de 20 m
de profundidad, en las coordenadas 41° 40°N, 2° 48°E (Fig. 2.1). Las aguas
analizadas son superficiales, y se analizan periédicamente unas 14 veces al

ano.

-

e Fig. 2.1. Mapa de
‘ = localizacion del area de
e Bahia de Blanes tudi del to d
slar S r 4
=5 . Coordenadas 41° 40°N, 2° 48'E €studio y del punto ge
o de profunclicad muestreo (Google Earth).

En la Figura 2.2. se puede observar la evolucion temporal correspondiente a un
ciclo anual en determinados parametros fisicoquimicos, que incluyen medidas
correspondientes a 14 muestras de agua que abarcan el periodo de estudio del
presente trabajo, desde el 6 de Julio de 2010 hasta el 5 de Julio de 2011.

Para poder realizar el estudio de la variacion estacional de E. huxleyi y poder
estudiar posibles relaciones con los cambios en la quimica de las aguas, se
seleccionaron 4 muestras, correspondientes a verano, otofio, invierno y
primavera (03/08/2010, 16/11/2010, 08/02/2011 y 17/05/2011 respectivamente)
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En estas muestras, el numero de cocosferas por litro totales y de E. huxleyi,

contadas por Lluisa Cros, se detallan en la Tabla 1.

Dia muestreo 3 Agosto 2010 16 Noviembre 2010 8 Febrero 2011 17 Mayo 2011

Emiliania huxleyi (cocosferas/L) 25448 31103 24918 5700

Total cocosferas/L 41883 46654 36581 30780

Tabla 1. Numero de cocosferas (E. huxleyi y totales) por litro en las muestras seleccionadas.

Para comparar con los datos biométricos de los cocolitos y cocosferas

obtenidos en este trabajo, hemos seleccionado una serie de parametros fisico-

9



quimicos que se determinan periédicamente en la serie temporal de Blanes, en

concreto temperatura, pH, salinidad, alcalinidad y clorofila total (Tabla 2).

A partir de ellos se pueden derivar otros parametros como la presién parcial de
CO;, (pCO,), las concentraciones de HCOs y de COs*, y el estado de
saturacion (Q) de la calcita. Ademas de presentar la variacién temporal de
estos parametros en la Figura 2.2, en la Tabla 2 mostramos los valores in situ

de estos parametros para las cuatro muestras seleccionadas.

T pH pCO2 (uatm) ~ HCO3: (umolkg) ~ CO3-2- (umolkg)  OmegaCa Salinidad Alcalinidad (umollkg) DIC (umolikg) Chl. Total

03/08/2000 241 803 45 1975 23 5% 318 2550 w4 0M
16/11/2010 158 8113 363 2026 27 50 382 258 0% 093
08/02/2011 14 8142 33 2048 204 am - 318 2550 2066 0%
17/05/2011 176 8095 38 017 20 55 318 25% 0 049

Tabla 2. Parametros fisico-quimicos medidos, in situ, en las muestras de agua seleccionadas.

2.2. Muestras de aqua y metodologia utilizada

Las muestras de agua fueron recogidas en superficie, en el punto de muestreo
de Blanes (41° 40°'N, 2° 48°E), y se trasladaron rapidamente para su filtracion y

tratamiento al laboratorio del Instituto de Ciencias del Mar de Barcelona.

Se filtraron 100 ml de agua de mar usando una bomba de vacio sobre un filtro
Nucleopore de policarbonato de 25 mm de diametro y 0,8 ym de tamafo de
poro. Kleijne (1991) y Cros (2001) consideran que este tipo de filtros tienen las
mejores propiedades para permitir la observacion de los cocolitéforos mas
pequefios). Otro filtro con tamano de poro de 3 um (normalmente de nitrato
acetato de celulosa de Millipore) se colocod debajo del filtro de policarbonato,
con el fin de obtener una distribucion uniforme de las particulas filtradas (Cros y
Estrada, 2004).

Se elimind la sal lavando los filtros con aproximadamente 1 ml de agua mineral
embotellada. Los filtros se secaron al aire bajo una bombilla encendida o en
estufa a 50°C (aprox. 5-10 min) y fueron conservados bajo vacio parcial en
cajas herméticamente cerradas, hasta su posterior preparacion para el
Microscopio Electronico de Barrido (SEM) (Cros y Fortufio, 2002).
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2.3. Observaciones al SEM. Medidas en cocosferas y cocolitos

Una parte de los filtros de policarbonato, se colocaron en el soporte para el
SEM con plata coloidal y se revistieron con oro-paladio. El grosor de la capa de
metalizado fue de 200 A.

