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RESUMEN

El metabolismo comprende el conjunto de reacciones quimicas que sustentan las
funciones vitales de los organismos y, en ambientes marinos, estd estrechamente
vinculado a los ciclos biogeoquimicos del carbono, oxigeno, nitrogeno y foésforo. Aunque
suele ser especifico, el metabolismo puede mostrar cierta flexibilidad fisiologica frente a
los estresores ambientales y variar en escalas diurnas o estacionales. Su estudio se ha
facilitado mediante el uso de camaras de respirometria, herramientas que permiten
cuantificar procesos como la respiracion, fotosintesis y calcificacion. En organismos
calcificadores, especialmente en moluscos bivalvos como los ostiones, la medicion de
tasas metabolicas permite evaluar su balance energético y su sensibilidad frente a la
acidificacion ocednica y otros efectos del cambio climatico. Comprender estos procesos
es fundamental tanto para la fisiologia de los bivalvos como para su importancia ecologica

y econdmica en la acuicultura.

El presente estudio tuvo como objetivo disefiar una cdmara de respirometria para
la cuantificacion de indicadores metabolicos en organismos calcificadores. El disefio
incorporo sensores de oxigeno (£8 uM; Optodo, Aanderaa, USA), pH (£0.01 unidades;
Metrohm, Suiza) y temperatura (£0.05 °C; PT-1000, Atlas Scientific, USA), ademas de
una bomba de recirculacion para homogeneizar el agua y evitar lecturas erréneas. Se
desarrollé también un software especifico para registrar oxigeno disuelto, saturacion de
oxigeno, pH, temperatura, fecha y hora, verificindose la exactitud y precision de los

sensores antes de las mediciones.
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Como prueba experimental, se realizd un estudio de caso con semillas de ostion
(Crassostrea gigas), agrupadas en dos tamafios (“grandes” y “pequefios”), con sus
respectivas réplicas y seudoréplicas. Los ensayos se efectuaron bajo dos condiciones
experimentales: agua del sistema de recirculacion (ASR) y agua filtrada control (AFC),
con una duracion de 15 min por incubacidon. Durante la depuracién de los datos se
identificaron cinco cortes en las series de tiempo; el corte 4 mostrd el mejor ajuste a una
regresion lineal y fue seleccionado para el andlisis detallado. Ademads, se tomaron
muestras discretas al inicio y al final de cada incubacion para determinar la alcalinidad

total (AT) y la concentracion de carbono inorganico disuelto (CID).

Los resultados del corte 4 evidenciaron un consumo de oxigeno en todas las
réplicas, siendo mayor en los ostiones grandes (-0.25 uM Oz g''min") que en los pequefios
(-0.16 uM O: g''min™). El pH disminuy6 en promedio 0.28 unidades, mientras que la
temperatura se mantuvo estable entre 21 y 26 °C. Las tasas de calcificacion fueron mas
altas en los ostiones pequefios (16.07 £ 10.56 umol CaCOs g™! min™') que en los grandes
(1.35 £ 0.68 pmol CaCOs g ! min'), aunque la AT no mostrd variaciones significativas
asociadas a este proceso. En el sistema de carbonatos (CaCOs, HCOs™ y COz), los valores
fueron generalmente mas altos en el agua filtrada, salvo para el CO, que presenté mayores
concentraciones en el agua recirculada. El indice de saturacion de aragonita (£.;) mostro
diferencias finales-iniciales mas marcadas en el agua recirculada, lo que sugiere que en
este medio los procesos metabolicos y del sistema carbonato fueron mas intensos,

posiblemente por la presencia de otros microorganismos. Los resultados obtenidos
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confirman que la cdmara de respirometria disefiada es precisa, replicable y util para

evaluar tasas metabdlicas en organismos calcificadores.

Palabras clave: metabolismo, camara de respirometria, oxigeno, pH, temperatura, tasa

de consumo de oxigeno (TACO), tasa de calcificacion, semillas de ostion (Crassostrea

gigas).



ABSTRACT

Metabolism comprises the set of chemical reactions that sustain the vital functions
of organisms and, in marine environments, is closely linked to the biogeochemical cycles
of carbon, oxygen, nitrogen, and phosphorus. Although generally specific, metabolism
can exhibit physiological flexibility in response to environmental stressors and may vary
on diurnal or seasonal scales. Its study has been facilitated through the use of respirometry
chambers, tools that allow the quantification of processes like respiration, photosynthesis,
and calcification. In calcifying organisms, particularly bivalve mollusks like oysters,
measuring metabolic rates helps evaluate their energy balance and sensitivity to
environmental stressors, including ocean acidification and climate change. Understanding
these processes is essential not only for bivalve physiology but also their ecological and

economic importance in aquaculture.

The aim of this study was to design a respirometry chamber for quantifying of
metabolic indicators in calcifying organisms. The design incorporated oxygen sensors (+8
uM; Optodo, Aanderaa, USA), pH sensors (£0.01 units; Metrohm, Switzerland), and
temperature sensors (£0.05 °C; PT-1000, Atlas Scientific, USA), as well as a recirculation
pump to homogenize the water and prevent measurement errors. A specific software
program was developed to record dissolved oxygen, oxygen saturation, pH, temperature,

date, and time, and the accuracy and precision of the sensors were verified prior to use.

As an experimental test, a case study was conducted using oyster (Crassostrea
gigas) seeds, grouped into two size classes (“large” and “small”), with corresponding

replicates and pseudo-replicates. The assays were carried out under two experimental
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conditions: water from the recirculating system (ASR) and filtered control water (AFC),
with each incubation lasting 15 minutes. During data processing, five segments were
identified in the time series; segment 4 showed the best fit to a linear regression and was
selected for detailed analysis. Additionally, discrete samples were collected at the
beginning and end of each incubation to determine total alkalinity (TA) and dissolved

inorganic carbon (DIC).

The results from segment 4 showed oxygen consumption in all replicates, which
was higher in large oysters (-0.25 uM Oz g''min™") than in small ones (-0.16 uM O2 g°
'min™"). The pH decreased on average by 0.28 units, while temperature remained stable
between 21 and 26 °C. Calcification rates were higher in small oysters (16.07 + 10.56
pmol CaCOs g min') compared to large ones (1.35 + 0.68 pmol CaCOs g min™),
although TA did not show significant variations associated with calcification. In the
carbonate system (CaCOs, HCOs™, and CO:), values were generally higher in filtered
water, except for CO., which exhibited greater concentrations in recirculated water. The
aragonite saturation index (€.r) showed larger final-initial differences in recirculated
water, suggesting that metabolic and carbonate system processes were more intense in this
medium, possibly due to the presence of additional organisms. The results confirmed that

the designed respirometry chamber is precise, reproducible, and suitable for evaluating

metabolic rates in calcifying organisms.

Keywords: metabolism, respirometry chamber, oxygen, pH, temperature, oxygen

consumption rate (TACO), calcification rate, oyster spat (Crassostrea gigas).
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1 INTRODUCCION

1.1. Metabolismo

El metabolismo consiste en un conjunto de reacciones, o cambios quimicos, que
ocurren en el entorno celular, las cuales son necesarias para llevar a cabo todas las
funciones que se realizan en los organismos vivos. A través del metabolismo, los seres
vivos son capaces de sintetizar moléculas complejas a partir de otras mas simples
(anabolismo), o bien, degradar moléculas complejas en moléculas mas simples
(catabolismo; Pérez-Urria y Avalos-Garcia, 2009; Pefia, 2013). El metabolismo
comprende el conjunto de actividades fisiologicas que sostienen la vida de los organismos
y, para su estudio, suele clasificarse en distintos tipos, basal, estandar, de rutina o normal,
y bajo condiciones de estrés (Auer et al., 2018; Kuti et al., 2022). Entre ellos, el
metabolismo estandar (Mao et al., 2006), que se emplea cominmente en organismos
ectotermos (no regulan su temperatura corporal), se define como la tasa metabolica
medida en reposo, en condiciones estandar de temperatura controlada, sin actividad fisica,
ni procesos digestivos (Auer et al., 2015). En contraste, se encuentra el metabolismo de
rutina o normal, que representa la tasa metabdlica en la vida cotidiana del organismo,
donde se incluye tanto reposo como actividades diarias (Auer et al., 2015; Chabot et al.,
2016).

En organismos aerobios, el gasto energético del metabolismo implica la conversion
de oxigeno molecular y sustrato (o energia almacenada en forma de lipidos, glucdgeno,
proteinas, etc.) en didxido de carbono, agua, calor y la capacidad de realizar un trabajo, o

energia (Libes, 2009). La ecuaciéon 1 muestra la reaccion general (y simplificada) del
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metabolismo asociado a la produccion (fotosintesis) y remineralizacion (respiracion) de la
materia organica, donde se consumen/producen a una razén molecular constante, o razon
estequiométrica. Por ejemplo, la oxidacion de acidos grasos y carbohidratos para la

sintesis de ATP, molécula clave en el almacenamiento y transferencia de energia:

Respiracion
(—

106 CO, + 122H,0 + 16HNO; + H5PO, (CH,0)106 (NHs)14H3PO,

Fotosintesis

+ 1380, (Ec.1)
(Libes, 2009)

A nivel de organismo, el metabolismo es un proceso que opera de manera
especifica sobre alguna funcién, e idealmente este debe ser lo suficientemente dindmico
para adaptarse a los cambios del entorno celular (estado fisiol6gico del mismo organismo)
y ambiente circundante (Allen y Young, 2019).

La interaccion entre el ambiente y el metabolismo es bidireccional, dado que los
procesos bioldgicos pueden modificar la condicion del ambiente y viceversa. Por ejemplo,
en los ambientes acuaticos, las variaciones diurnas en las concentraciones de oxigeno
disuelto (OD) reflejan el balance neto entre la produccion bioldgica (produce oxigeno) y
la remineralizacion (consume oxigeno) de compuestos organicos por parte de la
comunidad bioldgica (direccion de la reaccion en la Ec.1), asi como el intercambio del
oxigeno entre el agua y la atmdsfera (Padulles et al., 2022). Este metabolismo a nivel de
comunidad/ecosistema varia en escalas diurnas a estacionales (Padulles et al., 2022), con
la acumulacion de sus productos derivados de multiples ciclos ocurriendo a distintas
escalas. Sin embargo, a nivel de organismo, el metabolismo también puede verse afectado

por estresores, como son la disponibilidad de insumos, el estado de salud del organismo
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(por ejemplo, la presencia de enfermedades modifica su respuesta ante algun estrés), asi
como por la respuesta de las mismas reacciones a las condiciones del entorno, todos

conocidos como estresores metabolicos (Penié et al., 2003).

En el contexto de potenciales estresores metabolicos en organismos aerobios,
resulta importante definir el concepto de metabolismo normal como el conjunto de
procesos biogeoquimicos y fisioldgicos que permiten a un organismo mantener la
homeostasis, crecer, reproducirse y responder adecuadamente al entorno sin ningun estrés,
como los factores/estresores del medio mencionados en el anterior parrafo (Mares, 2024).
En cambio, bajo un metabolismo basal, la mayoria de las células cumplen eficazmente sus
funciones especificas de forma coordinada, lo que contribuye al mantenimiento de un
estado optimo de salud, donde los procesos metabolicos estan equilibrados (Penié¢ et al.,
2003; Liu et al., 2025). Cuando este equilibrio se ve alterado, el estado de salud del
organismo se convierte en suboptimo, donde las funciones vitales se mantienen alteradas,
debido a cambios metabdlicos que dificultan o impiden una regulacion eficiente de la
homeostasis (Liu et al., 2020). Entre los dos tipos de metabolismo mencionados en este
parrafo, el normal se caracteriza por su flexibilidad para adaptarse a diferentes fuentes de
energia (p. €j., proteinas, lipidos, carbohidratos) seglin la disponibilidad de nutrientes y la
demanda fisioldgica (Mares, 2024; Smith et al., 2023). Esta capacidad de adaptacion
permite que el metabolismo normal funcione como metabolismo energético, mediante el
cual los organismos convierten la energia quimica (p. ej., moléculas orgénicas) en ATP,
necesario para mantener las funciones vitales, especialmente en condiciones extremas

(Sokolova et al., 2012; Pan et al., 2022).
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Interaccion entre el Metabolismo y los Procesos Biogeoquimicos en el Medio Marino

La biogeoquimica es una disciplina que investiga los mecanismos, o formas, en
que interactiian los seres vivos con su entorno, mediante el uso de técnicas y métodos
quimicos (Bianchi, 2020). La actividad metabdlica de los organismos esta estrechamente
vinculada con los ciclos biogeoquimicos de su habitat, como los ciclos del carbono,
nitrogeno, fosforo y oxigeno (Grossart et al., 2019; Bianchi, 2020). Esta disciplina busca
entender los ciclos naturales de estos elementos y como la actividad de los organismos

influye en la composicién quimica y la dinamica de los ecosistemas (Bianchi, 2020).

Los organismos vivos realizan procesos metabolicos, que afectan y son afectados
por los ciclos biogeoquimicos. Por ejemplo, la respiracion aerdbica consume oxigeno y
libera CO2, lo que en ambientes acudticos altera la quimica del carbono en el agua (esto
es, la composicion de las especies quimicas disueltas). La acumulacion de CO> promueve
la disminucion del pH del medio acuatico al formar &cido carbonico. Cuando esta sefial se
acumula, ya sea por procesos metabolicos de la comunidad/organismo, como por efecto
antropogénico, puede dar lugar a condiciones de acidificacion (menor pH respecto un
valor de referencia), la cual puede afectar negativamente en procesos como la calcificacion

(Robinson, 2019).

Asimismo, la calcificacion en organismos marinos como los moluscos, influyen en
el ciclo del carbono y el balance 4cido-base del océano (Arshad et al., 2017; Grossart et
al., 2019). La calcificacion es realizada por ciertos grupos de organismos, englobando a
todos los taxones calcificadores, y en un proceso mediante el cual depositan carbonato de

calcio (CaCO3) como parte de su metabolismo (Herrera-Mujica et al., 2012). Este proceso
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implica transformar bicarbonato en carbonato, ya sea fuera o dentro de sus células,
dependiendo del grupo al que pertenezcan (Bach, 2015; Toyofuku et al., 2017; Leung et
al., 2022). Este mecanismo tiene un impacto directo en el ciclo del carbono marino, ya
que la precipitacion de CaCOs influye en la concentracion de bicarbonato y afecta el
equilibrio acido-base del agua (Gattuso et al., 2015). También influye en la dindmica de
otros ciclos asociados (Leung et al., 2022). Sin embargo, su papel en el ciclo del carbono
es a veces poco considerado, porque histoéricamente se ha priorizado el estudio de la
produccion primaria y el secuestro de carbono organico en la bomba bioldgica, mientras
que la bomba carbonica y sus efectos en la retroalimentacion climatica han recibido menor

atencion.

En este contexto, los organismos calcificadores desempenan un papel fundamental
en el ciclo del carbono, ya que a través del proceso de calcificacion pueden precipitar o
disolver CaCOs. No obstante, son altamente sensibles a las variaciones en las condiciones
quimicas del agua, como el pH, la disponibilidad de carbonato y la temperatura (Leung et
al., 2022). Ademas, se consideran indicadores biolodgicos clave para comprender los
efectos del cambio climatico, en particular en relacion con la acidificacion ocednica (AO;

Gattuso et al., 2015).

Varios grupos de moluscos calcifican sus conchas para proteccion, especialmente
los bivalvos marinos, en los cuales la calcificacion comienza con la formacion de una
matriz orgéanica sobre la cual se depositan pequefios cristales de CaCOs, que
posteriormente crecen y se organizan en estructuras minerales mas grandes (Marin et al.,

2012). Este proceso ocurre en la zona entre el epitelio del manto y el agua de mar, donde
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estos tejidos controlan una serie de reacciones transcelulares para modificar la quimica del
carbonato en la matriz organica, de tal manera que se promueva la precipitacion de
estructuras de CaCOs; en distintos arreglos cristalinos, pero de manera general, son
cristales de CaCOs3 en forma de aragonita y/o calcita (Louis et al., 2024), necesaria para la
formacion de la concha (Marin et al., 2012). La formacidon de conchas en bivalvos es un
proceso metabolicamente activo que depende de una adecuada disponibilidad de energia,
principalmente en forma de glucosa, lipidos y proteinas, las cuales suministran el ATP
necesario para la sintesis de la matriz organica y la deposicion de carbonato de calcio
(Matias et al., 2011; Lu et al., 2019). Si bien algunos de estos compuestos pueden ser
biosintetizados por los organismos (fuentes enddgenas) para distintas funciones
(estructura, respiracion, almacenamiento de energia, etc.), algunos otros
sustratos/compuestos dependen en gran medida de las fuentes dietéticas (fuentes
exogenas; Strugnell, 2003; Balbi et al., 2023). Estas fuentes de energia las adquiere el
ambiente (agua de mar), y pueden variar, pero es importante recalcar que el carbono no es
un componente limitante, por lo que la especiacion del carbono en el ambiente no afecta
directamente a este proceso (como la AO, donde se modifican la proporcion de las especies
de carbono que componen el carbono inorganico disuelto; Fig. 1), pero si pueden afectar
tanto en las reacciones que transportan y producen el ion carbonato en la matriz organica,
como en la forma en que el organismo destina energia, para el proceso de calcificacion

(Louis et al., 2022; Peng et al., 2024).
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Figura 1. Modelo esquematico de la quimica del carbono involucrada en la calcificacion

de bivalvos. Tomada de Louis et al. (2022).

Cuantificacion de los Principales Componentes del Metabolismo

En la literatura se describen diversas técnicas para la cuantificacion del
metabolismo en organismos marinos, cada una enfocada a medir distintas tasas
metabolicas, como respiracion, fotosintesis y/o calcificacion. Estas metodologias
presentan diferentes principios de funcionamiento, que determinan su aplicabilidad segiin
el tipo de organismo, la escala temporal de estudio y las condiciones experimentales.
Asimismo, cada técnica posee ventajas y desventajas, que deben ser consideradas al
momento de seleccionar el método mas adecuado para un estudio. La Tabla 1 resume las
principales técnicas empleadas, indicando la tasa o tasas metabdlicas que miden, su
principio de funcionamiento, asi como sus ventajas y desventajas, junto con las referencias

bibliograficas.

