Avances en la ecologia y biologia para la
conservacion de la especie criticamente
amenazada Pinna nobilis (Linnaeus, 1758),

endemismo mediterraneo

Universidad
Catolica de
Valencia

San Vicente Martir

Tesis Doctoral
2021

Sebastia Hernandis Caballero

Dirigida por:
Dr. José Rafael Garcia March
Dr. José Tena Medialdea









“La vida que sucede al margen de las opiniones
que insistimos en dar es maravillosa.”

Manuel Gonzélez Rodriguez (Toteking). “Bunker”.






AGRADECIMIENTOS

El doctorado es un proceso largo, una carrera de resistencia para construir una montafia a base
de pequenios granitos de arena. En este proceso, uno se cruza con infinidad de personas, en
ocasiones en el ambito personal, otras, en el ambito académico y, a veces, en ambos. La tesis
puede tener un Unico firmante, pero no la hace uno solo, y cada una de estas personas
contribuye en mayor o menor medida a que se lleve a término. Pido perdéon de antemano,
pues estoy seguro que quedaran nombres sin reflejar en las siguientes lineas que merecen
estarlo, pues su ayuda, incluso con el menor de los granitos de arena, ha resultado

fundamental para terminar esta gran montafia y que no se derrumbara por el camino.

Me gustaria empezar agradeciendo a mis directores, José Rafael Garcia March y José Tena
Medialdea. Ambos confiaron en mi hace mas de 5 afios, ofreciendo un contrato de trabajo a
un chico recién graduado. Ese contrato significd poder hacer un master dos afios después, hoy
significa poder acabar mi tesis y, todo lo que venga después, vendrd de la mano de ese

impulso inicial. Gracias por el apoyo y por todo lo aprendido durante estos afios.

A Diana Lopez y Clara Téllez. No creo que nadie me haya ayudado tanto a llevar la carga de
la tesis como vosotras dos. Hemos compartido momentos maravillosos, pero si hay algo que
une son las situaciones de sufrimiento y cansancio infinito, los buceos gélidos y eternos, las
horas extras e interminables en la noche o los kildmetros inacabables recorridos. Mil gracias

a las dos por los momentos compartidos.

Hace ya una eternidad que no las veo, pero no me puedo olvidar de Silvia Fraissinet y Martina
Scanu. Los meses que comparti con vosotras los guardo con un carifio especial. Os volvisteis

parte de mi familia, espero que nos encontremos pronto.

Mencion especial se merece Marina Albentosa, una referente a nivel personal y profesional.

Gracias por tu apoyo incondicional y por darle el impulso definitivo a mi tesis.

Mi mas sincero agradecimiento a Patricia Prado, investigadora por la que siento una profunda
admiracion. Gracias por todo lo que he aprendido trabajando a tu lado y por todo el apoyo

que me has dado.

Gracias a Irrintzi Ibarrola por su ayuda y por su inestimable aportacion a mi formacion.



También a Paco Gomez, por acogerme durante mis estancias en el IEO de Murcia y por

compartir sus conocimientos y experiencia conmigo.
Gracias a Nardo Vicente, investigador incansable y un pionero en los trabajos con la nacra.

Agradecer también a Michella Tundo, Maria del Toro, Alberto Martinez, Gwendaline
Provenzani, Sophie Piaentini por su ayuda en el procesado de las conchas utilizadas en el
trabajo de crecimiento de Pinna nobilis y a la Reserva Marina de Tabarca y a Santi Jiménez

por su ayuda en la obtencion de las conchas.

Por su puesto, gracias a la Universidad Catolica de Valencia SVM, al IMEDMAR-UCV y a
todo el profesorado que me ha acompaniado en algin momento desde el inicio de mis estudios

de grado.

También al Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO) de San Pedro del Pinatar y al Instituto
de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (IRTA) por su ayuda a través de las estancias

realizadas en ambos centros.

Gracias de todo corazén a mi compafiera de viaje, Mar Roca, por todo lo compartido, por

todo lo vivido.

A mi familia, a mis padres por todo su apoyo, a mi hermana Maria por su carifio y ayuda

infinita y a mis hermanas pequefias Africa e Irene por todo el amor que me transmiten.