Las muestras fueron observadas y los especimenes fotografiados con el
Microscopio Electrénico de Barrido marca Hitachi S-3500 N operando a 5 kV.
(Institut de Ciéncies del Mar, Departament de Microscopia, J. Manuel Fortufio).

Todas las fotografias realizadas, tanto de cocosferas como de cocolitos distales

y proximales de E. huxleyi, quedan recogidas en el CD adjunto como Anexo.

Los parametros morfologicos medidos, tanto en las fotografias de cocosferas
como en las fotografias de cocolitos distales y proximales (Triantaphyllou et al.,
2010), fueron calculados con el Software de Analisis de Imagen Image J
(Abramoff, 2004) (Figs. 2.3, 24 y 2.5). Las longitudes medidas en las
fotografias fueron calibradas a partir del tamafio de la barra en micras

registrada en cada fotografia SEM.

DC

Figura 2.3. Parametros medidos en las cocosferas de E. huxleyi

(NC: Numero de Cocolitos Cocosfera; DC: Diametro Cocosfera).
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Figura 2.4. Parametros medidos en los cocolitos distales de E. huxleyi
(DL: Longitud Distal ; DW: Anchura Distal; COL: Longitud Agujero Central; COW: Anchura Agujero Central ; CAL:
Longitud Area Central ; CAW: Anchura Area Central ; NDE: Numero Elementos Distales; LDE: Longitud Elementos
Distales; WDE: Anchura Elementos Distales; NPH: Numero Agujeros Capa Proximal; INTL: Inner Tube Cycle Thickness
Long Axis; INTS: Inner Tube Cycle Thickness Short Axis).

Figura 2.5. Parametros medidos en los cocolitos proximales de E. huxleyi

(PL: Longitud Proximal; PW: Anchura Proximal; DL: Longitud Distal ; DW: Anchura Distal; COL: Longitud Agujero
Central; COW: Anchura Agujero Central ; CAL: Longitud Area Central ; CAW: Anchura Area Central ; NDE: Numero

Elementos Distales; NPH: Nimero Agujeros Capa Proximal).
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Las medidas abreviadas INTL e INTS en la Fig. 2.3 no fueron tomadas
directamente sino que se calcularon de la siguiente manera:
INTL (Inner Tube Cycle Thickness Long Axis) = (CAL - COL) /2

INTS (Inner Tube Cycle Thickness Short Axis) = - COW) /2

Estas medidas son las mismas tanto para los cocolitos distales como
proximales, pero en este trabajo se encuentran ilustradas unicamente en la
Figura 2.3.

Dado que en las fotografias de cocosferas unicamente se pueden contar los
cocolitos que se observan en una de las caras, hicimos una aproximacion
contando los cocolitos enteros de la cara de delante, los multiplicamos por 2 y

sumamos los cocolitos que estan de lado en el borde de la cocosfera.

Ademas de todos los parametros representados en las Figuras 2.3, 2.4 y 2.5,
se calculé también el tanto por ciento de superficie ocupada por el agujero

central (Figura 2.6) de la siguiente manera:
Area 1=11 (L x H)
Area 2=11 (L'x H")
% superficie ocupada por agujero central = (Area 2 / Area 1) x 100

Este calculo se realizd tanto para las fotografias de cocolitos distales como
proximales, comparandose entre ellas para examinar la existencia de posibles

diferencias.

Figura 2.6. Medidas
realizadas para el
calculo del % de
superficie ocupada

por el agqujero
central.
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Una vez realizadas todas las medidas descritas anteriormente (incluidas en el
CD adjunto), procedimos a la representacion grafica de todos los parametros
morfolégicos por estaciones para poder comparar los resultados y ver la
variacion estacional de los mismos. Estas representaciones se efectuaron con
el software Origin Pro 8 (tanto los histogramas como los diagramas de caja y
los cuadros estadisticos) y se incluyen en el siguiente apartado de resultados y

discusion.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros morfolégicos y su variacion estacional

Debido al gran volumen de resultados obtenidos, para su inclusion en el
documento escrito unicamente seleccionamos las representaciones graficas
mas representativas y aquellas donde se observa una mayor variacion

estacional de los parametros morfoldgicos.