Tabla 1.
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Técnicas para la medicion de tasas metabdlicas en organismos marinos.

Proceso

Técnica Funcionamiento Ventajas Desventajas Ref.
evaluado
Peso Calcificacion | Determina Simple, directa, Depende de la Biischer et
boyante cambios de masa | no destructivo, densidad del agua, | al., 2023;
calcificadaenel | detecta requiere Gutiérrez-
organismo. variaciones manipulacion Zarate et al.,
ambientales, fisica, 2024
permite un Sensibilidad a
seguimiento a factores externos
largo plazo, util (sedimento,
en corales y mucus, biofilms).
moluscos
Incubacione | Calcificacion | Diferencia de Precisa para Requiere Gazeau et
s herméticas alcalinidad total calcificacion incubaciones al., 2015;
midiendo antes y después neta, controladas, Cohen et al.,
AT de incubacion; cuantitativa, tiempo de 2017
cada mol de comparable con | analisis,
CaCoO:s otros estudios requerimientos
disminuye 2 eq oceanicos. técnicos,
de AT necesidad de
correcciones
adicionales
Isotopos tipo | Calcificacion | Rastrea Muy sensible, Costosa, Nishida et
radiactivo incorporacioén de | permite rastrear | avanzada, manejo | al., 2020;
MOy carbono en flujos de carbono | de isétopos Curley et al.,
estable (13C) esqueletos de radiactivos, 2023
CaCO:s técnica invasiva,
requiere
laboratorio
especializado
Quimica del | Calcificacion, | Mide AT y Permite evaluar | Interpretacion McMabhon et
carbono (AT | respiraciony | carbono multiples compleja, requiere | al., 2018;
y CID) fotosintesis inorganico procesos analisis quimico Palacio-
disuelto para simultdneamente | preciso Castro et al.,
estimar procesos | , metodologia 2023
metabolicos robusta,
cobertura
espacial y
temporal
Produccion | Fotosintesis Mide oxigeno No invasivo, Sensible a Haas et al.,
de Oz con producido medicion en interferencias 2013;
sensores/ele durante la tiempo real, ambientales, Linsmayer
ctrodos fotosintesis medicion requiere etal., 2020
opticos continua de 02, calibracion, escala
alta resolucion, espacial limitada
relevancia
ecologica
Fluorescenci | Fotosintesis Evalua eficiencia | Rapido, no Necesita Gorbunov y
ade del fotosistema II | invasiva, alta calibracion segun | Falkowski,
clorofila sensibilidad, organismo, 2021,
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de forma no resolucion indirecto, Bhagooli,
invasiva temporal, interferencias 2021
evaluacion de ambientales,
estrés y limitaciones en
fotoinhibicioén profundidad y
campo abierto
Intercambio | Fotosintesis Mide captacion Medicion Equipos costosos, | Tokoro et
£ase0so de CO:z en directa, en sensible a al., 2014;
(CO2) tiempo real con tiempo real, condiciones Ordofiez et
sensores cuantitativo, ambientales, no al., 2019
aplicable in situ | distingue entre
especies
individuales
Consumo de | Respiracion Mide consumo Preciso, Limitado por Hughes et
02 con de oxigeno en aplicable a estrés | tamafo de al., 2022;
respirometri camaras y condiciones muestra, equipo Carranza,
a (estaticas o de normales especializado 2025
flujo continuo)
Produccion | Respiracion Cuantifica CO2 Complementa Equipos Song et al.,
de CO2 producido, datos de especializados, 2024;
(sensores/es complementario | respiracion, interpretacion Pernet,
pectrometria a 02 permite inferir compleja, 2025;
) AO, alta interferencia de
precision y factores
sensibilidad, ambientales
monitoreo en
tiempo real
Camaras de | Fotosintesis, Mide O2, pH, T°, | Evaluacion Costosa, Roth et al.,
respirometri | respiracion, etc., para evaluar | integral, permite | compleja, requiere | 2019;
acon calcificacion | varios procesos correlacionar calibracion y Dellisanti et
multiples simultineamente | procesos analisis de datos al., 2020;
sensores avanzados Mallon et
al., 2022
Razones Integrativo / Analiza Permite Requiere datos Tanaka et
estequiométr | Dominancia relaciones entre interpretacion de | precisos de al., 2018;
icas (C:O, de procesos elementos para interaccion de multiples Villnés et
N:0) inferir procesos procesos parametros, al., 2022
biogeoquimicos indirecto
dominantes

Indicadores de Metabolismo

Uno de los principales indicadores del metabolismo en organismos acuaticos es el
consumo de oxigeno. Desde los estudios pioneros de Fry (1947), se ha reconocido que el
oxigeno disuelto (OD) regula la actividad metabdlica al influir directamente en la
capacidad de los organismos para realizar procesos biologicos esenciales como la

respiracion (consumo de oxigeno; Claireaux y Chabot, 2016). Otros indicadores son (1)
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el CO», cuya concentracion o presion parcial (pCO2) puede medirse para inferir la tasa de
respiracion a diferentes escalas (Edmunds y Wall, 2014; Goldman et al., 2017); (2) el CID,
que permite evaluar el equilibrio entre la fotosintesis y la respiracion en sistemas cerrados
o en comunidades acuaticas (Champenois et al., 2021); (3) y otros indicadores quimicos
como la concentracion de amonio (NH4"), que refleja el metabolismo proteico (Chew et
al., 2017), los niveles de fosfato (PO4+*"), que pueden relacionarse con la actividad celular
general (Green et al., 2016); (4) cambios en la AT, que reflejan la precipitacion/disolucion
de CaCOj3 (Cyronak et al., 2018; Evans et al., 2024); y finalmente, (5) el pH, que su
aumento o disminucion indica la dominancia de la fotosintesis o la respiracion,

respectivamente (Wallace et al., 2021).

El Metabolismo de Calcificadores en el Contexto de Estresores y su Variabilidad

El aumento de las emisiones de CO: atmosférico esta afectando el funcionamiento
de los océanos, provocando un incremento en la temperatura y alteraciones en la quimica
del agua (Venegas et al., 2023; Bunsen et al., 2024). La absorcion de CO: por el océano,
produce un proceso conocido como la AO, donde el CO: disuelto reacciona con el agua
de mar formando acido carbonico (Doney et al., 2009). Esta reaccion reduce la
concentracion de iones carbonato (COs?*"), ya que estos son consumidos por el exceso de
protones para formar iones bicarbonato (HCOs") (Keyplas et al., 2006; Doney et al., 2009).
Como consecuencia, disminuye la disponibilidad de iones de carbonato, lo cual afecta
negativamente a los organismos calcificadores, como se mencion6 en secciones anteriores.
Esto se debe a que, aunque el bicarbonato es la forma principal de carbono inorgéanico en

el agua de mar, la precipitacion eficiente de CaCOs y la saturacion respecto a aragonita o
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calcita (Q > 1) dependen directamente de la concentracion de iones carbonato (Bach et al.,

2015).

El CaCOs es un compuesto abundante en los océanos que desempefia un papel
fundamental en el ciclo del carbono, y es precipitado por diversos organismos marinos,
conocidos como calcificadores (Balch et al., 2022). Estos organismos lo fabrican para
formar sus conchas y exoesqueletos, las cuales estdn compuestas principalmente por la
aragonita o calcita, las formas minerales mas comunes del CaCOs3, y cuya proporcion varia
segun su etapa de desarrollo (Balch et al., 2022; Gazeau et al., 2013). La aragonita es mas
soluble que la calcita, lo que hace que los bivalvos aragoniticos sean mas vulnerables a la

disolucion bajo condiciones de AO (Nehrke et al., 2012).

El estado de saturacion del CaCO:s en el agua de mar (Q) indica la relacion entre
los 1ones disponibles de carbonato y la solubilidad del mineral. Cuando Q <1, el agua se
considera subsaturada, lo que favorece la disolucion de las estructuras calcéareas; en
contraste, cuando Q > 1, el medio esta sobresaturado, lo que promueve la precipitacion
del carbonato y, por tanto, la calcificacion (Bressan et al., 2014; Waldbusser et al., 2015).
Sin embargo, la AO reduce tanto el pH como la saturacion de carbonato en el agua, lo cual
incrementa el riesgo de disolucion de las estructuras ya calcificadas (como las conchas)
cuando Q desciende por debajo de 1 (Waldbusser et al., 2015). Pero también, se ha
reportado que la AO pudiera afectar las reacciones internas del organismo necesarias para
llevar a cabo esta calcificacion de forma adecuada (su metabolismo; Zhao et al., 2017;

Liao et al., 2019).
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Entre los organismos calcificadores, un grupo importante son los bivalvos,
vulnerables a la AO debido a su dependencia del CaCO3 para formar sus conchas (Gazeau
et al., 2007; Waldbusser et al., 2016). Aunque algunas especies de este grupo pueden
ajustar parcialmente la composicion de sus conchas e incorporar mas materia organica
como mecanismo compensatorio, aun se desconoce el limite de esta capacidad adaptativa
(Leung et al., 2022). Bajo condiciones de AO, se ha observado que los bivalvos priorizan
funciones esenciales como la respiracion y la alimentacion, ralentizando otras funciones
como su crecimiento (Waldbusser et al., 2016; Siegfried y Johnson, 2023). En bivalvos,
como Crassostrea spp.,1la AO también puede alterar la proporcidn entre aragonita y calcita
en sus conchas, modificando su dureza, rigidez y microestructura (Fitzer et al., 2018; Hahn

etal., 2014).

Por otra parte, el cambio climético constituye otro estresor importante, ya que ha
provocado variaciones en las propiedades quimicas y fisicas del océano. La mayoria de
las investigaciones sobre los efectos del cambio climdtico se han centrado en variables
especificas como el aumento de la temperatura, la disminucidon de OD, la intensificacion
de la variabilidad del clima, los cambios en la precipitacion de CaCO3 (especialmente en
zonas costera, debido a procesos mas intensos y la influencia antropogénica) y la AO han
incrementado las demandas metabolicas de los organismos marinos (Poloczanska et al.,
2016). Entre las respuestas ecofisiologicas observadas se encuentran cambios en las tasas
de calcificacion y crecimiento, la demografia, la abundancia y el tamafio corporal, asi

como en la fenologia de especies (Poloczanska et al., 2016). Estos cambios, en
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consecuencia, también pueden repercutir en la distribuciéon y la dindmica poblacional de

estos grupos (Mayor et al., 2015; Poloczanska et al., 2016).

2 ANTECEDENTES

El metabolismo de bivalvos conlleva una serie de reacciones orientadas a la
produccion de compuestos especificos, interactuando asi con componentes del entorno.
En la figura 2, se presentan un resumen de los principales componentes del metabolismo
de los ostiones. Estos organismos realizan diversas funciones vitales dentro del habitat
marino donde se desarrollan y crecen. La alimentacion a partir del plancton les
proporciona la energia necesaria para llevar a cabo funciones metabolicas vitales, como la
respiracion y la calcificacion. Durante su metabolismo, los ostiones liberan desechos como
amonio y urea. En el proceso de respiracion, consumen O> y liberan CO, ademas de

energia.

Sistema de desarrollo y crecimiento

Alimento Desechos

Amonio, urea, etc.
=) ATP

Plancton

—— Calcificacion

Respiracion v B
ge Qarag precipitacion
4 0, consumo == Qarag < 1 disolucién

4 €0, liberaciéon/desecho

Glucosa+ 0, — CO,+ energia (ATP) Reacciones biogeoquimicas Ca*? + C03%— CaCOs
que permiten el metabolismo
energético

Nutrientes disponibles

Lipidos, carbohidratos Temperatura Carbonatos, nitrbgeno,
PI0s; pH fosforo, hierro, azufre,

otros.

Fuentes de energia endogena

y proteinas. Salinidad
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Figura 2. Diagrama esquematico mostrando de forma resumida los componentes del

metabolismo en ostiones.

Como se enfatiz6 antes, una funcion clave en estos organismos es la calcificacion.
Por ejemplo, los ostiones precipitan este mineral para formar su concha, es decir,
concentran iones de calcio (Ca*") y carbonato (COs?") en su matriz organica, donde se
combinan para formar cristales de CaCOs, el principal componente estructural de sus
valvas (Fujii et al., 2023). Este proceso ocurre de manera eficiente cuando el valor de Q
en el agua de mar donde se desarrolla, es mayor que 1. Sin embargo, cuando Q < 1, en
lugar de precipitarse, el CaCO; tiende a disolverse. Esto compromete la integridad
estructural de la concha, en dos potenciales maneras, ya sea que el equilibrio quimico
favorece la disolucion del CaCOs existente, debilitando o erosionando progresivamente
las estructuras calcificadas de los ostiones (Fujii et al., 2023), asi como se ha propuesto
que pudiera afectar el metabolismo asociado a este proceso.

Los nutrientes disponibles modulan directa e indirectamente el metabolismo
asociado a la calcificacion de bivalvos, como la disponibilidad de los carbonatos que
favorece la tasa de calcificacion. Ademas, las condiciones ambientales, como la
temperatura, el pH y la salinidad, ejercen una influencia significativa sobre el metabolismo
de los ostiones (Yu et al., 2023; Chen et al., 2022). En situaciones de estrés causadas por
condiciones desfavorables, como la hipoxia, la AO, o cambios bruscos de temperatura y
salinidad, muchos organismos marinos activan rutas metabolicas alternativas para
mantener su homeostasis (Sokolova et al., 2012). Estas rutas, que conforman lo que se

conoce como metabolismo energético adaptativo, permiten utilizar fuentes de energia
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endogenas (por ejemplo, glucogeno, lipidos o proteinas almacenadas en tejidos existentes)
cuando los recursos externos escasean o no pueden ser aprovechados eficientemente
(Dong et al., 2016; Sokolova et al., 2012).

Por otra parte, la respiracion es un proceso metabolico esencial en los organismos
marinos, incluidos los bivalvos como los ostiones, ya que les permite liberar la energia
contenida en los compuestos organicos que consumen, como carbohidratos, lipidos y
proteinas provenientes del fitoplancton y otros detritos presentes en el agua (Lee et al.,
2018). En este proceso, el oxigeno no es una fuente de energia en si mismo, sino que actiia
como aceptor final de electrones, facilitando la produccion de ATP necesario para sus
funciones vitales (Steffen et al., 2023). En estos organismos, la tasa de respiracion, que
refleja el nivel de actividad metabdlica, depende de diversos factores como la etapa de
desarrollo, la disponibilidad de alimento y el grado de estrés ambiental (Zhao et al., 2021;
Steffen et al., 2023). Por ello, la respiracion se considera un indicador metabdlico clave
para evaluar el estado fisiologico de los bivalvos y su capacidad de adaptacion frente a
variaciones en las condiciones ambientales, como los cambios en temperatura,
concentracion de OD y la composicion quimica del agua (Montero del Pino, 2018; Pelegri
etal.,2019). En este contexto, un incremento de la temperatura y una mayor disponibilidad
de oxigeno suelen estimular la tasa respiratoria al aumentar la demanda energética y
facilitar el metabolismo. Por el contrario, la disminucion del OD, el enfriamiento del agua
o alteraciones quimicas desfavorables tienden a reducir la respiracion, lo que compromete
la eficiencia metabdlica y, en escenarios extremos, puede limitar el crecimiento o

amenazar la supervivencia de los organismos.
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Estudios realizados muestran que la temperatura es uno de los principales factores
ambientales que regulan el metabolismo, incluyendo la respiracion en organismos (por
ejemplo, en ostiones). Durante el verano, cuando las temperaturas son elevadas y el
alimento es abundante, la tasa de respiracion aumenta significativamente, lo que permite
una mayor produccion de ATP, utilizado en procesos energéticamente costosos como el
crecimiento, la reproduccion y la calcificacion (Mao et al., 2006). En contraste, durante el
invierno la tasa respiratoria disminuye, lo que reduce la producciéon de ATP y limita el
gasto energético a las funciones esenciales de mantenimiento (respiracion y alimentacion)

en condiciones de reposo absoluto o metabolismo basal (Mao et al., 2006).

En condiciones oceanicas normales, es decir, sin los efectos de la AO, los bivalvos
como los ostiones presentan tasas de calcificacion Optimas y estables con la adecuada
disponibilidad de iones carbonato (COs*") y calcio (Ca*") en el agua, en los ostiones se
favorece la formacion y mantenimiento de conchas resistentes y con mejor calidad
estructural, ademds permite su crecimiento, supervivencia y €xito ecoldgico (Waldbusser
et al., 2016; Gazeau et al., 2007). En condiciones naturales, los factores como la
temperatura, salinidad, concentracion de nutrientes y disponibilidad de alimento, cuando
se encuentran en niveles Optimos para organismos calcificadores, presentan una
correlacion positiva (precipitacion) con la tasa de calcificacion (Vriesman et al., 2022;

Tomaru et al., 2020).

Sin embargo, la calcificacidon es un proceso metabolico particularmente sensible a
los efectos de la AO y las respuestas fisiologicas pueden variar segun la especie, la etapa

de desarrollo, la capacidad de adaptacion y otros factores bioldgicos (Kroeker et al., 2013;
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Hendriks et al., 2015). La AO reduce la saturacion de COs en el agua, lo que dificulta la
precipitacion del CaCOs y la biomineralizacion (Rajan et al., 2020). Como consecuencia,
se pueden observar disminuciones en las tasas de calcificacion, debilitamiento de las
conchas y retrasos en la formacion de la capa calcarea, comprometiendo el desarrollo, la
integridad estructural y la resistencia de los bivalvos (Waldbusser et al., 2016). Sin
embargo, estos efectos no son tinicamente observados en ostiones. En las almejas juveniles
(Magallana angulata), por ejemplo, se ha reportado que la AO conduce a microestructuras
mas porosas y menor densidad de la concha, disminuyendo la dureza y rigidez (Meng et
al., 2018). De forma similar, se ha observado que los ostiones juveniles ante una
exposicion a la AO muestran un deterioro irreversible en el crecimiento, incluso después

de volver a condiciones normales (Muller et al., 2023).