Sin duda, no me puedo olvidar de que la investigacion requiere de fondos para su desarrollo.
Sin esta financiacion no se podria haber materializado la presente tesis, ni se podrian haber

llevado a cabo los diferentes proyectos realizados. Por ello me gustaria agradecer a:

Parte de esta tesis, en concreto la relacionada con la fisiologia energética de Pinna nobilis y
P. rudis y los estudios de crecimiento de P. rudis, ha sido financiada por la Fundacion
Biodiversidad con el apoyo del actual Ministerio para la Transicion Ecologica y el Reto
Demografico (MITECO), a través de proyecto PinnaSpat “Reproduccion de Pinna nobilis en
condiciones de cautividad e identificacion de zonas libres de Haplosporidium pinnae para la
reintroduccion de juveniles mediante semilla centinela”. Ademads, la financiacion por parte
del MITECO del proyecto “Rescate de 215 ejemplares de nacra (Pinna nobilis) y su
mantenimiento en 5 centros especializados en el marco del Proyecto UFE IP-PAF

INTEMARES (LIFE15 IPE ES 012)” permiti6 el desarrollo de los estudios de la mortandad

i



masiva de P. nobilis. Agradecer también a todas las entidades que participaron en este Gltimo
proyecto (Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (IRTA), Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), Instituto Espafiol de Oceanografia

de Espafia (IEO) y I’Oceanografic de Valencia).

A la Fundacion Principe Alberto I de Monaco por su apoyo a través del proyecto “The study,
protection and possible breeding of pen shell (Pinna nobilis) in the Boka Kotorska Bay” que
permitieron el desarrollo de los estudios de actividad de las valvas y monitorizacion de los

parametros ambientales.

A la Fundacion de la Comunidad Valenciana para el Medio Ambiente por su apoyo a través
del proyecto “Estudio del crecimiento del mayor bivalvo del Mediterraneo, la nacra (Pinna
nobilis), en las costas de la Comunidad Valenciana”, mediante el cual se pudieron realizar los

estudios de crecimiento de Pinna nobilis.

Parte de las infraestructuras utilizadas para el desarrollo de los ensayos in situ fueron
financiadas por la Caise d’Epargne, a través del proyecto “Etude écosystémique et
economique de la grande nacre de Méditerranée espéce endémique de Méditerranée”, fondos
FEDER (European Regional Development Fund) y la propia Universidad Catolica de
Valencia SVM.

También me gustaria agradecer a la Direccion General de Sostenibilidad de la Costa y el Mar
y la Secretaria de Pesca del Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio
Ambiente (RMIP-SGMMAGRAMA), la Conselleria de Infraestructuras, Territorio y Medio
Ambiente (CITMA) y la Conselleria d’Agricultura, Medi Ambient, Canvi Climatic i
Desenvolupament Rural (Generalitat Valenciana), a la Direccié General de Politiques
Ambientals i Medi Natural, del Departament de Territori i sostenibilitat (Generalitat de
Catalunya), al Parc Natural del Delta del Ebre, el Parc Natural del Montgri, Les Illes Medes
i el Baix Ter y el Parc Natural de Cap de Creus, , y a Andromeda Group por conceder los
permisos necesarios durante los diferentes trabajos realizados para la translocacion y

manipulacion de ejemplares de Pinna nobilis y P. rudis.

il



v



Resumen

La nacra, Pinna nobilis, es un molusco bivalvo endémico del mar Mediterraneo. Es el
segundo bivalvo mas grande del mundo, con una concha que puede superar los 120 cm.
Actualmente se encuentra en peligro critico de extincion, desde que a finales de 2016 una
enfermedad causada por el protozoo Haplosporidium pinnae haya llevado a la mayor
parte de sus poblaciones a la desaparicion, dejando, por ahora, Uinicamente algunas

poblaciones dispersas en ambientes paralicos.