El didmetro de las cocosferas (DC) varia entre 4 y 10 pm, aunque
mayoritariamente se encuentran entre 5y 7 ym (Fig. 3.1C). Observamos que
hay variacion estacional, siendo las cocosferas mas grandes en invierno y
otofio (6-7 ym), mientras que en verano las encontramos mas pequenas (ca. 5
pm) (Figs. 3.1E y 3.1D). También observamos que hay una gran variabilidad de
diametros en otofio, cosa que no se observa en las demas estaciones (Fig.
3.1A).

El numero de cocolitos de las cocosferas (NC) varia entre 10 y 46, aunque
mayoritariamente se encuentran entre 15 y 30 (Figs. 3.2A, 3.2B y 3.2C).
Observamos que también hay variacion entre las diferentes estaciones,
destacando que la mayoria de cocosferas en la estacion de invierno tienen
alrededor de 15 cocolitos (Fig. 3.2D). En las demas estaciones, en general, se
observa un mayor numero, tal y como podemos observar en la imagen de la
Figura 3.2E. Si lo comparamos con el diametro de las cocosferas, vemos que el
patrén es muy similar (Figs. 3.1B y 3.2B), llegando a la conclusién de que en
invierno las cocosferas son mas grandes pero tienen menor numero de
cocolitos (Figs. 3.1E y 3.2D).
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En cuanto a la longitud de la capa distal (DL), varia entre 1,8 y 4,8 um, aunque
mayoritariamente se encuentran entre 3 y 4 ym (Figs. 3.3A y 3.3C). En este
caso no se observa tanta variacion estacional como en los anteriores
parametros morfolégicos (Figs. 3.3D y 3.3E), destacando que en la estacion de
verano es cuando son mas pequenos (Fig. 3.3B). Cabe destacar que en la
estacion de primavera la longitud de la capa distal se concentra
mayoritariamente entre 3,4 y 3,6 ym, un rango muy estrecho de valores en

comparacion con las demas estaciones (Fig. 3.3A).
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Respecto a la anchura de la capa distal (DW), varia entre 1,2 y 4,3 ym, aunque
mayoritariamente se encuentran entre 2 y 3 uym (Figs. 3.4A y 3.4B). La
variacion estacional es practicamente igual a la que observamos para la
longitud de la capa distal, siendo mas pequefia para la estacion de verano
(Figs. 3.4D y 3.4E).
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La anchura del area central (CAW) de los cocolitos distales varia
aproximadamente entre 0,7 y 2 ym, aunque mayoritariamente se encuentran
entre 1y 1,5 ym (Figs. 3.5A y 3.5C). En cuanto a la variacion estacional,
observamos que los valores mas pequefios los encontramos en la estacion de
verano (~1-1,25 uym (Fig. 3.5D)). En las demas estaciones, el patron de
variacion es muy similar, obteniendo valores mas grandes que en la estacion
de verano y concentrandose éstos entre 1 y 1,5 ym (Fig. 3.5B). Hay que
destacar que en la estacion de primavera es donde se observa mayor

variabilidad, obteniendo valores entre 0,6 y 2 um (Fig. 3.5E).

La anchura del area central (CAW) de los cocolitos proximales varia entre 0,7 y
3,3 ym, aunque mayoritariamente se encuentran entre 1 y 2 ym (Figs. 3.6A y
3.6B). Observamos una variacion estacional muy caracteristica, encontrando
los valores mas grandes en la estacion de invierno y los valores mas pequenos
en la estaciéon de verano (Figs. 3.6B y 3.6D); hay que destacar que en la
estacion de otofio encontramos valores muy altos, entre 2,5 y 3,5 ym (Figs.
3.6A y 3.6E). Respecto a INTL, varia entre 0,09 y 0,6 um, aunque
mayoritariamente se encuentran entre 0,15y 0,4 ym (Figs. 3.7A y 3.7C). En
este caso, encontramos una variacion estacional muy marcada, encontrando
los valores mas pequefos en las estaciones de primavera y verano y los
valores mas grandes en las de otofio e invierno (Figs. 3.7D y 3.7E). También
hay que destacar que el patrén de variacion es muy similar entre las estaciones
de verano y primavera y entre las estaciones de otofio e invierno, habiendo

mayor variabilidad en estas ultimas (Fig. 3.7B).