Una de las técnicas mas efectivas y ampliamente utilizadas para la cuantificacion
del metabolismo en organismos acuaticos es el uso de camaras de respirometria, debido a
su precision, facilidad de uso y capacidad para medir procesos metabdlicos como el
consumo de oxigeno, la calcificacion, entre otros (Svendsen et al., 2016; Killen et al.,
2021). Aunque los fundamentos de respirometria moderna, aplicando camaras de
respirometria, fueron desarrollados en 1914 por Ege y Krogh en peces (Svendsen et al.,
2016), también sirve para medir tasas metabolicas de organismos calcificadores como los
corales, moluscos, entre otros. Este método es considerado confiable y replicable; sin
embargo, su disefio requiere tener en cuenta diversos factores, como el volumen de la

camara, el peso o tamafio de los organismos, la eficiencia en la mezcla del agua, tiempos
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de medicion, el control de la temperatura y el tipo de material utilizado en su construccion

(Svendsen et al., 2016; Killen et al., 2021).

El disefo de las cdmaras de respirometria debe adaptarse a las necesidades del
estudio, permitiendo una identificacion precisa de los indicadores metabolicos. Diversos
trabajos han propuesto distintos modelos de camaras, entre ellos el de Yates y Halley
(2003), quienes desarrollaron la camara de respirometria a la que llamaron SHARQ. Esta
camara, fue construida con aluminio y vinilo, cuenta con un sistema de recirculacion y se
fija al sustrato mediante bolsas de arena, lo que permite medir pH, OD, salinidad y
temperatura en arrecifes de coral durante 24 horas. Su disefio portatil y seguro facilita la
obtencion de datos homogéneos de multiples variables sin dafiar el habitat. Sin embargo,
su uso esta limitado a periodos cortos, depende del correcto funcionamiento del sistema
de recirculacion, puede alterar el flujo natural del agua y requiere transporte cuidadoso y

mantenimiento, lo que implica costos adicionales.

Por otra parte, la cdmara portatil autbnoma propuesta por Murphy et al. (2012)
permite medir de forma no destructiva la respiracion y fotosintesis en corales, contando
con un pequefio volumen aislado para detectar cambios en pH y oxigeno, flujo de agua,
control de iluminacion y extraccion discreta de muestras. Su disefio facilita estudios
precisos y continuos sin dafar los corales, pero su capacidad limitada de volumen y
dependencia del flujo y control de luz restringen la duracion del monitoreo, y el equipo

requiere cuidado en su manejo y mantenimiento.

La cadmara de respirometria desarrollada por Camp et al. (2015) para corales esta

hecha con una bolsa médica transparente de 3 L, impermeable a los gases, con vélvula
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sellada mediante costura térmica y cierre hermético de neopreno, permitiendo medir tasas
de calcificacion, fotosintesis y respiracion. Su disefio es sencillo, econdémico y asegura un
ambiente controlado para mediciones precisas, aunque su volumen limitado y materiales
flexibles pueden restringir estudios prolongados, y requiere cuidado en el sellado y

manipulacion para evitar fugas o dafos al coral.

El disefio de respirometria portatil propuesto por Dellisanti et al. (2020) para
buceadores consiste en un anillo de neopreno, cdmara interna, luz LED, sonda de oxigeno,
sensor de pH, fibra de temperatura y sistema de recirculacion, permitiendo medir in situ y
a corto plazo la respiracion, fotosintesis y calcificacion de corales a distintas horas del dia.
Su disefio facilita mediciones precisas y no destructivas directamente en el arrecife,
aunque esta limitado a periodos cortos, requiere manipulacion cuidadosa y depende del

correcto funcionamiento de los sensores y del sistema de recirculacion.

Finalmente, el disefio de camara de respirometria de Mallon et al. (2022) combina
materiales plasticos flexibles con bases rigidas de acrilico, incluye agitadores magnéticos
para asegurar mezcla homogénea y sensores Opticos de oxigeno disuelto para medir la
respiracion y productividad primaria bruta en sedimentos, macroalgas y corales. Su
enfoque econdmico y accesible facilita estudios precisos en campo, pero el uso de
materiales flexibles puede limitar su durabilidad, requiere cuidado en la manipulaciéon y
mantenimiento de sensores, y su tamafio puede restringir la observacion de organismos

mas grandes.
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3 JUSTIFICACION

El estudio de las tasas metabdlicas en organismos calcificadores es fundamental
para comprender su funcionamiento energético, su respuesta a los cambios ambientales
(por ejemplo, AO) y su papel en el funcionamiento de los ecosistemas marinos (Kelly et
al., 2013). El conjunto de compuestos organicos presentes en sus tejidos y fluidos varia en
funcion de procesos internos, asi como de factores externos (como la temperatura, la
disponibilidad de alimento, entre otros; Bundy et al., 2009; Mayor et al., 2015). Su
presencia es critica para la conservacion de la biodiversidad y el sostenimiento de los
servicios ecosistémicos que proveen los ecosistemas marinos (Beaver et al., 2020; Johnson
et al., 2022), ya que sus estructuras generadas a partir del CaCO;3 constituyen un
componente importante del ciclo del carbono en los ecosistemas donde se desarrollan,

pero ademas forman parte de intrincadas redes troficas.

El acoplamiento de los procesos biogeoquimicos en ambientes marinos depende
en gran medida de las condiciones ambientales y fisioldgicas de los organismos (Saraiva
et al., 2017). Dentro de estos sistemas, los bivalvos suelen dominar las comunidades
bentdnicas en zonas costeras y desempefian un papel crucial en los ciclos biogeoquimicos
(Brenner et al., 2008). Su influencia se manifiesta a través de las redes troficas, la
regeneracion de nutrientes mediante la excrecion de amonio y fosforo, la filtracion del
material en suspension, y llevan a cabo la calcificacion, entre otros (McKindsey et al.,
2006; Troost et al., 2015). Estos procesos impactan directamente en la produccion
primaria y microbiana en los sistemas acuaticos (Marimoto et al., 2017; Saraiva et al.,

2017). Ademas, una amplia gama de especies de bivalvos es de importancia comercial
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(McLeod et al., 2013; Hughes et al., 2017). En particular, los ostiones proveen servicios
ecosistémicos esenciales, incluyendo filtracién y mejora de la calidad del agua, reciclaje
de nutrientes, héabitat para otras especies, y apoyo a la biodiversidad y a actividades

culturales y recreativas asociadas a los ecosistemas marinos (Oliver et al., 2020).

La produccion de bivalvos en México constituye una actividad relevante dentro
del sector acuicola, no solo por su demanda econémica, sino también por su impacto social
y en la produccion de alimentos. En 2020, México produjo 15,278 toneladas de ostion,
incluyendo tanto cultivo como captura silvestre (CONAPESCA, 2021). De manera mas
reciente, los datos preliminares reportan que en 2023 la produccion alcanzo
aproximadamente 20,238 toneladas, con una importante contribucién de estados como
Veracruz, Tabasco, Nayarit, Baja California Sur y Tamaulipas (CONAPESCA, 2024).
Esta actividad generd un valor considerable para el sector, representando una fuente de
ingresos fundamentales para miles de familias que dependen directa o indirectamente de
la acuacultura y pesca de ostion en México. El interés econdmico y ecologico de los
ostiones resalta la importancia de comprender su metabolismo, lo que justifica el
desarrollo y la validacion de camaras de respirometria para evaluar sus tasas metabolicas.
Estas herramientas pueden contribuir a optimizar la produccion, garantizar la continuidad

econdmica de esta actividad acuicola y apoyar la conservacion de la especie.

4 HIPOTESIS

1. Elprototipo de cdmara de incubacion disefiado para medir indicadores metabdlicos

en organismos calcificadores es funcional y preciso, permitiendo la medicion
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confiable de variables clave como temperatura, pH y oxigeno disuelto bajo
condiciones experimentales controladas, comparables con los con estandares
reportados por otras camaras.

En el disefio experimental con semillas de ostion japonés (Crassostrea gigas) de
diferentes tamafios (grandes y pequefias), se espera que se observen cambios
significativos en sus tasas metabodlicas, incluyendo el consumo de oxigeno, la
evolucion del sistema de carbonatos, el pH y la tasa de calcificacion, los cuales
podran ser cuantificados de manera confiable mediante la camara de incubacion
disefiada. Asimismo, se plantea que las mediciones realizadas en agua filtrada
resulten mas limpias y consistentes que aquellas registradas en agua recirculada,

medio en el que habitualmente crecen y se desarrollan los organismos.

S OBJETIVOS

5.1. General

Disefio de una camara de respirometria para cuantificar indicadores de metabolismo de

clacificadores.

5.2. Especificos

Disefiar un sistema portatil y de facil manejo para la evaluacion de indicadores
metabolicos en organismos calcificadores, asegurando su funcionalidad y
precision en la medicion de variables clave como la temperatura, pH y oxigeno

disuelto.
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e Evaluar los indicadores metabdlicos de semillas de C. gigas de diferentes tamanos
(grandes y pequenos) mediante la camara de respirometria disefiada, determinando
las tasas de consumo de oxigeno, evolucion del sistema de carbonatos, pH y tasa
de calcificacion (AAT), y comparando la calidad de los datos obtenidos en agua

filtrada en contraste con agua recirculada.

6 METODOLOGIA

6.1. Disefio de Camara

La cédmara de incubacion fue construida con acrilico transparente con una
capacidad = 1 L, que al incluir los sensores fue de ~ 820 mL. No obstante, el volumen
efectivo puede variar segun el espacio que ocupen los organismos durante cada
incubacion. El disefio cuenta con una tapa que se sella herméticamente mediante un o-ring
y tornillos. En la tapa se perforaron orificios para la instalacion de sensores de temperatura,
oxigeno y pH, asi como para una bomba de agua sumergible. Como parte de su disefio, se
incluyd una bomba de agua en sustitucion de un agitador magnético, con el fin de
recircular el agua dentro de la cdmara a una velocidad constante (= 1.52 L min™") regulada
por un controlador manual de voltaje. La finalidad de esta bomba fue mantener el volumen
de agua de la cdmara homogenizada, para reducir potenciales gradientes entre secciones
de la camara, inducidos por los organismos y evitar la formacion de capas inertes sobre
las membranas de los sensores que generen datos erroneos y/o ruidosos (Camp et al., 2015;
Pereira y Espinoza, 2021; Pereira et al., 2024). Los sensores de la cdmara fueron

integrados por un software disefiado a solicitud (“Vb_Oxigeno” en Visual-Basic V6), el
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cual proporcionaba energia, registraba datos y los sincronizaba en tiempo real,
proporcionando series de tiempo con datos sobre la fecha, hora, concentracion de OD

(LM) y saturacion (%) del oxigeno, potencial de pH (mV) y temperatura (°C).

6.2. Seleccion de Sensores

La seleccion de sensores se baso en los indicadores de metabolismo que se deseaba
medir. En este caso, se usaron sensores de oxigeno (para medir la tasa de consumo de
oxigeno; TACO), pH y la temperatura (factor abidtico que controla el metabolismo). Estos
sensores, su marca, funcion, unidades de medicion, precision y exactitud se describen a

continuacion.

Para medir el pH se seleccioné un electrodo de membrana de vidrio combinado (+
0.01 unidades de pH; Metrohm, Suiza). Para medir el OD se selecciond un sensor optico
de oxigeno (8 puMol; Optodo, Aanderaa, USA). Brevemente, el funcionamiento del
optodo de oxigeno Aanderaa se basa en la fluorescencia de un luminoéforo de porfirina de
platino incrustado en una ldmina permeable al oxigeno y expuesta al agua (D'Asaro y
McNeil, 2013; Bittig et al., 2018; Aanderaa Data Instruments AS., 2024). La fluorescencia
se mide por el desfase de la excitacion de luz azul modulada por una corriente alterna a la
senal roja fluorescente (D'Asaro y McNeil, 2013; Bittig et al., 2018; Aanderaa Data
Instruments AS., 2024). Al ser excitado por luz azul-verde, el luminéforo fluoresce a
menor energia (luz roja). La presencia de moléculas de oxigeno disminuye tanto la
intensidad de la luminiscencia como el tiempo de decaimiento (D'Asaro y McNeil, 2013;

Bittig et al., 2018).
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Para medir la temperatura se selecciono un sensor de uso industrial (£0.05 °C; PT-

1000, Atlas Scientific, USA). Estos sensores estan fabricados principalmente con platino

debido a sus prioridades térmicas estables, lo que permite obtener mediciones consistentes

a lo largo de un amplio rango de temperatura (Sarkar, 2018) y son ampliamente utilizados

en investigacion (Kako, 2023).

En la figura 3 se puede observar el paso a paso del uso de la camara de incubacion,

que va desde el software en la PC, hasta la obtencion de la base de datos (serie de tiempo)

por cada experimento.

o F B
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la computadora | deagua |

b gl
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D
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Figura 3. Diagrama de flujo del

Dejar tomando datos
durante 15 minutos y volver
a hacer el mismo proceso

uso de la camara de incubacidon indicando el

procedimiento experimental seguido en las pruebas y experimentos con la camara de

incubacion. Elaboracion propia.
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6.3. Evaluacion del Desempefio de los Sensores: Exactitud y Precision

Se evalud el desempeiio de los sensores con el objetivo de garantizar que los
resultados obtenidos fueran lo mas precisos y exactos posible, factor relevante para la
medicion de indicadores del metabolismo. Para el sensor de pH, la exactitud se determin6
en condiciones de laboratorio mediante la elaboracion de una curva Nernstiana, mientras
que en el caso del sensor de oxigeno se estimé midiendo agua a 100 % y 0 % de saturacion.
En ambos casos se observaron corrimientos (offsets de aqui en adelante), los cuales fueron
entendidos como errores sistematicos constantes que desplazan los valores medidos
respecto al valor esperado. La precision de los sensores se obtuvo a partir de evaluar la
variabilidad de multiples mediciones, complementada con el analisis de mediciones en
blanco y de las fluctuaciones de la senal. Estas fluctuaciones erraticas, que se presentan
alrededor del valor real, para este trabajo representan el ruido instrumental, equivalente a

un error aleatorio. A continuacion, se detallan los procedimientos empleados.

Sensor de pH

Con el objetivo de verificar la exactitud de la respuesta electroquimica del sensor
de pH, es decir, su sensibilidad a variaciones controladas frente a soluciones de pH
conocidas, se siguieron las recomendaciones metodologicas propuestas por Dickson et al.
(2007). Para ello, se evalu6 el comportamiento nernstiano del sensor, mediante soluciones
buffer de pH 4 y 7 en escala NBS, a una temperatura controlada de 25 °C, usando un

termocirculador.

El procedimiento consistid en estabilizar la temperatura de las soluciones buffer

dentro de una celda de vidrio, sumergida en un termocirculador previamente calibrado. La
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temperatura del sistema fue verificada con un termémetro de vidrio de alta precision
(£0.01 °C). El electrodo de pH se sumergio en cada solucion amortiguadora durante un
periodo de 10 min, permitiendo su estabilizacion antes de registrar los potenciales

eléctricos (en mV) mediante un potencidémetro Metrohm, Suiza de laboratorio.

La pendiente de la respuesta entre ambas soluciones buffer se determiné a partir
de la diferencia de potencial medida, expresada en mV por unidad de pH. Este valor debe

situarse dentro del margen aceptable respecto a la pendiente tedrica Nernstiana (—59.16

mV a 25 °C).

Respecto a la calibracion de las mediciones de pH (conversion de mV a unidades
de pH) durante los experimentos en condiciones de laboratorio y en presencia de
organismos, los valores de pH se calcularon utilizando la ecuacion derivada de la relacion

de Nernst:

= _Es7Ex
pH(x) = pH(S) + RTIn10/F (Ec.2)

(Dickson et al., 2007)

Donde R es la constante de los gases ideales (8.314 J/Kmol), T es la temperatura
en Kelvin, In10 logaritmo natural en base 10 y F es la constante de Faraday (96485 C/mol).
El pH(x) es el valor de pH de la muestra y pH(S) es el pH de la solucion conocida (en este
caso, solucion buffer de pH 7). Es indica el voltaje de la solucion y Ex representa el voltaje
de la muestra. El calculo para obtener los datos de pH a partir de mV, se realizo

implementando la formula en el software R (version 4.3.2; R Core Team, 2023).
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Posteriormente, para validar la exactitud, también se realizaron en el laboratorio
mediciones con el sensor de pH a diferentes temperaturas (25, 28, 30 °C), las cuales fueron
medidas durante 10 minutos a cada temperatura. En la toma de estos valores de pH se us6
el software de la camara (Vb _Oxigeno), obteniendo series de tiempo de mV (milivoltaje
de pH) y temperatura. En la limpieza de estos datos se realizaron diferentes cortes donde
la sefal era estable, para proceder a hacer una regresion lineal. El resultado del modelo
debe contener en el eje x las tres temperaturas y en el eje y los promedios de milivoltaje

(mV pH) en cada temperatura.

Finalmente, para validar la precision del sensor de pH se realizaron varias
repeticiones para verificar la repetibilidad de las mediciones iniciales, asi como para que
los datos mostraran el comportamiento esperado en condiciones controladas (por ejemplo,

tipo de agua empleada y temperatura).

Sensor de Oxigeno

Para verificar la exactitud del sensor optico de oxigeno, a menudo se dispone
unicamente de dos puntos de referencia (0 % y 100 %) de saturacion de Oz (Fusion Flow
Technologies, s.f.). Siguiendo el protocolo del fabricante (Aanderaa, 2025) y en
concordancia con otros modelos de sensores Opticos de oxigeno disuelto (RBR, 2025), el
procedimiento de calibracion consistio en medir agua destilada saturada con aire mediante
burbujeo durante aproximadamente 15 min para alcanzar el 100 % de saturacion, y agua
tratada con gas nitrogeno bajo las mismas condiciones para obtener 0 % de saturacion.
Este procedimiento se realizd por triplicado, registrando la temperatura del agua en todo

momento. Las mediciones se tomaron utilizando el software Vb_Oxigeno, registrando los
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datos en unidades de pM. A partir de estas mediciones se calcularon dos offsets,
correspondientes a los puntos de 0 % y 100 % de saturacion, que fueron comparados con
los valores teoricos ajustados segiin el procedimiento de calibracion de Henry Bittig
(version 19.04.2018), el cual es ampliamente utilizado en estudios oceanograficos (Bittig
et al.,, 2018). Adicionalmente, se realizaron multiples repeticiones para evaluar la
consistencia de las concentraciones iniciales y el comportamiento de los datos, de manera

similar a lo realizado con el sensor de pH.