En el presente trabajo se completan lagunas en el conocimiento de la especie para intentar
evitar su extincion. Se ha profundizado en los conocimientos relativos a su ecologia y su
interaccion con el habitat en el que se encuentra, a través de estudios sobre la actividad
de sus valvas y el crecimiento de la concha de ejemplares de Pinna nobilis. Ademas, los
estudios realizados sobre la fisiologia energética de esta especie han mostrado que
ejemplares de 30 cm pueden filtrar mas de 2500 1 dia!, a la vez que se ha evidenciado el
estrés fisiologico de las nacras a temperaturas extremas de 8.5 y 28 °C. Se ha detectado
que las poblaciones supervivientes de P. nobilis en ambientes pardlicos son muy

vulnerables a extremos climaticos e impactos de origen antropogénico.

Asimismo, se ha realizado el seguimiento del evento de mortandad en colaboracién con
diversas instituciones nacionales e internacionales, incluyendo el rescate de ejemplares
de nacra para salvaguardarlos de la infeccion y mantenerlos en cautividad. Estos trabajos
han permitido conocer mejor la etiologia de la enfermedad y establecer las primeras bases
en la lucha por salvar a la nacra de la extincion, y también han puesto de manifiesto la
influencia que tiene la temperatura en el control de la enfermedad, activando la virulencia

de Haplosporidium pinnae por encima de los 13.5 °C.

De manera paralela, se han realizado estudios de fisiologia energética en su congénere
Pinna rudis, como modelo biologico del género Pinna, dado que los escasos ejemplares
de P. nobilis limitan la posibilidad de realizar estos experimentos. Se ha medido por
primera vez el scope for growth (SFG) en este género, lo que ha permitido profundizar
en los conocimientos sobre la alimentacion, recomendandose el uso de dieta viva de
microalgas. Para completar la informacion necesaria de P. rudis, se realiz6 un estudio de

crecimiento en mar abierto durante dos afios, analizando simultaneamente las variables



ambientales para detectar su influencia en el crecimiento. Este estudio ha permitido
observar que P. rudis muestra el mayor crecimiento registrado en un bivalvo hasta la
fecha (1.32 mm dia!) y que la temperatura es la principal variable ambiental que modula

su crecimiento.
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Abstract

The fan mussel Pinna nobilis is an endemic bivalve from the Mediterranean Sea. It is the
second largest bivalve in the world and can reach up to 120 cm in shell length. At present,
it is classified as a critically endangered species because of a mortality started in late
2016. This mortality is caused by the protozoa Haplosporidium pinnae and it has
devastated most of the fan mussel populations across the Mediterranean Sea, leaving only

a few isolated populations alive in paralic environments.

The present research work focuses on expanding the knowledge necessary to avoid the
extinction of the species. The fan mussel ecology and the interaction of the species within
its habitat has been studied through valve activity and shell growth records. The studies
conducted regarding the energetic physiology of the species have shown that individuals
of 30 cm length can filter above 2500 1 day™! and have shown the physiological stress of
fan mussels at extreme temperatures of 8.5 and 28 °C. It has been observed that the
surviving population of Pinna nobilis in paralic environments are particularly vulnerable

to climatic extremes.

Additionally, the spread of the disease has been monitored in collaboration with national
and international institutions, including the rescue of P. nobilis individuals to be
maintained in captivity, to protect them from the infection. This study has improved the
knowledge of the infection and established the first steps in saving the species from
extinction. It has been especially relevant the observation of a relation between the

virulence of Haplosporidium pinnae and temperatures above 13.5 °C.

At the same time, energetic physiology studies have been carried out with the fan mussel
congener species Pinna rudis, which has been used as a biological model of the genus
Pinna because of the limited number of P. nobilis individuals alive. The scope for growth
(SFG) has been measured for the first time in this genus, which has increased the
knowledge about the feeding, recommending the use of live phytoplankton. To complete
the necessary information on P. rudis, a growth study was carried out in the open ocean
for two years, simultaneously analyzing environmental variables to detect their influence

on growth. This study has allowed us to observe that P. rudis shows the highest growth
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recorded in a bivalve to date (1.32 mm day') and that temperature is the main

environmental variable that modulates its growth.
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Introduccién