En cuanto a INTS, varia entre 0,03 y 0,6 um, aunque mayoritariamente se
encuentran entre 0,15 y 0,35 ym (Figs. 3.8A y 3.8C). La variacion estacional
que encontramos en este parametro es muy similar a la del parametro anterior,
los valores mas pequefios los encontramos en las estaciones de verano y de
primavera y los valores mas grandes en las estaciones de invierno y otofio
(Figs. 3.8D y 3.8E). También observamos que la estacion de verano presenta
un patrén de variacion muy concreto, moviéndose los valores mayoritariamente
entre 0,15y 2 um (Fig. 3.8B).
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En relacién con el numero de agujeros de la capa proximal (NPH), observamos
una gran variacion, entre 0 y 38, aunque mayoritariamente el numero de
agujeros esta entre 10 y 30 (Figs. 3.9A y 3.9C). En este caso encontramos una
variacion estacional muy marcada, totalmente contraria a lo observado hasta el

momento, obteniendo el menor numero de agujeros en la estacion de invierno y
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el mayor en la estacién de verano (Figs. 3.9D y 3.9E). Hay que destacar la gran

abundancia de cocolitos sin ningun agujero en la capa proximal que se han

obtenido en la estacion de invierno y que no se ha observado ningun cocolito

sin agujeros en la estacion de verano (Fig. 3.9B). Como veremos en la

discusién, estas tendencias apuntan siempre a una mayor calcificacion (menos

agujeros) durante invierno respecto al verano.

A
254
204 [ 17/05/2011
.©
[&]
c
[
=
Q
o
L
B
g
a0
Z
014 l
00 T T T T
03/08/2010 16/11/2010 08/02/2011 17/05/2011
C
MNtotal | Mean  Standard Deviation = Minimum | Median = Maximum
03/08/2010 79 021305 0,05138 0,089 0,213 0,3535
16/11/2010 78 032904 0,09232 0,155 | 0,31525 05285
08/02/2011 78 03213 0,10151 0,1335 0,308 0,564
17105/2011 51 023137 0,08805 01015 0,2035 0,475

A
20 -
16 [ 17/05/2011
12
8]
4
0 T T T — i - '\_‘I 1
0,0 0,1 0,2 03 04 05 0,6
20+
164 Y 08/02/2011
8
o
c 9 . 9
& Ao 5
§ 0,0 0,1 0,2 03 04 05 0,6
20 -
6] Y 16/11/2010
12
84
44
0 1
0,0 , 06
20+
164 R 03/08/2010
12
84
4]
0 —
0,0 06
B ‘\.\_\\.llil(,j,/
s =
.]_L,Qx‘éy
05+
_ 044
5’ 03 x
el 1
4
= 024 l
014
004
01 T T T T
03/08/2010 16/11/2010 08/02/2011 17/05/2011
C
MNtotal ~ Mean  Standard Devigtion = Minimum = Median = Maximum
03/08/2010 79 0,18441 0,04805 0,065 0,183 0,308
16/11/2010 78 0,20438 0,10008 0,135 | 027675 0,537
08/02/2011 78 0,29466 0,10562 0,036 02975 0,5605
17105/2011 51 0,21358 0,08037 0,11 0,195 04665
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Figura 3.8: Resultados obtenidos de las medidas
realizadas para INTS de la Capa Distal (A: Histograma,
B: Diagramas de Caja, C: Cuadro Estadistico;
Dy E: Imagenes de cocolitos distales de verano e
invierno respectivamente).
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Figura 3.9: Resultados obtenidos de las medidas
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Figura 3.10: Resultados obtenidos de las medidas
realizadas para la Media de Anchura de la Parte Radial
de los elementos de la Capa Distal (A: Histograma,
B: Diagramas de Caja, C: Cuadro Estadistico;

Dy E: Imagenes de cocolitos distales de verano e
invierno respectivamente).




En el caso de la media de anchura de la parte radial de los elementos de la
capa distal (MWDE), varia entre 0,06 y 0,19 ym, aunque mayoritariamente las
anchuras oscilan entre 0,08 y 0,13 ym (Figs. 3.10A y 3.10C). La variacién
estacional resultante es también muy caracteristica, obteniendo los valores
mas bajos en la estacion de verano y los valores mas altos en las estaciones
de otofio e invierno (Fig. 3.10B). En las Figuras 3.10D y 3.10E se puede

observar claramente la diferencia, estando muy calcificados en invierno.