Inclusion de Blancos

Con el fin de garantizar la fiabilidad y calidad de los datos obtenidos durante las
incubaciones, se incluyeron blancos, sin la presencia de organismos. Esto es relevante,
especialmente cuando interactlian organismos marinos y sus procesos biogeoquimicos

como la respiracion, calcificacion o fotosintesis.

Las repeticiones en blanco permitieron identificar y corregir posibles interferencias
en las mediciones, como aquellas derivadas de procesos biogeoquimicos asociados a
microorganismos presentes en el medio, que podrian alterar los valores registrados, como
la TACO. Ademas, estos ensayos facilitaron la evaluacion de la repetibilidad y precision

del sensor entre blancos y en contraste con cada incubacion.

Por otra parte, las repeticiones con organismos, también permitieron evaluar la
repetibilidad y precision de las mediciones, tanto a nivel natural como experimental en y
entre incubaciones. Asimismo, se emplearon para cuantificar la respuesta bioldgica bajo
condiciones controladas, como el control de la temperatura y del tiempo de medicién en

cada incubacion.
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Cuantificacion de Ruido

El ruido instrumental para este trabajo fue el error aleatorio que se present6 en la
senal medida. Comunmente, el error aleatorio, se aprecia como fluctuaciones de alta
frecuencia y que no presentan un patréon marcado, y que son el resultado de factores como
las respuestas de los sensores a variaciones ambientales y capacidades analiticas (Kizil,
2021). En este estudio, el ruido de los sensores se evalu6 aplicando un suavizado con un
promedio moévil y usando una ventana de tres datos. Posteriormente, se calcularon las
desviaciones de los valores originales respecto a la sefial suavizada. Finalmente, el rango
de estas diferencias se defini6 a partir de los valores extremos (méximo y minimo) de las

fluctuaciones, utilizandolos como indicador del ruido en cada sensor o del error aleatorio.

6.4. Limpieza de Datos de las Series de Tiempo

El analisis exploratorio de los datos obtenidos en las pruebas de laboratorio y
durante los dias del experimento, realizado con el software Vb Oxigeno, permitio
identificar que las mediciones de las distintas variables exhibian un patron lineal en su
comportamiento, lo que coincide con lo esperado al evaluar la tasa de respiracion durante
el periodo de muestreo (o incubacion), incluyendo cambios de pendiente y variabilidad
aleatoria. Con esto, y con el fin de analizar series de tiempo, se implementd un
procedimiento de segmentacion por réplica o incubacion (en adelante, “cortes”), basado
en el valor del coeficiente de determinacion (R?), lo que permitio identificar y separar
segmentos con comportamientos de las series de tiempo no consistentes.

En total, se identificaron cinco tipos de secciones de cortes en los datos: (1) fase

de datos descartados por valores extremadamente bajos o nulos (considerados “datos
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basura”), (2) fase de datos correspondientes a la etapa inicial energizacion del sensor, (3)

fase de acondicionamiento del sensor, (4) fase con periodo activo de TACO, y (5) fase de

Limpieza de datos de las series de tiempo por réplica

Fase 1: Datos

Fase 2: Energizacion

Fase 3:
Acondicionamiento del
sensor

descartados del sensor
* Valores extremadamente *  Lecturas inestables
bajos o nulos. iniciales.

*  Clastficados como

n
“basura .

*  Encendido del sistema.

!

Estabilizacion de la
sefial.

Sensor adapténdose al
medio.

Fase 4: Consumo Fase 5: Post-
activo de oxigeno incubacion
Periodo vélido para Sensor mide tras abrir

analisis.
Alta confiabilidad
(R? elevado).

la cimara.
Observacion del
retorno del sistema.

datos registrados tras la apertura de la camara de incubacion. Este ultimo segmento fue

registrado intencionalmente, permitiendo que el sensor continuara midiendo después de

concluido el tiempo de incubacién, con el propésito de observar el comportamiento del

sistema una vez finalizado la medicion experimental.

Figura 4. Diagrama esquematico de la limpieza de datos de cada variable de las series

de tiempo por réplica. Elaboracion propia.

6.4. Caso de Estudio para Evaluar el Desempefio de los Sensores: Experimentos con

Semillas de Ostion

Con el fin de probar la cadmara antes descrita, se realizaron incubaciones de

organismos para cuantificar los indicadores de la actividad metabolica. Para esto se

seleccionaron semillas de ostion del Pacifico (Crassostrea gigas), las cuales eran diploides

y seleccionadas con un factor de tamano (dos grupos: grandes y pequefios), en funcion a

su masa corporal en gramos. Esta etapa de desarrollo se selecciond porque es clave en la
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formacion de conchas. Este disefio experimental usando como factor el tamafio, fue
elegido por simplicidad. La cantidad de organismos incluidos por incubacion (n=15) y el
tiempo de incubacion (15 min) fueron definidos por literatura citada de evaluacion del
metabolismo de semillas y adultos de ostion como, por ejemplo, L.e Molluca et al., 2007;

Comeau et al., 2010; Laning et al., 2010.

Con respecto a las mediciones de los indicadores de actividad metabdlica, una
practica comun en este tipo de experimentos es cuantificarlos evaluando las diferencias en
variables clave al inicio y final de la incubacion, para lo cual se homogenizan (lo mas
posible) las condiciones iniciales (conseguir en el agua de mar una misma condicion de
saturacion de oxigeno, salinidad, temperatura, pH, etc.), sin embargo, pocas veces se
reportan si los sistemas de medicion detectan las condiciones iniciales del experimento.
Con el fin de valorar si la cdmara y sus sensores de oxigeno y pH detectaban las distintas
condiciones iniciales de las incubaciones, los experimentos se realizaron en dos
condiciones con respecto al agua: (1) usando agua del sistema de recirculacion donde se
encontraban creciendo, asi como (2) en agua de mar filtrada (80 micras) y pasada por
lamparas de UV. La razon principal para haber elegido estos dos tipos de agua es que en
el sistema de recirculacion existe la presencia de microorganismos y materia particulada,
mientras que el agua filtrada esta tratada y busca representar una condicion mas controlada
y libre de contaminantes biologicos. En este estudio, a los tipos de agua se les nombra de

aqui en adelante, como: agua recirculada del sistema (ARS) y agua filtrada control (AFC).

Con el fin de mantener a los organismos a la misma temperatura del sistema de

recirculacion durante las incubaciones, al agua usada en la cadmara de incubacion (ya sea
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ARS o0 AFC) se le acondicion¢ la temperatura a 25 °C, previo al inicio de la incubacion y
sin organismos, sumergiéndola en agua hasta alcanzar la misma temperatura del sistema

de recirculacion donde se desarrollan las semillas de ostion.

Tasa de Consumo de Oxigeno (TACO)

El indicador metabdlico de la respiracion se evalud mediante la TACO empelando
los datos limpiados (corte 4) de cada réplica. Para cuantificar la TACO por réplica
realizada por grupos en ASR (27 y 28 de febrero) y AFC (1 y 2 de marzo), se aplico una

regresion lineal simple, para obtener una ecuacion similar a esta (Ec.3):

0, = —Tasa de consumo de oxigeno * minutos + Intercepto (Ec.3)

Los valores de la TACO se normalizaron por el peso himedo total (g) de los
organismos, especificamente, la TACO para el grupo de pequenios (n=15) se dividio entre
el peso total de 0.261 g, y para el grupo de grandes (n=15) se dividié entre su peso total

de 2.484 g.

Tasa de Calcificacion

Recolecta y Analisis de Muestras Discretas de AT y CID
Las muestras para los analisis de AT y CID fueron recolectadas diariamente
durante el experimento y al finalizar cada periodo de incubacién. Se tomd una Unica
muestra inicial al comenzar la primera incubacion, mientras que las muestras finales se

obtuvieron inmediatamente después de cada incubacidn subsecuente.

La recoleccion se realizod en botellas de borosilicato de 125 mL, previamente

enjuagadas con agua de mar filtrada y posteriormente con la misma muestra a recolectar,
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para evitar contaminacion cruzada. Cada botella fue identificada con la fecha, el grupo

experimental, el nimero de réplica y el tipo de muestra (inicial o final).

Para preservar la muestra de la actividad bioldgica post-recoleccion, se
adicionaron 100uL. de una solucién saturada de cloruro de mercurio (HgCl2) a cada
muestra, conforme a los protocolos estandarizados descritos por Dickson et al. (2007).
Posteriormente, estas muestras se almacenaron hasta su analisis, realizado

aproximadamente dos meses después.

En el laboratorio de CO» marino del 11O, a las muestras discretas se les midid
la AT mediante titulacion potenciométrica a temperatura constante de 25 °C, y el CID, fue
cuantificado mediante coulometria. En ambos analisis se emplearon materiales de
referencia certificados (Certified Reference Materials, CRM) producidos conforme a los
estandares internacionales de calibracion del sistema de carbonato (Dickson et al., 2007),
y actualmente suministrados para este estudio por el Instituto Scripps de Oceanografia de
San Diego (Dr. A. Dickson). Estas muestras discretas permitieron monitorear la evolucion

de parametros clave del sistema de carbonato.

Calculo de 1a Tasa de Calcificacion

La determinacion de la AT del agua de mar, como se mencion6 anteriormente,
se llevo a cabo mediante el método de titulacion potenciométrica. Para esto, se tituld una
alicuota de 60 mL con una solucion estandar de 4cido clorhidrico (HCI; 0.1 M), mientras
se registraba de forma continua el cambio de pH mediante un electrodo previamente
calibrado. A medida que se afiadia el acido, los principales componentes alcalinos de la

muestra, principalmente bicarbonato (HCOs") y carbonato (COs*), reaccionaban
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progresivamente, y la alcalinidad se calculaba a partir del volumen de acido requerido para
alcanzar el punto de inflexioén de la curva de titulacion, generalmente proximo a pH 4.5.
Este valor representa la capacidad de la muestra para neutralizar los protones, o alcalinidad
total. La titulacion se realizd bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C),
utilizando un termocirculador acoplado a una celda de flujo continuo donde se colocaba
la muestra. Ademas, se mantuvo una agitacion constante durante todo el proceso para

asegurar una mezcla homogénea y obtener resultados fiables.

Una vez obtenidos los valores de AT inicial y final, se procedio6 a calcular las
tasas de calcificacion correspondientes a cada incubacion. Para ello, se utiliz6 la siguiente
ecuacion (Ec. 4; adaptada para este estudio a partir de Mallon et al., 2022), que permite
estimar la tasa de calcificacion neta a partir del cambio en la AT durante el periodo de

incubacion:

AAT *x p x 0.5V

G(t) = t * PH

(Ec.4)

Donde G(t) es la tasa de calcificacion en pmol CaCOs g! min™', AAT es el
cambio (final-inicial) en la AT (umol kg™), p es la densidad del agua de mar (kg L),
tipicamente ~1.023 kg L1, 0.5 es el factor de conversion (por cada mol de CaCOs formado
se reduce 2 mol de AT), V es el volumen del agua en la cdmara de incubacion (L), tes el
tiempo de incubacion (min) y PH es el peso en humedo del organismo maés el peso de la

concha (g), sobre la cual se normaliza la tasa.

Los resultados de calcificacion se presentan en una tabla incluida en la seccién

de resultados, la cual contiene el promedio de la tasa de calcificacion, junto con su
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desviacion estandar, para organismos grandes y pequefios. Estos datos estan organizados
en funcién del tipo de agua utilizada durante los dias del experimento: ASR
(correspondiente a los dias 27 y 28 de febrero del 2025) y AFC (correspondiente a los dias

1 y 2 de marzo del 2025).

Evolucion del Sistema de CO2 en Experimentos de Incubaciones

La evolucion del sistema del COz en este estudio se refiere al cambio en las
porciones de estas especies en cada incubacion. Estas son: dioxido de carbono disuelto
(COz aq), acido carbdnico (H2CO3), bicarbonato (HCO3") y carbonato (CO37; Dickson et
al., 2007). El equilibrio depende de la temperatura, la salinidad, la presion y el pH del
agua. En este estudio, ademas, las porciones de estas especies quimicas también estuvieron
influenciada por los procesos bioldgicos, como la respiracion que consume O> y libera

COy, y la calcificacion, que reduce tanto la AT como el COo.

En este estudio se midieron y calcularon las tres variables principales del
sistema del COa, estas son la AT, DIC y el pH. Los valores de estas variables, junto con
los valores de salinidad, temperatura y presion, se introdujeron en el software CO2SYS
(Lewis y Wallace, 1998). Los valores de algunas de estas variables se presentan en una
tabla en la seccion de anexos en condiciones iniciales y finales, tomando en cuenta la
salinidad y la temperatura. También, se incluyé en resultados un contraste del

comportamiento del pH con el CID durante la réplica.

Muestras Discretas para Calibrar Series de Tiempo de pH

Con el objetivo de garantizar la precision y trazabilidad de las series de tiempo

de pH registradas por el sensor, se recolectaron muestras discretas de agua de mar al inicio
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del dia experimental y al final de cada incubacion. De las muestras discretas se calcularon
AT y CID en el laboratorio con las técnicas antes mencionadas. Los datos de AT y CID
obtenidos en estos puntos se utilizaron para validar las mediciones de pH de cada
incubacion mediante el programa CO>SYS. Este procedimiento permitié calcular los
valores de pH en la escala NBS, considerando la temperatura, salinidad, AT y CID. La
validacion se realizd primero con los valores iniciales y luego con los finales, lo que

facilito determinar los cambios de pH ocurridos durante cada incubacion.

Estimacion de Series de Tiempo de CID

Para estimar las series de tiempo de CID a partir de las condiciones
experimentales, se utilizd una combinacion de datos de pH medidos continuamente por
sensores autonomos y valores interpolados de AT determinados a partir del proceso de
titulacion potenciométrica en muestras discretas. La estimacion del CID se realizo
aplicando el software CO2SYS (Lewis y Wallace, 1998), a partir del pH y AT, junto con

la temperatura y salinidad.

Adicionalmente, los valores obtenidos por el método de coulometria (dato
inicial y final), se emparejaron con los valores de pH, usando en el software CO,SYS, para
tener un analisis mas robusto de las variables y validar su comportamiento en el tiempo

de incubacion.
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Analisis Estadistico

Inclusion y Analisis de Datos para el Caso de Estudio

Los datos del corte 4 de cada réplica se graficaron en series de tiempo juntas de
acuerdo con el tipo de agua empleada (ASR y AFC). Este procedimiento se usé con las
variables OD, mV de pH y temperatura en contraste con el tiempo (minutos). Ademas, se
realizo un andlisis estadistico, con graficos (histogramas) y medidas de tendencia central
de los datos del corte 4 para cada una de las réplicas. El andlisis estadistico de medias y
medianas permitid hacer comparaciones entre réplicas, entre grupo y entre ASR o AFC,
para identificar diferencias estadisticas. Estos datos se encuentran en tablas con su
respectivo andlisis en la parte de resultados. En la elaboracion de graficas y el analisis de

los datos se usaron los softwares Excel y R (version 4.3.2; R Core Team, 2023).

TACO

En el andlisis de la TACO se normalizé por gramo de organismo, considerando
individualmente cada réplica, grupo experimental (organismos grandes y pequefios) y tipo
de agua utilizada (ARS o AFC). El procesamiento de los datos se realiz6 en el software R
(version 4.3.2; R Core Team, 2023). La TACO se calcul6 a partir de la pendiente de la
regresion lineal correspondiente y posteriormente se normalizod segin el peso promedio
de los organismos: 2.484 g para el grupo de mayor tamaiio y 0.261 g para el grupo de
menor tamafio. El andlisis de la TACO se presenta como valores, absolutos como

normalizados por peso.

Para el andlisis anterior, se evaluaron los datos de OD correspondientes a cada

réplica en los diferentes dias experimentales. La verificacion del supuesto de normalidad
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se efectué mediante la prueba de Shapiro—Wilk, complementada con histogramas de
distribucion. En todas las réplicas, se rechazo6 la hipotesis nula, evidenciando que los datos
de oxigeno no siguen una distribucion normal. Posteriormente, en el analisis de residuales
se reveld una distribucion no aleatoria alrededor de cero, indicando la existencia de
patrones sistematicos y posibles factores no contemplados por el modelo lineal. Sin
embargo, dado que el tiempo se considera una variable independiente que no se espera
tenga un comportamiento normal, se continud con la estimacién de la pendiente en la
regresion lineal simple, la cual represent? la tasa de consumo de oxigeno durante el tiempo

de incubacion.

Posteriormente, con el fin de comparar la variable TACO para los grupos
“grandes” y “pequefios”, se evalud la normalidad mediante la prueba de Shapiro—Wilk.
En ambos casos, no se rechazo la hipdtesis nula, lo que indica que los datos cumplen con
el supuesto de normalidad. El mismo analisis se realizé considerando el factor “tipo de
agua” (ARS y AFC), donde si se rechaz¢ la hipotesis nula, evidenciando que los datos no
presentan una distribucion normal. Finalmente, se examind la normalidad de TACO para
los grupos “grandes” y “pequenos” exclusivamente en AFC, dado que en esta condicion
las series de datos y las regresiones lineales tienen una mayor claridad. En este caso, la

prueba confirmd que ambos grupos cumplen con el supuesto de normalidad en AFC.

El supuesto de homocedasticidad no fue evaluado debido al tamano reducido de

muestra de la TACO.