1.1 El mar Mediterraneo

La formacion del mar Mediterraneo se inicid con la rotura de Pangea, iniciada hace 175
millones de afios, a partir del conocido como océano de Tetis. Su cuenca se encuentra en
la zona templada del hemisferio norte, situado entre Africa, Europa y Asia (Figura 1). Es
el mar cerrado mas grande y profundo del mundo, con una extension de 2,969,000 km?,
una profundidad media de 1,460 m y una profundidad maxima de 5,267 m (Coll et al.,
2010). Presenta dos cuencas principales, la cuenca occidental y la cuenca oriental,
conectadas a través del estrecho de Sicilia. El intercambio de agua con otros mares y
océanos tiene lugar a través del estrecho de Gibraltar, que lo conecta con el Atlantico, del

canal de Suez, que lo conecta con el mar Rojo y el océano indico y a través del estrecho

de los Dardanelos, que lo conecta con el mar de Marmara y el mar Negro.
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Figura 1: Mapa de la batimetria y corrientes superficiales del mar Mediterraneco. Mapa: Mar Roca.

El limitado contacto del mar Mediterraneo con otras masas de agua y la latitud a la que
se encuentra, dan lugar a unas condiciones oceanograficas particulares. La temperatura
presenta una gran variacion estacional y un gradiente geografico, con temperaturas mas
bajas al norte y al oeste que aumentan gradualmente hacia el sur y el este, con una media
superficial de = 15.5 °C y = 21 °C respectivamente para las cuencas occidental y oriental
(Wiirtz, 2010; Pisano et al., 2020). En consecuencia, la evaporacion es mayor en la zona
oriental, bajando el nivel del mar y aumentando la salinidad en torno a 39%o respecto al
Mediterraneo occidental, que se encuentra alrededor de 37.6%o (Wiirtz, 2010). El exceso
de evaporacion, comparado con los aportes de agua dulce, dan lugar a un balance hidrico
negativo, que es compensado por la introduccion de aguas menos densas superficiales del

Atlantico, a través del estrecho de Gibraltar. E1 Mediterraneo es un mar oligotrofico,
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aunque existen areas costeras que presentan caracteristicas oceanograficas particulares
(resurgimientos locales, corrientes y descargas de rios, impactos antropogénicos, etc.) que
provocan un enriquecimiento organico. En consecuencia, como determinaron Estrada
(1996) y Bosc et al. (2004), la produccion bioldgica es maxima en determinadas areas
costeras y se encuentra inversamente relacionada con el aumento de la temperatura y la
salinidad hacia el sur y hacia el este, siendo, por lo tanto, minima en la cuenca oriental

(Danovaro et al., 1999; Bosc et al., 2004).

La circulacion general del Mediterraneo es compleja debido a las numerosas subcuencas
que conforman las dos cuencas principales y que designan a los pequefios mares que
conforman el Mediterraneo (Figura 1), conectados entre si por zonas de transicion que
hacen que sus limites sean difusos (Bianchi, 2004). En superficie, la corriente entrante
desde el Atlantico a través del estrecho de Gibraltar se dirige, pasando por el mar de
Alborén, hacia el este bordeando el continente africano en una serie de giros (Bas, 2009).
Parte de estos giros producidos en la costa de Argelia se separan de la corriente principal
hacia el norte, sin sobrepasar la linea formada entre las islas Baleares y Croacia, lo que
divide el Mediterraneo sur occidental del Mediterraneo norte occidental (Teruzzi et al.,
2014). De la corriente principal una ramificacion se separa en direccion al mar Tirreno,
que continua por la costa italiana cruzando el canal de Croacia en direccion al golfo de
Ledn y al mar Balear. La corriente principal atraviesa el poco profundo estrecho de Sicilia
(300 m de profundidad), continuando por la costa sur, generandose una serie de giros
similares a los de la costa argelina, hacia el mar Levantino. En avance de esta corriente a
través de la cuenca oriental da lugar al giro principal que encontramos en la cuenca
oriental (Millot y Taupier-Letage, 2005), en el mar Jonico, y al giro en el mar Levantino,
a partir de los cuales parte de la corriente se desvia hacia el mar Adriatico y el mar Egeo,
entrando en ambos mares por su parte oriental y saliendo por la occidental (Bas, 2009).
En la cuenca oriental, la principal formacion de masas de agua intermedia (masas de agua
localizadas entre zonas poco profundas hasta los 400 m) se da en el mar Levantino y al
sur del mar Adriatico (Bas, 2009). Estas aguas conectan con la cuenca occidental a través
de las zonas mas profundas del estrecho de Sicilia (Astraldi et al., 1996; Garcia-Solsona
et al., 2020). Por su parte, en la cuenca occidental la principal formacion de aguas
intermedias se da en el golfo de Ledn, corriente que junto con el resto de aguas
intermedias formadas en la cuenca oriental terminara saliendo de nuevo al Atlantico por