En cuanto al tanto por ciento de superficie ocupada por el agujero central, en la
capa distal varia entre 3% y 25% (Fig. 3.11C) y en la capa proximal varia entre
6% y 28%, respectivamente (Fig. 3.12C). En la capa distal observamos una
gran variacion estacional, con un patrén muy similar al obtenido para el numero
de agujeros de la capa proximal (Fig. 3.9B), valores mas grandes para la
estacion de verano y valores mas pequefios para la estacion de invierno (Fig.
3.11B); en la estacion de primavera también encontramos valores muy

grandes, aunque hay mayor variabilidad que en verano (Fig. 3.11A).

En las Figuras 3.11D y 3.11E se puede ver claramente la diferencia de tamafio

del agujero central.

En la capa proximal encontramos una variacion estacional similar a la capa
distal, valores mas altos en la estacién de verano (Fig. 3.12D) pero, en este
caso, los valores mas pequefios los encontramos no solo en la estacion de

invierno (Fig. 3.12E), sino también en la estacion de otofio (Fig. 3.12B).

También observamos que el patron de variacion es muy similar en las
estaciones de invierno, otolo y verano, habiendo mayor variabilidad en la

estacion de primavera, al igual que para el caso de la capa distal (Fig. 3.12A).
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Figura 3.11: Resultados obtenidos de las medidas
realizadas para la Superficie Ocupada por el
Agujero de la Capa Distal (A: Histograma,

B: Diagramas de Caja, C: Cuadro Estadistico;

Dy E: Imagenes de cocolitos distales de verano

e invierno respectivamente).

Figura 3.12: Resultados obtenidos de las medidas

realizadas para la Superficie Ocupada por el
Agujero de la Capa Proximal (A: Histograma,
B: Diagramas de Caja, C: Cuadro Estadistico;
Dy E: Imagenes de cocolitos proximales de verano
e invierno respectivamente).
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3.2. Variacion estacional de los parametros fisico-quimicos

En la Figura 2.2 podemos observar la variacion estacional de los parametros
fisico-quimicos que hemos escogido para comparar con las medidas
biométricas. En relacion con el pH y la concentracion de iones bicarbonato
(HCO3), los valores maximos se alcanzan en invierno (~8,15 y ~2050 umol/kg,
respectivamente), mientras que los valores minimos se obtienen en verano
(~8,05 y ~1950 umol/kg, respectivamente). Por el contrario, la presion parcial
de CO,, la concentracion de iones carbonato (COs%) y el estado de saturacion
de la calcita (Q de calcita) presentan valores minimos en invierno (~350 patm,
~200 umol/kg y ~5, respectivamente) y maximos en verano (~450 patm, ~250
umol/kg y ~6, respectivamente). La evolucion de estos parametros es la tipica
de las series temporales a mar abierto, como por ejemplo la serie BATS
(Bermuda Atlantic Time-series Study) en el Atlantico noroccidental (véase Fig.
4 de Bates et al., 2012).

4. DISCUSION

La variacion estacional de los parametros morfolégicos queda reflejada
claramente en los diagramas de caja y bigotes (B de las Figs. 3.1 a 3.12). Los
parametros DC y NC, DL y DW, CAW distal y proximal, INTL e INTS y MWDE,
muestran un patron muy similar: los valores mas altos (que se relacionarian
con una mejor calcificacién) los encontramos en las muestras de invierno y
otoAo mientras que los valores mas bajos (que se relacionarian con una peor
calcificacion) los encontramos en la muestra de verano. En cuanto a los
parametros NPH y el tanto por ciento de superficie ocupada por el agujero
central muestran un patron totalmente contrario, valores bajos en invierno y
altos en verano, aunque esto es totalmente I6gico ya que valores altos de estos
parametros indicarian peor calcificacion (i.e. mas agujeros, menos grosor de
las estructuras). En este sentido destaca en particular el poco numero de
agujeros de la muestra de invierno, que corrobora la intensa calcificacion