Para el factor “grupo”, considerando todos los datos de la TACO y seleccionando

en el andlisis los correspondientes de AFC, y considerando que se cumplid el supuesto de
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normalidad, se aplicé una prueba t de Student para dos muestras independientes con el
objetivo de contrastar sus medias. En contraste, para el factor “tipo de agua”, al no
cumplirse con normalidad, se empleo la prueba no paramétrica U de Mann—Whitney a fin
de determinar diferencias significativas entre grupos. Adicionalmente, se calcularon los
intervalos de confianza con 95% para las variables medidas. En todos los contrastes y

estimaciones se adoptd un nivel de significancia estadistica de a = 0.05.

7 RESULTADOS

Los resultados se presentan en dos secciones. En una primera seccion se describen
los resultados con los criterios utilizados para evaluar el desempefio y la calidad de las
mediciones obtenidas de los sensores en la camara de incubacion, mientras que la segunda
seccion se enfoca en el andlisis de las mediciones de indicadores y tasas de la actividad

metabolica en el caso de estudio.
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7.1. Desempeiio de la Camara de Respirometria

T

Figura 5. Disefio de la camara de respirometria para medir indicadores metabolicos de
organismos calcificadores. (A) Vista general del disefio de la cadmara, con los nlimeros
que indican los distintos componentes; (B) prueba de la cdmara en laboratorio; (C) toma

de datos en semillas de ostion. Elaboracion propia.

La cédmara de incubacion disefiada para medir indicadores metabolicos de
organismos calcificadores, nos proporcion6 informacion sobre la de evolucion de O2, pH
y temperatura en el tiempo. En la figura 5, en el inciso (A) se observa el disefio de la
camara de incubacion elaborada de acrilico transparente y sus componentes/partes. Esta
tiene una bomba de agua sumergible (1) para mantener el agua recirculando dentro de la
camara y reducir errores en las mediciones. Sensor de oxigeno Aanderaa (2) para medir el
consumo de oxigeno en el tiempo dentro de la camara. Sensor de pH (3), para medir el

cambio de pH en el tiempo, debido al aumento de la concentracion de CID liberado por el
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proceso biologico de la respiracion. Sensor de temperatura (4) para tener un sistema mas
controlado, porque la temperatura regula el metabolismo de los organismos. Muestra con
semillas de ostion (5) colocadas en una bolsa elaborada de malla de polietileno. Software
disefiado a solicitud (6) que conecta la computadora y los sensores. Dimmer (7) para
regular manualmente el flujo de agua de la bomba dentro de la camara. Computadora (8)
esta conectada al software y recopila los datos en un programa que se llama Vb_Oxigeno.
(B) Camara de incubacion en una prueba medicion en el laboratorio con caracoles de mar.

C) Disenio completo tomando datos de metabolismo de semillas de ostion.

Con el fin de evaluar el desempefio del disefio de la cdmara y del software de
adquisicion de datos, se realizaron diversas pruebas de funcionamiento. Los resultados
indicaron que ambos sistemas operaron de manera Optima para la realizacion de
incubaciones, asegurando un registro confiable de las variables experimentales necesarias
para el calculo de las tasas de respiracion y calcificacion. A continuacion, se presentan las

pruebas realizadas y sus respectivos resultados.

Variabilidad en el Disefio

La variabilidad en el sistema de medicion debe ocurrir naturalmente (fig.8). En el
contexto de este estudio observamos una TACO en el tiempo de incubacion (15 min por
réplica; fig. 9 y 10). El modelo de regresion lineal entre el oxigeno y el tiempo fue
negativo, es decir, a medida que el tiempo aumentaba, el oxigeno disminuia. Este patron

era el esperado, ya que indica la dominancia del proceso de respiracion.

En el caso del mV fue disminuyendo a valores negativos en el tiempo, lo cual fue

una sefial de una disminucion del pH basico de agua de mar a valores mas acidos (fig. 11
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y 12). Sin embargo, los valores de mV se comportaron muy fluctuantes indicando una
disminucioén leve en el pH, ademas representa un aumento en el CID y sus variables del

sistema del carbono.

Con respecto a la temperatura, esta se mantuvo mas estable entre valores de 21 a
26 °C en los dias de muestreo, indicando que existid un buen control en el sistema para la
recoleccion de datos (anexo 2 y 3). Cabe mencionar que esta baja variabilidad en las series
de tiempo recolectadas por los sensores fue posible por la bomba de agua que mantuvo

una buena mezcla (homogénea) del agua dentro de la cdmara de incubacion.

7.2. Desempeiio de los Sensores en la Colecta de Datos: Exactitud y Precision

En la evaluacion del desempefio de los sensores se observo que el sensor de pH
presentd un comportamiento nernstiano cercano al teorico, confirmando su adecuada
respuesta bajo diferentes concentraciones de protones (Fig. 6). El sensor de oxigeno
mostro una exactitud aceptable a los esperados en un 100 % como a 0 % de saturacion de
O>. En ambos casos se identificaron offsets, correspondientes a errores constantes, los
cuales fueron aceptables para la aplicacion experimental. La precision de los sensores se
reflejo en una baja variabilidad entre réplicas, mientras que el ruido o error aleatorio, se
mantuvo en niveles bajos. Estos resultados apoyan que las mediciones realizadas de
indicadores de metabolismo son confiables. Los valores para cada sensor, los blancos y el

ruido se presentan y detallan a continuacion.
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Sensor de pH
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Figura 6. Exactitud del sensor de pH. A) El voltaje medido (mV) con los valores de pH
de las soluciones amortiguadoras (pH 4, 7 y 10) a 25 °C). B) Evaluacion del
comportamiento del sensor a tres temperaturas distintas (25, 28 y 30 °C) para verificar la
estabilidad y respuesta del pH (en este caso, pH 7; ver inset A) ante cambios térmicos. El
ajuste del modelo fue significativo (p < 0.05), es decir que el modelo describi6 bien la

relacion entre mV y el pH, asi como la temperatura.

En la figura 6, inciso A podemos observar que la ecuacion es y = -58.234x +
382.02, que comparado con el valor de la ecuacion ideal Nernts (-59.16 mV por unidad de
pH a 25 °C) el offset encontrado es de -0.93 mV (Dickson et al., 2007). Este resultado
sugiere que el sensor estaba funcionando correctamente, ademas de que sus resultados
fueron adecuados respecto al disefio de la camara de incubacion, y por lo tanto, para la
evaluacion de las tasas metabdlicas. En el inciso B se observan los valores de mV del pH
7 en el eje y, en contraste con las temperaturas 25, 28, 30 °C en el eje x. El resultado de la
ecuacion del inciso B, indica que a medida que la temperatura aumenta el pH cambia en

0.1046 unidades de pH °C"'.
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La precision del sensor de pH se valido por la baja variabilidad observada en los
valores iniciales de cada incubacién, asi como por la consistencia de los datos durante la
repetibilidad a lo largo de cada periodo de incubacion. Al analizar las series de tiempo, el
pH no present6 variaciones significativas (Fig. 11 y 12; Tabla 1). Ademas, los valores
iniciales registrados en los blancos del 27 de febrero (ASR) y del 1 de marzo (AFC) se
mantuvieron constantes, dentro de un pH de 7 y una diferencia 0.2 unidades de pH entre
el valor final e inicial (Anexo 1). El rango del ruido del sensor estuvo entre —0.007 y 0.01
unidades de pH, lo que corresponde a un error de +£0.008 unidades de pH (inciso B, figura
8). Ademads, las anomalias mas grandes se encontraron a 3 y 2 desviaciones estandar

respecto a la media suavizada, y localizadas principalmente en los minutos 0, 1 y 3.

Sensor de Oxigeno

El offset del sensor de oxigeno Aanderaa fue de 10 % y 27 % respecto al valor
teodrico para saturaciones de oxigeno del 0 % y 100 %, respectivamente. Esto representa
una sobreestimacion de 23 uM y 62 uM para las saturaciones mencionadas. Los valores
teoricos se calcularon considerando una salinidad de 35, 21 °C, presion hidrostética de 0

atm (nivel del mar) y presion atmosférica estandar de 1 atm (1013.25 hPa).

La precision del sensor se verifico mediante la similitud de valores iniciales y la
tendencia de disminucion de oxigeno a lo largo de cada incubacion (figuras 9 y 10, las
cuales incluyen el corte 4 de cada incubacion). En la figura 9, correspondiente a las
réplicas en ASR, los valores iniciales oscilan entre 334 y 341 uM, lo cual es consistente
con el valor del blanco registrado el 27 de febrero, de 340 uM (figura 9). Por otro lado, en

AFC (figura 10) la variacion inicial fue mayor, con valores entre 370 y 410 uM, aunque
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estos también son comparables con el valor del blanco de 385 uM registrado el 1 de marzo
y una diferencia de 7.49 uM entre el valor final e inicial (figura 7). El rango del ruido del
sensor estuvo entre —0.087 a+0.11 uM, lo que corresponde a un error de +£0.098uM (inciso
A, figura 8). Las anomalias mas significativas de aproximadamente dos desviaciones

estandar de la media suavizada, se presentaron en los minutos 0 y 3.

Blancos

370 y=-0.4539x +385.18
R2=0.9868
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) —e—BLANCO_FEB27
2 350
=]
S

¥ =-1.2636x +336.91
.................... R2=0.9678

0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 7. Blancos en AFC del dia 1 de marzo (linea verde claro) y en ASR del dia 27 de
febrero (linea celeste). Ambas lineas muestran una ligera tendencia, siendo mayor en ASR

que en AFC (-1.26 vs. -0.45 uM min’!, respectivamente).

En la figura 7 se presentan dos blancos a manera de ejemplo, uno correspondiente
al AFC del 1 de marzo (linea verde) y otro al ASR del 27 de febrero (linea azul). La serie
azul muestra concentraciones de oxigeno mas altas y una varianza menor, lo que indica
que los datos estdn mas proximos a la media y presentan menor dispersion. En contraste,
la serie azul presenta concentraciones de oxigeno mas bajas y una varianza mayor, lo cual

refleja una mayor dispersion de los datos respecto a su media. Esta diferencia sugiere que
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en el blanco de ARS existe un consumo adicional de oxigeno, probablemente causado por
la presencia de microorganismos distintos a las semillas de ostion, como alguna
comunidad bacteriana que habita en el sistema de recirculacion. Estos microorganismos
también fueron observados en todas las réplicas de este tipo de agua. Por ello, las series
de tiempo de oxigeno fueron corregidas por réplica, utilizando como referencia el blanco

de agua filtrada.

En el blanco en AFC del dia 1 de marzo, el analisis de regresion lineal fue
estadisticamente significativo (F (1,92) = 6872.48, p < 0.05). El modelo explicé el 98.7%
de la variabilidad del oxigeno (R?=0.987). Los resultados mostraron que el OD disminuye
-0.45 uM min’! significativamente con el tiempo. La pendiente estimada fue de -0.4539
(IC 95%: -0.4648 a -0.4430), lo cual da certeza sobre la tendencia descendente observada

del OD, también en el blanco.

En el blanco de ASR del dia 27 de febrero, el analisis de regresion lineal mostrd
una relacion significativa entre el tiempo y el OD (F (1,92) =2764.60, p <0.05). El modelo
explico el 96.8% de la variabilidad del oxigeno (R? = 0.968). La pendiente del modelo fue
de -1.2636 (I1C95%: [-1.3114, -1.2159]), lo que sugiere que el OD disminuy6 en promedio
-1.26 uM min’!. Estos resultados evidencian un patron de descenso constante del oxigeno

a lo largo del tiempo.

Los resultados de las reducciones de OD en el tiempo indican que hay mas
evidencia de actividad biologica en el ASR (-1.26 uM min™') que en el AFC (-0.45 uM

min™). Esto indica que TACO fue mayor en ASR que en AFC.
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Figura 8. Ruido asociado a los valores del blanco en AFC para: A) OD (uM), B) pH
(escala NBS) y C) temperatura (°C), cada uno acompanado de su correspondiente media

movil.

La media moévil (anexo 2) fue empleada para calcular el ruido del sensor. Al
comparar la sefial original con la media moévil, se logrd una identificacion mas precisa de
las variaciones aleatorias (ruido), lo que facilitd interpretar la tendencia del oxigeno,

desligada de procesos biologicos y atribuible solamente al sensor.

En la figura 8 se muestran las fluctuaciones del OD, pH y temperatura en relaciéon
con su media moévil durante una incubacion sin organismos (blanco) en AFC, y que
representan el ruido caracteristico de cada sensor. Las anomalias, ruido, error y diferencias
entre el valor final e inicial, del pH y OD se mencionan en la seccion correspondiente a
cada sensor. En cuanto a la temperatura en el blanco del 1 de marzo, las anomalias se
encontraron a =2 SD, el ruido oscilo entre —0.093 y +0.197 °C, correspondiente a un error

de £0.145 °C y la diferencia fue de 1.25 °C.
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7.3. Caso de Estudio: Desempeiio de los Sensores Dentro de la Camara de

Incubacion

Esta seccion de resultados muestra el analisis de las series de tiempo, el cual se

realizé de forma independiente para cada variable registrada en las bases de datos por tipo

de incubacidn, separandose estas por condicion de agua en: (a) ARS durante los dias 27 y

28 de febrero, y (b) AFC durante los dias 1 y 2 de marzo. Las variables obtenidas en cada

base de datos fueron: fecha, hora, OD, saturacién de oxigeno, mV de pH y temperatura.

El andlisis se centr6 en evaluar las TACO a lo largo del tiempo (horas/minutos) y el

cambio de pH, dado que este ultimo influye en el sistema de carbonatos y, por ende, en la

tasa de calcificacion. La temperatura se consideré como una variable de control en cada

incubacion, con el fin de evitar alteraciones no lineales en el metabolismo que pudieran

distorsionar la interpretacion de los resultados.

Series de Tiempo del OD
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Figura 9. Series de tiempo de OD en ASR (27 y 28 de febrero del 2025) donde se observa

una marcada disminucién en concentracion de oxigeno en grupos grandes (GR; inciso A)

y pequeiios (PR; inciso B), con tres replicas cada uno.
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La evolucion temporal del OD en el ASR (figura 9), muestra un comportamiento
similar entre las diferentes series de tiempo. Ademas, en la figura 9 se puede observar que
la mayoria de series de tiempo empiezan con valores iniciales de OD, entre 334 a 341 uM,
a excepcion de una réplica (PR1, dia 28 de febrero), la cual empieza en niveles mas bajos.
Otra serie de tiempo de OD que resalta es PR3 (réplica 3 del grupo de ostiones pequefios
del dia 27 de febrero), incluso después de realizar el corte 4, aun no presentaba un tiempo
de acondicionamiento, debido a que su comportamiento no fue lineal. La réplica

PR1 FEB27 representa la TACO mas baja de todas las réplicas con 0.16 pM.

A) B)
410 —8—GR1_MARI
—e—GR2_MARI
—8—GR3_MARI
—e—GR1_MAR2
—e—GR2 MAR2
—8—GR3_MARZ

400

390

380

OD (uM)

370

360

350 350
0 2 4 G 8 10 12 14 16 0 2 4 3 § 10 12 14 16

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 10. Series de tiempo de OD en AFC (1 y 2 de marzo del 2025) en grupos grandes

(GR; inciso A) y pequefios (PR; inciso B).

El comportamiento de las series de tiempo de OD de los dias 1 y 2 de marzo, que
corresponden a mediciones con AFC, mostraron un comportamiento lineal similar a los
datos de ASR. Sin embargo, la concentracion inicial de OD mostrd una mayor variabilidad
entre réplicas. Esa variabilidad no se debi6 a una deriva del sensor de OD, ya que los

blancos no mostraron este patron. Un factor relacionado con el tiempo de
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acondicionamiento del AFC, el diferente ajuste de la temperatura entre réplicas, o el
burbujeo de oxigeno, pueden explicar la variabilidad observada. Con respecto a su

funcionamiento, como se aprecia en la figura 10, el aumento de la TACO es evidente en

el tiempo, en todas las réplicas.

Series de Tiempo de pH

—e—GR1_FEB27
—e—GR2_FEB27

—o—GR3_FEB27
—e—GR2_FEB28

—e—GR3_FEB28

o—PR1_FEB27
—e—PR2 FEB27
—e—PR3_FEB27
—e—PR2_FEB28

—e—PR3_FEB28

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)

Figura 11. Serie de tiempo de pH de los grupos grandes y pequefios en ASR (27 y 28 de

febrero).

En la figura 11 se observa los datos de pH en el ASR. Los datos de la mayoria de replicas
indican que su variabilidad es pequefia y sus valores se encuentran entre 7.77 a 7.90
unidades de pH. Exceptuando a las incubaciones (esto es, GR1_FEB27, GR2 FEB27 y

PR2 FEB27), las cuales mostraron un comportamiento muy variable, en comparacion con

el resto de las pruebas.
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Figura 12. Serie de tiempo de pH de los grupos grandes y pequefios en AFC (1 de marzo).

Por otra parte, en la figura 12 se observa los datos de pH de las réplicas en AFC.
En este tratamiento, se observa poca variabilidad en los datos, manteniéndose en un rango
entre 8.00 a 8.10, similar al valor de agua de mar, con un pH de ~8. Esto con excepcion
de algunas réplicas (PR1_MARI) en las cuales los datos de pH son relativamente mas

bajos o donde el pH fluctua fuertemente (GR1_MARI).

Desempeiio de las Series de Tiempo de OD: Criterios de Inclusion

En el andlisis de las series de tiempo de OD y pH se determind el patrén de las
TACO y la dindmica del pH a lo largo del tiempo. Para optimizar la interpretacion de las
tendencias, las series fueron segmentadas en cortes definidos en funcion del coeficiente
de determinacion (R?) obtenido mediante un ajuste de regresion lineal. Se identificaron
cortes numerados del 4 al 5, aunque no todas las series contienen la totalidad de ellos. El
corte 4 resultd interesante, ya que presenta el mayor valor de R?, lo que indica un ajuste

mas robusto al modelo lineal y, por tanto, mayor confiabilidad.
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En la siguiente seccion se describen los criterios de inclusion de cada corte,

ilustrados con el caso de la incubaciéon PR1 _FEB27 en ASR.