la parte més profunda del estrecho de Gibraltar (Cacho et al., 2000; Bas, 2009).
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El cierre del estrecho de Gibraltar hace aproximadamente 6 millones de afios produjo una
gran desecacion debido al balance hidrico negativo que presenta el Mediterraneo, lo que
llevo a una gran reduccién de la biodiversidad (Bouchet y Taviani, 1992; Myers, 1996;
Bianchi y Morri, 2000). La apertura del estrecho hace 5 millones de afios, condujo a una
repoblacion del Mediterraneo con especies atlanticas, alternandose entradas de especies
de climas mas frios o de climas subtropicales en funcion de la alternancia de periodos de
glaciares e interglaciares (Briggs, 1974; Bianchi y Morri, 2000). El Mediterraneo presenta
unas condiciones que permiten la supervivencia simultanea tanto de organismos de climas
templados como subtropicales y el origen de su formacion junto con los distintos sucesos
ocurridos durante su historia, dan lugar a la gran biodiversidad presente en la época actual,
con especies provenientes de distintas categorias biogeograficas (Bianchi y Morri, 2000):
1) un “nucleo” atlantico-mediterraneo templado; 2) especies cosmopolitas/panocednicas;
3) especies endémicas, que comprenden tanto especies paleoendémicas (posiblemente de
origen proveniente del océano de Tetis) como especies neoendémicas (principalmente de
origen pliocénico); 4) especies del Atlantico subtropical (provenientes de periodos de
interglacial); 5) especies del Atlantico boreal (provenientes principalmente del ultimo
periodo de glaciacion); 6) especies del mar Rojo (migracion lessepsiana, afectando en
mayor medida al Mediterraneo oriental); 7) especies del Atlantico oriental (afectando en
mayor medida al Mediterraneo occidental). Por ello, a pesar de representar menos del 1%
de la superficie del océano, actualmente podemos encontrar alrededor del 4-18% de las
especies marinas macroscopicas, destacando, ademds, su elevado porcentaje de
endemismos (20-30%), lo que lleva a considerar al Mediterraneo como un punto de

elevada biodiversidad (Cuttelod et al., 2009; Mannino et al., 2017).

El calentamiento global afecta a todos los mares y océanos, pero las condiciones
geologicas, climatologicas e hidrologicas comentadas previamente, convierten al
Mediterraneo en un punto caliente del cambio climatico, con tasas de calentamiento 2—3
veces mas elevadas que la media global (Figura 2) (Diffenbaugh et al., 2007; Vargas-
Yanez et al., 2008; Lejeusne et al., 2010). Como consecuencia, los modelos estiman un
panorama poco alentador a corto plazo (desde el punto de vista geologico, aunque con
implicaciones a escala humana), con un continuado aumento de la temperatura y la
intensificacion de los eventos climatologicos extremos (Giorgi y Lionello, 2006; Molina
et al., 2020), y su consecuente efecto en la vida marina (Jorda et al., 2012; Marba et al.,