observada en esta estacion (Fig. 3.9A).
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Segun se ha explicado en la introduccion, seria esperable que, al disminuir el
pH del agua de mar, se viera reducida la tasa de calcificacion de las algas
cocolitoforales debido al caracter mas corrosivo de las aguas mas acidas. En
este sentido, teniendo en cuenta unicamente el pH in situ, las cocosferas y los
cocolitos de las muestras de Blanes analizadas en el presente trabajo deberian
aparecer mas calcificados en invierno que en verano, tal y como observamos
en este trabajo. Respecto a la concentracion de ion carbonato y el estado de
saturacion, no obstante, observamos que estos parametros son mas altos en
verano que en invierno. Valores altos de estos dos parametros deberian dar
estabilidad a las estructuras calcificadas formadas. Teniendo en cuenta
unicamente estos parametros, deberiamos encontrar estructuras mas
calcificadas en verano que en invierno, contrariamente al resultado obtenido
pensando unicamente en términos de pH. En realidad, el resultado encontrado
en las biometrias de E. huxleyi presentadas en este trabajo apuntan hacia una
mejor calcificacion en invierno que en verano, un resultado que esta de
acuerdo con el caracter mas corrosivo de las aguas mas acidas, pero que se
contradice con los valores de concentracion de i6on carbonato y de estado de

saturacion.

Este resultado, hasta cierto punto contradictorio, es el mismo que encontraron
en un trabajo similar en el Mar Egeo, en el cual también observaron mayor
calcificacion en cocosferas y cocolitos durante la estacion de invierno
(Triantaphyllou et al., 2010). En este trabajo, los autores también apuntaron
sobre otros parametros que se han relacionado a menudo con mayor 0 menor
calcificacion, como la temperatura. Aunque el tema del tamafo corporal en
organismos del plancton es muy complejo (e.g. Margalef, 1991, 1997; Schmidt
et al., 2006), algunos estudios han encontrado que las estructuras de E. huxleyi
estan mas calcificadas en aguas mas frias (Mcintyre and Be, 1967; Roth and
Berger,1975; Burns,1977; Jordan,1988). En estudios paleoceanograficos en
base al analisis de cocolitos fésiles en sedimentos marinos, al parecer también
se observaron que las estructuras correspodientes a periodos frios (glaciales)
eran mas grandes que las de periodos calidos (interglaciales; Colmenero-
Hidalgo (2002, 2004)).
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5. CONCLUSIONES

A partir de la variacién estacional observada en los parametros biométricos de
los cocolitos y cocosferas de Emiliania huxleyi en muestras de agua superficial

de la Bahia de Blanes, llegamos a las siguientes conclusiones:

Las cocosferas mas grandes y mas calcificadas las encontramos en la estacion
de invierno, mientras que las mas pequefias y, en general, las aparentemente
menos calcificadas las encontramos en la estacion de verano.

En cuanto a los cocolitos en posicion distal, en la estacion de verano
encontramos que presentan menor longitud, menor anchura, menor espesor de
tubo central y menor anchura de la parte radial de los elementos que en
invierno. Todas estas caracteristicas morfolégicas apuntan hacia una
calcificacion mas intensa en la estacion de invierno.

En relacion a los cocolitos en posicidn proximal, el numero de agujeros es
mucho menor en invierno que en verano y primavera, apuntando también hacia
una calcificacion mayor en invierno que en verano.

Teniendo en cuenta unicamente el pH y el caracter mas corrosivo de las aguas
mas acidas, pareceria que la calcificacion de las cocosferas y de los cocolitos
de E. huxleyi de las muestras de Blanes vienen controladas por este
parametro, ya que es durante el invierno, cuando el pH es mas basico, cuando
este organismo calcifica mejor.

No obstante, si tenemos en cuenta otros parametros importantes como la
concentracion de ion carbonato y el estado de saturacion de la calcita,
deberiamos encontrar estructuras mas calcificadas en verano que en invierno.
En este sentido, nuestros resultados parecen indicar que las variaciones
morfoldégicas estacionales de E. huxleyi no dependen de estos parametros. Es
posible que otros parametros ambientales jueguen un rol mas importante, como
la temperatura, ya que en algas cocolitoforales a menudo se ha relacionado la
mayor calcificacién con las temperaturas mas frias, una relacién que encajaria
con nuestros resultados.

Otros autores han encontrado resultados similares a los obtenidos en este
trabajo, pero todavia es temprano para poder sacar conclusiones definitivas
sobre cuales son los parametros que dominan la calcificacion en estas algas y

el futuro que les espera ante la progresiva acidificacién de los océanos.
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