340

330

320

oD (M)

310

300

\} Corte 1, n=9

y=-2.2241 " x + 333.1586

Corte 2, n=25 R?=0.997

Corte 3
n=11

Lineas

Media mévil

B original

r T 7 B8 Regresion
Corte 4, n=57

5 10 15

Tiempo (min)

Figura 13. Identificacién de los segmentos (cortes) de datos de oxigeno disuelto (OD),

tomando como ejemplo la réplica PR1_FEB27, correspondiente a una incubacion con

ASR. Las lineas representan la serie original (azul), el suavizado mediante media movil

(aguamarina) y la regresion lineal aplicada al segmento de consumo (datos del corte 4;

linea roja). En el recuadro se observa la ecuacion del modelo y el buen ajuste de los datos.

El color de los recuadros indica el namero de datos incluidos en cada seccidn identificada.

En la figura 13, para serie temporal de OD (uM), se muestra un ejemplo de la

limpieza de datos con cuatro cortes, cada uno representando una cantidad de muestra (n)

y una fase especifica del experimento:
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e Corte 1 (n=9): Corresponde a datos de basura o ruido inicial del sensor, que
fueron descartados por su alta variabilidad e inconsistencia con el
comportamiento esperado.

e Corte 2 (n=25): Incluye los primeros valores estables del sensor, pero antes del
acondicionamiento completo, por lo que pueden presentar una ligera deriva.

e Corte 3 (n=11): Representa el periodo de estabilizacion o acondicionamiento del
sensor, donde el OD comienza a mostrar una tendencia mas consistente y con una
variacion significativamente pequeiia.

e Corte 4 (n=57): Es el tramo principal de interés, que muestra un descenso
progresivo y lineal en la concentracion de OD, correspondiente al consumo
metabolico en la cdmara de incubacion. Este segmento es el que se utiliza para el
calculo de tasas metabolicas, debido a su alto ajuste con el modelo lineal aplicado.
Las lineas representan la serie original (azul), el suavizado mediante media mévil

(aguamarina) y la regresion lineal aplicada al segmento de consumo (linea roja). Este
analisis detallado permitié una seleccion objetiva de los datos Ttiles y una mejora de la
precision en la estimacion de las TACO y de las demas variables. Esto se observa como
un excelente ajuste de los datos en el modelo con un 99.7%. En consecuencia, la banda

del intervalo de confianza es estrecha, indicando una alta precision del modelo.
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Es importante mencionar que aun después de los 4 cortes realizados en el control
de calidad de datos las réplicas PR3 MAR2 y GR2 MAR2 muestran un comportamiento
erratico al final de la serie de tiempo. Estas réplicas tienen datos que fueron registrados
después de la incubacion, cuando la camara se abri6 para tomar datos de la réplica
siguiente, dichos datos fueron descartados y no se incluyeron en el analisis de las tasas
metabolicas. En la figura 14, se muestran dos ejemplos de regresiones lineales de la

variable OD vy las réplicas GR3 FEB27 y PR1 FEB28, solo con datos del corte 4.

s ) 330 B)
| GR3_FEB27
s [, PR1_FEB2§
...... 325 [,
Bo | e Ty
o y=-047x + 157.80 S0 Ty y=-069% +227.16
2 35 R? = 0,995 s | Ty R? = 0988
57 Ty 5 | Ty
s . s ey
8 £/ 8
sie | Ty
s ey T Ty
wl| ey os | e
305 300
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 $ 10 12 it 16
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 14. Series de tiempo de OD de los cortes 4, A) representa al grupo de grandes
réplicas 3 del 27 de febrero y B) representa a pequefios replica 1 del dia 28 de febrero,

ambas en ASR.

Adicionalmente, el anélisis de regresion lineal para la seccion denominada “corte
4 de cada réplica mostraron un buen ajuste de los datos al modelo lineal propuesto. En
la figura 14, inciso A, se observa una regresion significativa de OD =-0.47*min + 157.80,
con una R? de 0.995. Mientras que, en la figura 14, inciso B, la ecuacion de la regresion
lineal es OD = -0.69*min + 227.16, con una R? de 0.988. En ambos casos la pendiente

de la ecuacion muestra el valor negativo, indicando la TACO. Este patrén es el mismo
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para todas las réplicas en ASR o AFC, estos datos se pueden ver en la tabla 3, por lo que
se asumio que tanto el disefio de la cadmara como el software de adquisicion de datos

funcionaron adecuadamente.

Resultados por Réplica del Caso de Estudio: Incubaciones de Semillas de Ostion

Tabla 2

Promedio (x) y desviacion estandar (= SD) de los datos de la variable pH de cada

réplica del corte 4.

pH
Grupo Agua Fecha Réplica
(X £ SD)

GR1 FEB27 7.49 £ 0.01

27/02/2025 GR2 FEB27 7.34 +£0.01

. GR3 FEB27 7.83 £0.01

Z GR1 FEB28 | 7.79+0.03
GRANDES 28/02/2025 GR2 FEB28 7.89 £0.007
GR3 FEB28 7.86 +0.002

GR1_MARI1 8.01 £0.01
& 1/3/2025 GR2 MARI 8.05 +0.008

) GR3 MARI 8.05+0.01

PR1 _FEB27 7.87 £0.01

PEQUENOS % 27/02/2025 PR2 FEB27 7.49 £ 0.01
- PR3 FEB27 7.80 £ 0.01
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PR1 FEB28 | 8.32+0.44
28/02/2025 | PR2 FEB28 | 7.84+0.001
PR3 FEB28 | 7.88+0.006
PR1_MARI | 7.70+0.01
O 1/3/2025 PR2 MARI | 8.04+0.002
- PR3 MARI | 8.04+0.01

*Se excluyeron los valores de pH del dia 2 de marzo por un error técnico a la hora de

tomar las mediciones.

En la Tabla 1 se presentan los valores de pH del corte 4. Se observa que, durante

los dias en los que se utilizd6 ASR, el pH del sistema se mantuvo consistentemente por

debajo de 8. En contraste, durante los dias en los que se utilizO AFC (carente de

organismos presentes en el agua que pudieran alterar significativamente la quimica del

sistema) los valores de pH se mantuvieron cercanos a un valor promedio del agua de mar

en equilibrio con la atmosfera. Cabe destacar que estas observaciones concuerdan con las

tendencias visualizadas en las figuras 12 y 13, donde se analiza la variacion temporal del

pH bajo ambos regimenes de tratamiento.

Tabla 3

Promedio (x) y desviacion estandar (= SD) de los datos de las variables concentracion

de OD, mV y temperatura, con su desviacion estandar, por réplica del corte 4.

oD mV Temperatura
Grupo | Agua Réplica
(X £+ SD) (X £SD) (X £ SD)
O x| @ GR1 FEB27 | 314.7£8.92 -52.03+0.89 26.46+0.66
< f
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GR2 FEB27 | 311.4+6.47 -42.76+1.29 26.35+0.47

GR3 FEB27 | 320.5+8.54 -71.28+1.18 24.88+0.06

GR1 FEB28 | 318.9+5.94 -69.74+2 28.05+0.79

GR2 FEB28 | 321.843.31 -74.93+0.47 25.55+0.67

GR3 FEB28 | 321.8+6.08 -73.36+0.94 25.03+0.05

GR1 MARI 362.7£3.26 -82.06+0.64 24.47+0.27

GR2 MARI 363+3.99 -84.34+0.51 25.13+0.03

GR3 MARI 383.5+£2.48 -84.47+4.93 24.6+0.05

% GR1 MAR2 | 380.6+3.79 - 21.64+0.30

GR2 MAR2 | 368.1+5.28 - 21.51+0.25

GR3 MAR3 391.7+6.93 - 21.64+0.16

PR1 FEB27 311.5+£5.92 -73.88+1.54 26.01+0.71

PR2 FEB27 319.1+£8.57 -51.79+3.13 25.58+0.49

PR3 FEB27 | 292.2+9.94 -69.82+0.67 25.38+0.14

% PR1 FEB28 310.5+4.38 - 25.39+0.33

= PR2 FEB28 324.5+4.47 -72.2+0.08 26.67+0.05
% PR3 FEB28 324.7+£3.17 -74.47+0.36 25.08+0.03
% PR1 MARI 373.3+£5.66 -76.47+1.80 24.19+0.17
PR2 MARI 369.6+3.72 -83.9+0.16 25.18+0.09

8 PR3 MARI 375.443.75 -84.13+0.73 25.44+0.22

- PR1_MAR2 384.9+6.19 - 21.57+0.26

PR2 MAR2 379.1+5.60 - 21.86+0.08
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PR3 MAR2 390.7+£9.73 - 21.33+0.17

*Se excluyeron los valores de promedio (x) y desviacion estandar (= SD) de mV de varias
réplicas por un error técnico a la hora de tomar las mediciones del sensor de pH.

En la Tabla 2 se presentan los valores promedio, junto con su desviacion estandar,
de las variables de OD, mV de pH y temperatura del corte 4. Al igual que los resultados
en la tabla 1, durante los dias del experimento con ASR, las concentraciones promedio de
OD fueron menores en comparacion con las obtenidas con AFC. Este mismo patron se
observa para los valores de mV, donde los promedios en ASR son mas bajos que en AFC.
Cabe destacar que, para el dia 2 de marzo, se registraron valores andémalamente altos de
mV debido a un error técnico durante la toma de datos, por esta razon, dichos datos no

fueron incluidos en la tabla 1.

En cuanto a la temperatura, se observa que el AFC fue, en general, ligeramente
mas fria que el ASR utilizada en el sistema de cultivo de semillas de ostion, con la

excepcion de la réplica GR3 FEB27.

Tabla 4

Valores mdaximos, minimos y la diferencia entre el valor final (Fin.) y el inicial (In.) de
las concentraciones de OD por réplica para el corte 4. Ademas, de la ecuacion del

modelo, R°, TACO en uM y nTACO normalizada por peso en uM g 'min’!,

Fin. In. Dif. Ecuacion del TACO | nTACO

r . 2
Replica | oy | @y | @w) modelo em | @mgy | R
GR1_FEB27 | 330.8 | 397.7 33.1 y =-0.47x+157.80 -0.47 -0.19 0.9945
GR2_FEB27 | 322.5 | 300.1 22.4 y =-0.44x + 149.67 -0.44 -0.18 0.9901
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GR3_FEB27 | 335.5 | 3054 30.1 y =-0.52x + 176.09 -0.52 -0.21 0.995
GRI1_FEB28 | 329.9 | 309.6 20.3 y =-0.66x +219.55 -0.66 -0.27 0.9925
GR2_FEB28 | 327.4 | 316.3 11.1 y =-0.79x +265.28 -0.79 -0.32 0.9977
GR3_FEB28 | 332.8 | 311.6 21.2 y =-0.72x + 238.98 -0.72 -0.29 0.995
GR1_MARI1 | 368.4 | 357.3 11.1 y=-0.71x +269.26 -0.71 -0.29 0.9827
GR2_MARI1 | 369.7 | 356.6 13.1 y=-0.72x + 271.36 -0.72 -0.29 0.9896
GR3 MARI1 | 387.1 | 379.1 8 y=-0.57x +222.73 -0.57 -0.23 0.9945
GR1_MAR2 | 387 | 374.2 12.8 y=-0.79x + 312.66 -0.79 -0.32 0.99

GR2_MAR2 | 3774 | 359.3 18.1 y=-0.51x+195.11 -0.51 -0.21 0.9873
GR3_MAR2 | 4029 | 380 22.9 y =-0.46x + 192.14 -0.46 -0.19 0.9892
PR1_FEB27 | 321.4 | 301.3 20.1 y =-0.45x + 151.01 -0.47 -1.72 0.9875
PR2 _FEB27 | 3349 | 3024 325 y =-0.53x+176.96 -0.53 -2.03 0.9946
PR3_FEB27 | 3254 | 292.2 33.2 y =-0.16x + 62.88 -0.16 -0.61 0.9231
PR1_FEB28 | 317.9 | 303 14.9 y =-0.69x +227.16 -0.69 -2.64 0.9885
PR2_FEB28 | 332.6 | 316.8 15.8 y =-0.88x +293.97 -0.88 -3.37 0.9983
PR3_FEB28 | 331 319.1 11.9 y =-1.21x + 400.51 -1.21 -4.64 0.9868
PR1_MARI | 3825 | 363.7 18.8 y =-0.74x + 285.25 -0.74 -2.84 0.9945
PR2 MARI 376 | 363.7 12.3 y=-0.77x + 296.30 -0.77 -2.95 0.9892
PR3_MARI | 382.1 | 369.4 12.7 y =-0.68x +265.07 -0.68 -2.61 0.9846
PR1_MAR2 | 397 | 3749 22.1 y =-0.55x +222.07 -0.55 -2.11 0.9869
PR2 MAR2 | 388.6 | 369.4 19.2 y =-0.74x + 288.69 -0.74 -2.84 0.9945
PR3 MAR2 | 408 377 31 y =-0.36x + 150.73 -0.36 -1.38 0.9903

*Nota: En la columna grandes empieza con GR y pequefios con PR. El agua ARS son de
los dias FEB27 y FEB28, mientras que el AFC son los dias MAR1 y MAR?2. Los valores
en negritas corresponden a la ecuacion del modelo de su respectiva réplica. En particular,
PR3 FEB27 presenta el valor minimo y PR3 _FEB28 el maximo. Estas réplicas no son
comparables entre si ni con los demas dias, por lo que su interpretacion debe realizarse
con precaucion, ya que reflejan fallos técnicos durante la medicion con el sensor de
oxigeno.
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En la Tabla 3 se observa que las concentraciones iniciales de OD fueron mayores
en los dias del experimento que utilizaron AFC, en comparacion con aquellos en los que
se us6 ASR. Esta diferencia puede atribuirse a la TACO por parte de los organismos
presentes (semillas de ostion y otros microorganismos presentes en el agua de mar) en el
ASR, mientras que, en el caso del AFC, tomada directamente desde una manguera, el
proceso de llenado pudo haber inducido una sobreoxigenacion por burbujeo, elevando asi
las concentraciones iniciales de OD. Respecto a las concentraciones finales de OD, que
representan los valores minimos en las series de tiempo, se observan mayores variaciones
entre réplicas. No obstante, en todos los casos fue evidente una disminucion del OD a lo
largo del tiempo, como resultado del proceso bioldgico de respiracion. Ademas, el
coeficiente de determinacion (R?), indica un buen ajuste de cada modelo de los datos por

réplica, donde todas las TACO de las diferentes réplicas fueron significativas (< 0.05)

dentro de cada conjunto de datos.
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_— = —— =

= -1 ~ -1
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4 4

Grandes Pequeiios Filtrada Recirculada

Figura 15. Diagramas de caja y bigotes de la TACO (uM g'min™!). En A se muestra el

contraste de la TACO entre organismos grandes y pequefios, con el color indicando el tipo
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de agua en los dias de muestreo. Mientras que en B se muestra la comparacion de TACO
entre experimentos realizados con AFC y ASR, donde el color representa el grupo de

organismos (grandes o pequenos).

En la figura 15 se presenta TACO estandarizado por el peso de los organismos. En
el inciso A, se observa que los organismos pequeiios exhiben una mayor TACO,
especialmente bajo condiciones de ASR, donde también se evidencia una mayor
variabilidad. En el inciso B, TACO normalizado por unidad de peso muestra un
comportamiento similar entre los tratamientos con ASR y AFC. En ambas figuras, el color
de los puntos representa el valor de TACO, indicando que los organismos pequeiios
presentaron un valor TACO mayor. Estos resultados sugieren una posible interaccion entre
el tipo de agua y el tamafio de los organismos, siendo los efectos del tratamiento mas
notorios en individuos pequefios. Este patron fue consistente en ambos graficos, lo que
resalta una sensibilidad distintas respecto al tipo de agua utilizada.
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Figura 16. Diagramas de densidad de la TACO normalizado por peso (uM g'min™). En

A se muestra la comparacion de la TACO entre organismos grandes y pequefios. Y en B,
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el contraste de la TACO entre tratamientos con AFC y ASR. La linea punteada representa

la media considerando todos los datos de TACO.

La Figura 16 complementa el analisis presentado en la Figura 15, mostrando las
curvas de densidad de la TACO. En el panel A se observa que los organismos del grupo
pequefios presentan una distribucion mas amplia y asimétrica hacia valores negativos, lo
que refleja una mayor variabilidad y valores mas elevados de TACO. En contraste, el
grupo grandes exhibe una distribucion més estrecha y bimodal, con valores concentrados
en torno a cero, lo que sugiere una menor actividad metabolica. El reducido solapamiento
entre ambas curvas evidencia diferencias marcadas en la TACO de acuerdo con el tamafio
de los organismos. Ademas, en la prueba t-Student para el andlisis de los todos los datos
TACO con el factor de grupo, se obtuvo que las medias de los dos grupos, grandes y

pequefios son diferentes significativamente, con un estadistico t 11=3.624, p < 0.05.

En el panel B, la curva de densidad del tratamiento con ASR estd desplazada hacia
valores mas negativos, con una distribucion amplia, lo que sugiere una mayor TACO y
una mayor dispersion de los datos. Por el contrario, la distribucion del tratamiento con
AFC es mas simétrica y presenta una mayor concentracion de valores en torno a la media.
Aunque existe cierto sobrelapamiento entre ambas curvas, la diferencia en la forma y el
desplazamiento de las curvas sugiere un efecto del tipo de agua sobre la TACO. En ambos
paneles, la linea punteada vertical representa la media global de TACO, que se situa en
torno a -0.2 pM g!'. Ademds, con respecto al analisis de contraste de medias de los datos

TACO con el factor tipo de agua, los resultados sugieren que no existen diferencias
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estadisticamente significativas entre los datos de TACO correspondiente al AFC y ASR,

con U=74.5yp=0.907, siendo > 0.05.

Tasa de Calcificacion

Las tasas de calcificacion de las semillas de ostion se determinaron bajo dos
condiciones de agua: ASR y AFC. En ASR, los datos mostraron una alta variabilidad y
falta de repetibilidad entre réplicas, lo que impidid obtener estimaciones confiables; por
ello, no fueron considerados en el analisis ni en la discusion. En cambio, con la condicion
de AFC se obtuvieron resultados consistentes que permitieron el célculo de las tasas de
calcificacion. Conforme a la ecuacion 4, la tasa promedio de calcificacion en el grupo de
grandes fue de 1.35 + 0.68 umol CaCOs g™! min™', mientras que en el grupo de pequefios

alcanz6 16.07 = 10.56 pmol CaCOs g' min™".

Sin embargo, a pesar de las tasas de calcificacion estimadas mediante la ecuacion
4, se observo que el peso himedo (PH) y las variaciones en la alcalinidad total (AAT,
Anexo 6) ejercieron una influencia determinante en los resultados. En este contexto, las
diferencias de AT estuvieron cercanos al umbral de error reportado para el método de
titulacion potenciométrica (+ 3 pmol kg™'). En consecuencia, dado que AAT constituye un
indicador directo de la calcificacion, se infiere que no existio una sefial clara que

respaldara la deteccion de una tasa de calcificacion.
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Contraste de CID con pH
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Figura 17. Analisis de la relacion entre CID y pH del corte 4 de las réplicas. Se muestra

los resultados de las réplicas A) GR3 _FEB28 en ASR y B) GR2 MARI1 en AFC.

En la figura 17, podemos observar como el CID y el pH tienen un comportamiento
inverso esperado durante las incubaciones, es decir, a medida que el CID sube el pH
disminuye. El CID para cada réplica se obtuvo usando el CO>SYS y las variables de AT
interpolada y el pH. En el inciso A que representa una réplica en ASR, se observa que
tiene valores de CID maés bajos que en el inciso B, que corresponde a una réplica en el
AFC. Este comportamiento también se observa en el pH entre ASR y AFC. La relacion
encontrada entre CID y pH indica que con el aumento de 1 pmol kg en CID, el pH

disminuye en 0.0018 + 0.0010 unidades de pH (R? = 0.99).
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8 DISCUSION

8.1. Funcionamiento del equipo como prototipo

Estabilidad

La temperatura es un factor abiotico clave en la regulacion del metabolismo de los
organismos acuaticos, pues controla la velocidad de las reacciones bioquimicas y, en
consecuencia, la tasa metabolica (Portner, 2010). En general, temperaturas mas altas
aceleran los procesos metabdlicos, mientras que temperaturas mas bajas los ralentizan,
reduciendo el consumo de oxigeno y la produccion de energia (Liu et al., 2023). Por ello,
el control de la temperatura en experimentos de evaluacion metabolica resulta esencial
para mantener condiciones fisiologicas adecuadas y asegurar la precision de las

mediciones de oxigeno disuelto (OD) y pH.

En este estudio, la estabilidad del sistema fue evaluada mediante el analisis de las
mediciones registradas durante las incubaciones realizadas a lo largo de los distintos dias
del experimento, bajo condiciones controladas de temperatura. En todas las incubaciones,
la temperatura se mantuvo dentro de un rango relativamente estable, entre 21 °C y 26 °C,
con un promedio de 25 °C y una desviacion estandar de +1.25 °C (anexos 2 y 3¢). Estas
condiciones térmicas constantes fueron fundamentales tanto para asegurar un entorno
fisiologicamente adecuado para los organismos (similar a donde se desarrollan) como para
garantizar una repetibilidad en las mediciones de OD y pH. Esto debido a que ambas
variables son influenciadas por la temperatura, y cambios abruptos de esta introducen un

factor adicional en sus mediciones, como se menciono en el parrafo anterior.
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El oxigeno disuelto (OD) es un factor clave para la supervivencia y el metabolismo
de los organismos acuaticos, ya que es esencial para los procesos respiratorios y la
produccion de energia a nivel celular (Larance et al., 2025). Niveles adecuados de OD
permiten mantener tasas metabodlicas Optimas, mientras que concentraciones reducidas
pueden limitar la actividad metabolica y afectar el crecimiento y la fisiologia de los
organismos (Portner, 2010; Larance et al., 2025). Las concentraciones de OD en el agua
pueden variar debido a factores fisicos y bioldgicos, como la temperatura, la salinidad, la
mezcla del agua, la presencia de organismos fotosintéticos y la formacion de burbujas
durante el manejo experimental. En este estudio, los valores de oxigeno disuelto (OD)
también mostraron una buena estabilidad y repetibilidad (precision), al evaluar su
concentracion al inicio de cada incubacion (Prochaska y Rudnick, 2024). En la condicion
de ASR, los valores iniciales promediaron 336 + 4.12 uM, mientras que en AFC fueron
ligeramente mas variables, con un promedio de 389 + 10.85 uM (figuras 8 y 9). La mayor
estabilidad observada en el ASR podria deberse a la constancia en su manejo dentro del
sistema cerrado. En contraste, el llenado de la cdmara con AFC podria haber inducido
variaciones iniciales debido a la formacion de burbujas no controladas, lo que explicaria

la mayor variabilidad observada en las concentraciones iniciales de OD.

El pH del agua es un indicador clave de la quimica del carbono y de la actividad
metabolica de los organismos acudticos, ya que la respiracion y la produccion de CO:
pueden alterar la acidez del medio (Dickson et al., 2007; Reuter et al., 2019). En estudios
experimentales, el pH suele medirse indirectamente mediante electrodos que registran el

potencial en milivoltios (mV) y luego se convierte a unidades de pH usando métodos
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estandarizados, como el propuesto por Dickson (2007), asegurando precision y

comparabilidad en sistemas marinos.

En cuanto al pH, medido a través del potencial en milivoltios (mV), se observé un
comportamiento estable a lo largo de cada incubacion (figuras 13 y 14), aunque con ligeras
variaciones entre tratamientos. En ASR, el pH oscil6 entre 7.77 y 7.90, mientras que en
AFC los valores se mantuvieron entre 8.00 y 8.10, acercandose mas al pH tipico del agua
de mar (=8.2). Esta diferencia podria atribuirse a la naturaleza del ASR, donde se
mantienen las semillas de ostion y, posiblemente, otros microorganismos que contribuyen
ala TACOy ala produccion de CO2, lo que a su vez disminuye el pH. Por el contrario, el
uso de AFC redujo significativamente la potencial carga bioldgica y microbiana,
favoreciendo una mayor estabilidad en las condiciones quimicas del sistema, por ende,

estimaciones mas precisas de las tasas metabolicas de las semillas se ostion.

En conjunto, estos resultados sugieren que la cdmara de respirometria mantiene
condiciones fisico-quimicas relativamente estables durante las incubaciones, lo que
respalda su funcionalidad para evaluar procesos metabolicos en organismos

calcificadores.

Ruido

El ruido instrumental fue evaluado mediante el andlisis de las fluctuaciones
puntuales de OD, pH y temperatura con respecto a su media moévil, lo que permitié aislar
variaciones distintas a los procesos bioldgicos, y relacionados a la sensibilidad propia de
los sensores. Estas fluctuaciones se mantuvieron dentro de rangos estrechos y con

desviaciones estandar bajas de + 0.0401 uM para OD, + 0.0144 unidades para pH y +
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0.0022 °C para temperatura. Estos valores indican un nivel bajo de ruido aleatorio, sin
patrones sistematicos en las variaciones, lo que confirma la estabilidad y precision del
sistema de medicion del prototipo de camara de respirometria propuesto en este estudio.
Este bajo nivel de ruido instrumental es clave para garantizar la sensibilidad necesaria en
la cuantificacion de procesos metabdlicos, asegurando que las variaciones observadas en
las sefales reflejen cambios bioldgicos reales, y no efectos asociados al sistema de

deteccion.

Con respecto a la precision del electrodo de pH de vidrio de combinacion, el
fabricante Metrohm, indica que es de +0.01 unidades de pH (Metrohm AG, s.f)). En
nuestro estudio, se obtuvo una desviacion estandar de los valores de pH + 0.01 y una
desviacion estandar del ruido de +£0.0144 unidades de pH, lo cual indica que es igual al
valor especificado por el fabricante. Esta concordancia respalda la fiabilidad de los datos
obtenidos. Es importante sefialar que para el calculo de la precision no se incluyeron los
datos correspondientes al 2 de marzo de 2025, debido a un error técnico reportado ese dia
(ver Tabla 1). Del conjunto de datos analizados, Unicamente la réplica PR1_FEB28

presentd un error andémalamente alto, de +0.44 unidades de pH.

Respecto a la precision del sensor Optico de oxigeno Aanderaa Optode, USA, el
fabricante reporta una precision nominal de =8 uM bajo condiciones de calibracion
estandar (Metrohm AG, s.f.). En nuestro estudio, aunque la desviacion estandar de los
datos de OD vario6 entre réplicas, el valor promedio fue de +£5.40 uM, mientras que la
desviacion estandar del ruido fue notablemente baja, con +0.0401 uM. Los resultados

presentados en la tabla 2, que incluyen la media y desviacion estandar de OD,
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evidenciando una excelente estabilidad y precision en las mediciones realizadas. Estos
hallazgos sugieren que, bajo las condiciones controladas de nuestra camara de
respirometria y gracias a una calibracion y manipulacion cuidadosas del sensor, es posible
alcanzar un desempefio que en algunas réplicas supera el umbral de precision declarado
por el fabricante. Ademas, estos valores respaldan la fiabilidad de los datos utilizados para

estimar los flujos metabolicos en las réplicas experimentales.

El sensor de temperatura PT-1000 (Atlas Scientific, USA) tiene una precision
nominal de +0.05 °C, segtin lo reportado por el fabricante. En nuestro estudio, como se
muestra en la Tabla 2, el promedio de la desviacion estandar de temperatura entre réplicas
fue de £0.27 °C, superando la especificacion nominal. Sin embargo, la desviacion estandar
del ruido fue considerablemente baja, con un valor de +£0.0022 °C, lo que indica una alta
estabilidad en las mediciones a corto plazo. Esta diferencia sugiere que las variaciones
observadas se deben principalmente a condiciones experimentales y no a imprecisiones
del sensor, lo cual respalda la fiabilidad de los datos térmicos utilizados en el analisis
metabodlico. Por lo que, en esta parte se recomienda tener un mayor control de la
temperatura en cada incubacion (por ejemplo, uso de camaras con fijacion de

temperatura), aunque en nuestro estudio las temperaturas si fueron estables.

Replicabilidad

La replicabilidad de las mediciones es un aspecto fundamental para validar la
confiabilidad de los resultados obtenidos en estudios experimentales, especialmente en la
evaluacion de la actividad metabdlica, donde pequefias variaciones en variables

fisiolégicas pueden reflejar diferencias biologicas relevantes. Realizar maultiples
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mediciones permite no solo estimar la variabilidad natural de los organismos, sino también
identificar posibles errores instrumentales o artefactos experimentales, aumentando la

precision y la robustez de los resultados (Skoog et al., 2017).

En este trabajo, se evaluo a partir de la consistencia entre réplicas en las variables
oxigeno disuelto (OD), temperatura y pH, bajo condiciones controladas en la camara de
respirometria. Como se muestra en la tabla 2, las desviaciones estandar promedio por
variable fueron de £5.40 uM para OD, +0.27 °C para temperatura y +£0.01 unidades para
pH. A pesar de estas ligeras variaciones entre réplicas, los valores se mantuvieron dentro
de rangos aceptables para este tipo de ensayos. Sin embargo, no todas las réplicas dieron
datos confiables, como es el caso de todas las réplicas del dia 2 de marzo y de la réplica

PR1 FEB28 en valores de pH.

Adicionalmente, la evaluacion del ruido calculado como la desviacion estandar de
la diferencia entre los datos originales y la serie de tiempo suavizada, mostrd valores
notablemente bajos, £0.0401 uM para OD, £0.0022 °C para temperatura y £0.01 unidades
de pH. Estos resultados reflejan una alta estabilidad en las mediciones a corto plazo y
sugieren que las variaciones entre réplicas se deben mayoritariamente a diferencias

bioldgicas o experimentales, y no a errores instrumentales.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que el sistema experimental, los sensores
utilizados y el protocolo de recoleccion de datos permiten una alta replicabilidad. Esto
respalda la solidez de los resultados y garantiza que las estimaciones de los flujos
metabolicos se basen en datos confiables y reproducibles. No obstante, es importante

considerar que siempre existe la posibilidad de errores técnicos o limitaciones en el disefio
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experimental. En este estudio, por ejemplo, las réplicas realizadas en AFC presentaron
sefales mas estables y limpias, lo que sugiere que esta condicion experimental favorece

una mayor replicabilidad de las mediciones.

8.2. Diseiio: Comparando con Otras Camaras de Respirometria

Actualmente, existen diversos disefios de cadmaras de respirometria, y aunque
reciben distintos nombres, comparten el mismo objetivo: medir las tasas metabolicas de
los organismos. Estas cdmaras suelen ser construidas de acuerdo con el tipo de comunidad
de estudio, lo que limita la posibilidad de comparar funciones ecosistémicas entre distintos

habitats bentonicos.

El objetivo de este estudio fue disefiar una cdmara de respirometria sumergible
para medir las tasas de respiracion y calcificacion en organismos calcificadores. Uno de
los primeros disefios registrados data de 2003, una cdmara de incubacidn bentonica portatil
de gran tamafio, denominada SHARQ, que permitio el monitoreo durante 24 h de una
comunidad bentonica. En esa propuesta se midieron parametros como pH, OD, salinidad

y temperatura (Yates y Halley, 2003).

Otro disefo portatil, denominado CISME, fue desarrollado por Dellisanti et al.
(2020) con el fin de medir tasas de respiracion, fotosintesis neta y calcificacion en sistemas
arrecifales. Este disefio guarda similitudes con el del presente estudio, ya que incluye una
bomba para regular el flujo de agua, un sensor Optico fluorescente con fibra Optica para
medir OD (PreSens Precision Sensing GmbH), el sensor de pH Durafet (Honeywell Inc.)

y un sensor de temperatura. Sin embargo, a diferencia del disefio aqui presentado, CISME
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incorpora iluminacion LED para medir fotosintesis bruta en cada muestreo, con tiempos

de incubacién de 5 min para OD y 10 min para fotosintesis.

Un disefio similar fue propuesto por Murphy et al. (2012), también bajo el nombre
de CISME, orientado a medir de forma no destructiva la respiracion y fotosintesis en
corales. Este sistema aislaba un volumen de agua bien mezclado para evaluar los cambios
en pH y oxigeno disuelto en un tiempo practico. Ademas, incluia control de iluminacioén
para generar curvas de fotosintesis-irradiancia. El sistema estaba compuesto por dos
carcasas conectadas: una carcasa electronica que contenia el procesador, memoria,
pantalla, teclado, bateria y componentes de control; y un cabezal de flujo con sensores de

oxigeno, pH, temperatura, bomba y sistema de iluminacion LED.

Camp et al. (2015) también propusieron un disefio para evaluar las tasas de
fotosintesis, respiracion y calcificacion. A diferencia de Dellisanti, las mediciones se
realizaron mediante el andlisis de muestras iniciales y finales recolectadas en botellas de
borosilicato de 250 mL tras cada incubacion, las cuales se analizaron posteriormente en el
laboratorio. Este sistema consistia en una bolsa de uso médico (similar al usado para

contener orina) la cual era transparente, impermeable a gases y de 3 L de capacidad.

Mallon et al. (2022) propusieron un disefio de bajo costo, ensamblado sin equipo
especializado, facilmente replicable y, adaptable a distintos sustratos. Su diseno, al igual
que el de Camp et al. (2015), utilizé una bolsa flexible de polietileno con una valvula de
muestreo instalada, que se fijaba al organismo mediante una brida. Se evaluaron

pardmetros como OD, pH, temperatura y salinidad mediante un sensor multiparamétrico
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portatil no sumergible (ProDSS con sensores ODO y pH EXO; YSI, EE. UU.), conectado

a un kayak que permitia analizar las muestras en menos de un minuto tras la extraccion.

Uno de los disefios mas similares al del presente estudio fue propuesto en Roth et
al., 2019. Esta camara bentonica, también fabricada en acrilico transparente, incluia una
tapa hermética removible con sensores de oxigeno disuelto y temperatura, una bomba para
recirculacion y una valvula unidireccional. Sin embargo, este disefio se sellaba
directamente sobre el sustrato donde se encontraba el organismo, mientras que en el
presente estudio se propone introducir a los organismos dentro de la cdmara y luego
sellarla herméticamente. También se tomaron muestras para el analisis de variables
biologicas y quimicas como carbono organico disuelto (COD), nutrientes inorgénicos,
carbono inorganico disuelto (CID), alcalinidad total (AT) y contenido bacteriano y/o viral

(Roth et al., 2019).

Al igual que otros estudios (Camp et al., 2015), este trabajo reconoce una
limitacidn frecuente en las cadmaras cerradas: la formacion de una capa limite que puede
llegar a alterar la sefial de cambios en la quimica respecto al agua circundante. Sin
embargo, se ha comprobado que la inclusién de un sistema de reflujo (recirculacion)
mejora significativamente la calidad de los datos obtenidos, aunque afiade cierta

complejidad al disefo.

La principal innovacion del disefio propuesto en este estudio radica en su
construccion con acrilico, un material resistente, economico y de facil adquisicion, ya que
todos los materiales estan accesibles en linea. Por ejemplo, el disefio de Camp et al. (2015)

y Mallon et al. (2022) tenian un costo aproximado de 20 USD por unidad y puede recopilar
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datos confiables y repetibles sobre el metabolismo benténico. También, Roth et al. (2019)
proponen que su disefio de camara de respirometria tiene un bajo costo. En cambio,
disefios como el de Yates y Halley (2003), Roth et al. (2019) y Kononets et al. (2021) son
disefios mas complejos y costosos, aunque mas precisos. En estos estudios se emplearon
diferentes enfoques para evaluar procesos metabodlicos y biogeoquimicos en ambientes
marinos. Yates y Halley (2003) y Roth et al. (2019) midieron oxigeno disuelto (OD),
carbono inorgénico disuelto (CID) y alcalinidad total (AT), lo que permiti6 estimar la
produccion primaria, la respiracion comunitaria y la calcificacion neta. Por su parte,
Kononets et al. (2021) ampliaron esta evaluacion al incluir ademas nutrientes, metales y
gases traza, lo que ofrecio una vision mas integral de los flujos en la interfase sedimento-

agua.

Lo méas novedoso del presente disefio, es la inclusion de un mecanismo de
recirculacion que asegura una adecuada mezcla del agua en el interior de la camara, asi
como la integracién de mediciones potenciométricas de pH y oxigeno, este tiltimo con un
sensor que tiene una buena respuesta y es ampliamente usado en oceanografia (Bittig et
al., 2018). Este sistema permite medir las tasas metabolicas de manera no invasiva. En el
caso de bivalvos, solo es necesario introducirlos en la cdmara durante un periodo

controlado y luego se regresan a su medio.

8.3. Factores experimentales que influyen en el metabolismo

En este estudio, el metabolismo se evalué en dos condiciones de agua: (1) ASR,
donde las semillas de ostion se encontraban en cultivo y desarrollo, y (2) AFC, utilizada

como control para contar con un medio limpio y con carga bioloégica minima, con el
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proposito de evaluar el metabolismo de las semillas de ostion, sin la influencia de otros
microorganismos. La condicion en ASR, con una carga bioldgica considerable, tuvo
concentraciones promedio de OD iniciales corregidas con el offset estuvieron entre ~274
uM, valor que disminuy6 a ~244 uM y una diferencia de ~ 30 uM. En cambio, las
concentraciones iniciales promedio de OD corregidas con el offset, en AFC fueron ~327
uM, disminuyendo a ~305 uM y con una diferencia de ~ 20 uM). Las diferencias de
concentraciones (iniciales y finales de OD) ocurrieron en un periodo de 15 min, en un
grupo de organismos (grandes y pequenios con 15 organismos en cada incubacion) y en

una camara de aproximadamente 820 mL.

Los resultados sugieren que los ostiones se desarrollaban en un ambiente complejo
dentro del ASR, caracterizado por una alta carga biologica que influia de manera
significativa en los procesos biogeoquimicos. En este medio, la actividad microbiana y la
presencia de particulas orgénicas promovieron la respiracion heterotrofica, la
mineralizacién de materia organica y la produccion de CO2, procesos que incrementaron
el consumo de oxigeno disuelto, redujeron el pH y generaron mayor variabilidad quimica
en el AFC. Estas condiciones, junto con la competencia directa entre microorganismos y
las semillas de ostion por el oxigeno, explican la turbidez y la inestabilidad observadas en
las mediciones de la TACO. En contraste, el AFC present6 una menor carga microbiana
y de particulas en suspension, lo que permitié condiciones mas estables de oxigeno y pH,
favoreciendo estimaciones mas representativas de la actividad metabdlica de los ostiones.
De este modo, las variaciones biogeoquimicas en este estudio se atribuyen principalmente

al tipo de agua empleada, mientras que otros trabajos, como el de Comeau et al. (2022),
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han asociado estas diferencias a factores poblacionales y geograficos. En conjunto, estos
hallazgos resaltan la importancia de considerar la condicion inicial y el entorno
biogeoquimico del agua en los experimentos de respirometria, dado que pueden influir de

manera decisiva en la interpretacion de los indicadores metabdlicos.

Ademas, existen varios trabajos donde toman en cuenta otros factores que influyen
en el metabolismo. Por ejemplo, en el estudio realizado por Comeau et al. (2022), se
observo que la longitud de la concha del ostion no tuvo un efecto significativo sobre las
tasas metabolicas. Sin embargo, si se identifico como factor importante la procedencia
poblacional, tanto en la tasa metabolica méxima como en la tasa metabodlica estandar,
debido a que las poblaciones estan adaptadas a diferentes condiciones ambientales, lo que
influye en su desempetio fisioldgico. Un segundo ejemplo, es el de Carey y Sigwart (2014)
mostrando los factores abidticos como la temperatura y el pH afectan las tasas
metabolicas, como la tasa de consumo de oxigeno, y que este efecto varia seglin el tamafio
corporal de los organismos. De manera consistente, en nuestro estudio se observd que
dichos factores también impactaron la actividad metabolica, evidenciando tanto cambios
en el tipo de agua, como en el peso corporal de las semillas de ostion. Los resultados en
este estudio indicaron que los organismos mas pequefios presentaron una TACO promedio
de ~-2.48 uM OD g'!, mayor que los organismos mas grandes, lo cual respalda la idea de

que el tamafo corporal es un factor determinante para el metabolismo.

En este estudio, las concentraciones iniciales promedio de CID fueron 1969
umol kg™ y concentraciones finales promedio de 1987 umol kg™ (media de 18 pmol kg,

Fig. 19 y anexo 5). Estos datos confirman que los cambios en CID durante periodos cortos
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son comunes y pueden alterar significativamente la interpretacion de las tasas de
respiracion si no se consideran. Asimismo, cuando el CID aumenta sus concentraciones
el pH disminuye, es decir, presentan tendencias inversas. En efecto, en este estudio la
variacion promedio de pH fue de 7.970 unidades en AFC y 7.693 unidades en ASR. Estos
resultados evidencian que la actividad metabdlica de los organismos altera directamente
la quimica del agua de mar, y que la variacion conjunta de CID y pH constituye un
indicador confiable para inferir procesos metabdlicos (por ejemplo, respiracion y
fotosintesis) y evaluar como los cambios quimicos pueden influir en otras tasas

metabolicas, como la calcificacion.

Por otra parte, encontramos que la variacién inicial promedio de AT fue de 2113
umol kg! y una variacién final promedio de 2113 pumol kg!, es decir que la AT se
mantuvo constante durante todo el experimento, sefialando que no hay calcificacion
(anexo 5). Esta ausencia de cambios podria deberse a que el tiempo de incubacion fue
demasiado corto, al bajo nimero de semillas por incubacion o incluso al tamafio de los
organismos, lo que limitd la posibilidad de observar procesos de calcificacion. No
obstante, estos resultados respaldan la fiabilidad de nuestras mediciones y destacan la
importancia de considerar incluso pequefias variaciones de AT en incubaciones cerradas
para interpretar correctamente la calcificacion y su interaccidn con el sistema de
carbonato. Cabe sefalar que, aunque en la literatura existen multiples disefios de cdmaras
de respirometria, hasta ahora no se habia desarrollado un prototipo especifico para medir
tasas metabolicas en ostiones, por lo que este estudio también cumple el propdsito de

proponer y validar un prototipo de camara adaptada a estos organismos.
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Adicionalmente, las concentraciones iniciales de las especies del sistema carbonato
(CaCOs, HCOs™ y CO2) fueron similares dentro de cada tipo de agua, aunque generalmente
mas altas en agua filtrada, excepto para el CO2, que presentd valores mayores en agua
recirculada. Este patron se mantuvo en las mediciones finales de cada incubacion. Las
diferencias entre las concentraciones finales e iniciales fueron, en general, mas
pronunciadas en ASR que en AFC. En cuanto al indice de saturacion de aragonita (Q.r),
los valores iniciales y finales fueron mas altos en agua filtrada, pero las variaciones (final—

inicial) resultaron superiores en agua recirculada.

Estos resultados sugieren que, en agua recirculada, los procesos biologicos
vinculados al metabolismo y al sistema carbonato son mas intensos, posiblemente por la
presencia de microorganismos adicionales a las semillas de ostion que participan
activamente en la respiracion y otros procesos biogeoquimicos. Por ejemplo, en la
literatura se mencionan, bacterias (Vibrio parahaemolyticus 'y Vibrio vulnificus;
Audemard et al., 2022), fitoplancton (diatomeas, cianobacterias y dinoflagelados;
Valenzuela-Sanchez et al., 2021) y protozoos heterotrofos (ciliados; Montani¢ et al., 2024)
que pueden influir en la quimica del agua. Su actividad metabolica consume oxigeno y
altera pardmetros como el pH, generando condiciones de anoxia o fluctuaciones en
oxigeno disuelto. Estos procesos destacan la importancia de considerar la presencia de
organismos adicionales al cultivo de ostiones y su influencia en la quimica del agua y por
ende en la actividad metabolica. Esto se refleja se refleja en este estudio, donde se observo
el consumo de oxigeno, menores valores de pH y en la mayor acumulacion de CO-, que

se refleja en el aumento de CID. Ademas, es coherente con reportes previos que sefialan
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un descenso simultdneo del pH y de la Q,; como respuesta al aumento del CO: en sistemas

cerrados para evaluar metabolismo (Quigley et al., 2023).

8.4. Caso de estudio: otros estudios de larvas de ostion

La concha de los moluscos adultos estd compuesta de aragonita y calcita, mientras
que las conchas de los estadios larvarios contienen aragonita (Frieder et al., 2017). Durante
un estudio de fertilizacion, se ha observado que las chonchas de Crassostrea gigas
acumulan mds de seis veces su masa organica como masa de la concha en los primeros
dos dias, principalmente en forma de aragonita (Frieder et al., 2017). En ese mismo
estudio, midieron la tasa de calcificacion y disolucion en larvas de ostion y encontraron
que la tasa de calcificacion en larvas de Crassostrea gigas varia entre 1 y 5 umol CaCOs
larva™ h™' y que esta depende de las condiciones experimentales, como el pH y la

temperatura.

Shaw et al. (2016) también reportd que las tasas de calcificacion en C. gigas oscilan
entre 1 y 4 umol CaCO:s larva™ h™!, aunque esta tasa depende de factores ambientales
como la temperatura y el pH. En nuestro estudio encontramos que en las condiciones
iniciales el valor maximo de AT fue de 2215 pmol kg™ y el minimo de 1982 pmol kg™
En cambio, en las condiciones finales la AT méxima encontrada fue de 2220 pmol kg™ y
la minima de 1979 pmol kg™! (anexo 5). La diferencia promedio de AT entre la condiciones
finales e iniciales fue de 0 umol kg™!, es decir que la AT se mantuvo constante en todas
las de réplicas del experimento, sefialando que no hay sefales medibles del proceso de

calcificacion (anexo 6).
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En este estudio, la tasa de calcificacion solo se consideré como valida para los
datos obtenidos en AFC, donde la tendencia de los datos fue mas clara, debido a una menor
carga microbiana y menor presencia de particulas organicas en suspension, lo que permitio
mantener condiciones quimicas mas estables durante las incubaciones. La tasa de
calcificacion para los organismos pequeios fue de 16.07 pmol CaCOs g' min™ y en
grandes fue de 0.81 pmol CaCOs g™' min’, indicando disolucién de CaCOs3 (ver valores

de diferencia, condiciones iniciales, finales y Qar en anexo 5y 6).

Con respecto a la tasa de respiracion (TACO), Frieder et al. (2017) estudiaron la
demanda bioldgica de larvas con condiciones experimentales similares a este estudio, esto
es el control del nimero de organismos (normalizacion), con el agua de mar filtrada,
temperatura constante y saturada de oxigeno. Existen varios estudios en la literatura que
se describiran a continuacion y que contribuyen a entender la actividad metabolica en los
ostiones. Diversos estudios en la literatura citados a continuacién, contribuyen a
comprender la actividad metabdlica en los ostiones; nuestros resultados muestran valores
similares en tendencia a los reportados. Sin embargo, no pueden considerarse directamente
equivalentes debido a diferencias en las condiciones de agua, ubicacion geografica, etapa
de vida de los ostiones o métodos de medicion. Un primer ejemplo, es el estudio Frieder
et al. (2017) reportan que las tasas de respiracion en larvas de Crassostrea gigas fue de
entre -0.5 y -1.5 pmol O: larva™ hora™!. Estas tasas reflejan la actividad metabolica durante
las primeras etapas de desarrollo larvario y varian segun las condiciones experimentales
empleadas. Shaw et al. (2016) también estudiaron larvas de Crassostrea gigas y reportaron

que las tasas de respiracion varian entre -0.4 y -1.2 umol Oz larva™ h™'. En este estudio se
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encontrd que la tasa de respiracion para los organismos grandes fue de -0.25 = 0.05 uM
0, g’ min! y para los pequefios fue de -2.48 £ 1.03 pM Oz g'! min™!. Comeau et al. (2010)
evaluaron juveniles de Crassostrea virginica y reportaron tasas metabolicas estandar
(SMR) que oscilaron entre -0.1 y -0.5 umol O g™! masa seca h™!, influenciadas por la
temperatura y la alimentacion. Por su parte, Chen et al. (2022) estudiaron juveniles de C.
gigas durante el proceso de despurga y observaron una disminucion en la tasa de
respiracion bajo condiciones de estrés por salinidad, con valores que descendieron de
aproximadamente -0.8 a -0.5 pmol Oz g '-h™'. Estos resultados reflejan como factores
ambientales pueden modular significativamente el metabolismo en etapas juveniles de

ostion.

Estudios como los de Mallon et al. (2022), que analizaron las tasas metabolicas en
semillas y adultos de Crassostrea virginica, y Comeau et al. (2022), que evaluaron la tasa
metabdlica estindar y méxima en semillas provenientes de poblaciones silvestres y de
sistemas de acuicultura, no reportaron valores especificos. Sin embargo, ambos estudios
observaron diferencias significativas entre grupos y destacaron que las tasas metabdlicas
estan influenciadas por factores como la especie, el tamafio y las condiciones ambientales.
Lo anterior apoya la idea de una alta plasticidad fisioldgica que tienen los ostiones frente
a cambios en su entorno, especialmente con respecto a los procesos biogeoquimicos

presentes.
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1.

9 CONCLUSIONES

El prototipo de camara de incubacion disenado demostro ser confiable para la
medicion de indicadores del metabolismo en organismos calcificadores, al permitir
el monitoreo preciso de variables clave como temperatura, pH y oxigeno disuelto
bajo condiciones experimentales controladas. Ademads, permite la estimacion
exacta de las tasas de calcificacion y respiracion, facilitando el estudio detallado
de los procesos metabodlicos en estos organismos calcificadores.

Los resultados obtenidos con la camara de incubacion disefiada permitieron
cuantificar de manera confiable indicadores metabdlicos del ostion japonés
(Crassostrea gigas), como el consumo de oxigeno (TACO), los gradientes en el
sistema de carbonatos, los cambios en el pH y la tasa de calcificacion. Estos
hallazgos apoyan a la premisa de que la camara es una herramienta confiable y
adecuada para el estudio experimental del metabolismo en organismos

calcificadores y comprender mejor las respuestas metabodlicas de estas especies.

10 RECOMENDACIONES

Al poner en funcionamiento la camara de incubacion, es fundamental garantizar
una manipulacién cuidadosa de los sensores, especialmente los de pH y oxigeno.
En este estudio se detectaron fallos técnicos asociados a la instalacion o manejo,
lo cual puede comprometer la fiabilidad de los datos. Por tanto, se recomienda
extremar precauciones durante su manipulacién y considerar esta limitacion al

momento de interpretar los resultados.
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2. En el disefio experimental, la seleccion de los organismos debe realizarse
considerando las dimensiones internas de la cdmara de incubacién, de modo que
su tamafo y densidad permitan obtener mediciones representativas de las tasas
metabolicas. Asimismo, el tiempo de incubacioén debe definirse en funcion de las
caracteristicas del microorganismo y de la capacidad de la camara.
Adicionalmente, la eleccion del medio de incubacidon debe contemplar los factores
biogeoquimicos asociados, como la presencia de otros microorganismos, la
disponibilidad de nutrientes y la dindmica del oxigeno disuelto, ya que estos
influyen de manera significativa tanto en la estimacion de las tasas metabolicas
como en la reproducibilidad de los resultados.

3. En los casos en que la incubacion se realice en el ambiente natural y la camara
deba ser sumergida, se recomienda optimizar la permeabilidad del disefio o
prototipo utilizado. Para ello, se sugiere la inyeccidon de un tinte trazador previo a
la incubacién, con el fin de verificar de manera practica la permeabilidad y
garantizar condiciones mas representativas para la estimacion de las tasas
metabolicas.

4. En el disefio experimental se recomienda incluir un ntimero suficiente de réplicas
y pseudo-réplicas, de acuerdo a la especie y muestra (n), de manera que los datos
obtenidos permitan calcular de forma robusta las tasas de metabolismo. Contar con
un numero adecuado de réplicas incrementa la capacidad de descartar aquellas que
presenten valores atipicos o, errores experimentales asegurando asi una mayor
confiabilidad de los resultados. En el caso del estudio del metabolismo de semillas

de ostion, se recomienda determinar el nimero de réplicas y pseudo-réplicas en

101



funcion del tamano de la poblacion total. Asimismo, es posible estimar el nimero
adecuado de muestras a partir de la media y la desviacion estandar de dicha
poblacion. Cabe destacar que el objetivo principal de este estudio fue el disefio y
validacion de una camara de respirometria, mas que el analisis bioldgico de los
ostiones; por ello, se sugiere consultar literatura especializada para definir con

mayor precision el nimero de réplicas en futuros trabajos.
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12 ANEXOS

Anexo 1. Series de tiempo de pH correspondientes a las réplicas en blanco obtenidas el

27 de febrero en agua recirculada y el 1 de marzo en agua filtrada.
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Anexo 2. Serie de tiempo de temperatura de los grupos grandes y pequefios en agua del

sistema de recirculacion (27 y 28 de febrero).
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Anexo 3. Serie de tiempo de temperatura de los grupos grandes y pequefios en agua

filtrada (1 y 2 de marzo).

- m% ¢ GRLMARI
. —s— GR2_MARI
P g—
PR1_MARI

—s—PR2 MARI
—8—PR3 MARI

——GRI_MAR2
—8—GR2_MAR2

26

25

(=}
=

Temperatura (°C )
(%)
b

2 —8- GR3_MAR2
—# PRI MAR2
—s—PR2 MARI

21
0 2 4 6 8 10 12 14 16 —* PR3_MAR2

Tiempo (min)

Anexo 4. Datos originales y media mévil de OD en umol/kg del blanco en agua filtrada

para calcular el ruido instrumental.
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Anexo 5. Tabla de variables del Sistema del carbono usando el software CO2SYS en

condiciones iniciales y finales.
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Anexo 6. Tabla 6 de diferencias de las variables obtenidas en el software CO2SY'S (valor

ial).

micia

final — valor
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