2015). La suma del cambio climatico, efectos antropogénicos como la destruccion de
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habitats o sobreexplotacion y la introduccion de especies invasoras, muchas veces
relacionada con los anteriores (Katsanevakis et al., 2014), son las principales amenazas a
las que se enfrenta la vida marina (Benoit y Comeau, 2012; Bianchi et al., 2012). Como
resultado, el 20% del total de la cuenca y entre el 60-99% de las aguas territoriales de los
paises europeos mediterraneos muestran un grado de impacto elevado, con menos del 1%

del territorio mostrando relativamente ningun tipo de impacto (Micheli et al., 2013).
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Figura 2: Anomalias en la temperatura de la superficie del mar promediadas a nivel global y regional en relacién con
una linea base de 1981-2010. La linea continua muestra una serie basada en satélites que combina el analisis SST CCI
(hasta 2016) con las actualizaciones de OSTIA casi en tiempo real (hasta 2018). El area sombreada en cada grafico
indica el rango de incertidumbre superior e inferior de la evolucion a largo plazo de los promedios regionales basados
en tres conjuntos de datos globales (HadSST.4.0.0.0, ERSSTv5 y HadISST). Fuente EEA (2019).

Por si fuera poco, estos impactos estan impulsando cambios en la dindmica de los brotes
de enfermedades marinas infecciosas (Tracy et al., 2019), y los huéspedes ectotérmicos
con parasitos con etapas de transmision ambiental que pueden persistir fuera del huésped,
se encuentran entre las especies mas vulnerables al calentamiento global (Altizer ef al.,
2013). La reduccién de la biodiversidad, la translocacion de especies, la alteracion del
habitat natural y la composicion de la comunidad debido a la acciéon humana y al cambio
climatico facilitan la aparicion de enfermedades marinas infecciosas pandémicas, con

considerables costos econdmicos y ecosistémicos (Lafferty et al., 2015; Harvell et al.,
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2019). Sin embargo, evaluar si el nimero de enfermedades estd aumentando o
disminuyendo en el océano y cuantificar las causas antropogénicas de las enfermedades
marinas infecciosas es un desafio debido a la falta de datos y de registros a largo plazo

(Tracy et al., 2019).

En relacidn con estas ultimas consideraciones, dentro de la familia Pinnidae existen dos
especies consideradas estructurales y, por ello, de alto valor ecoldgico y que son objetivo
del presente trabajo. Pinna nobilis (Linnaeus, 1758), un molusco bivalvo azotado por una
enfermedad infecciosa que lo ha envuelto en un evento de mortandad masiva llevandolo
practicamente a su extincion y su congénere P. rudis (Linnaeus, 1758), afectado como
muchas otras especies por impactos de origen antropico, libre de esta enfermedad y que
supone, a dia de hoy, el mejor modelo de estudio en la lucha por evitar la extincién de P.
nobilis. Ambas especies son los representantes mas emblematicos de la familia Pinnidae

y Unicas del género Pinna en el mar Mediterraneo (Figura 3).

Figura 3: Ejemplar de Pinna rudis (en primer plano) y P. nobilis (unos metros mas atras) en Calp (Alicante). Foto:
fuente propia.
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1.2 Familia Pinnidae; género Pinna

La familia Pinnidae (Leach, 1819) incluye 3 géneros y 55 especies distribuidas por todo
el mundo en regiones templadas y tropicales, desde areas someras hasta los 600 m
(Schultz y Huber, 2013; Lemer et al., 2014). El género Pinna Unicamente estd
representado en el Mediterraneo por 2 de sus 25 especies, Pinna nobilis y P. rudis, siendo
la primera de ellas endémica. Las especies de este grupo se caracterizan por la forma
triangular de la concha, con la parte anterior puntiaguda incrustada en el substrato hasta
aproximadamente 1/3 de la longitud total y la parte posterior elevandose por encima de
la superficie del fondo. La sujecion al fondo se produce a través de los filamentos del biso

(Figura 4).

Posterior

Substrate
boundary

Anterior

Figura 4: Esquema general de un ejemplar de Pinna nobilis. Redibujado por Basso et al. (2015¢) de Czihak y Dierl
(1961).
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La anatomia general es similar a la del resto de bivalvos como se puede observar en la,

aunque presentan algunas caracteristicas exclusivas del grupo (Figura 5 y Figura 6):

1) Presencia de un canal de desecho en la zona ventral. Este canal presenta un
gran numero de cilios que generan una corriente para la eliminacién de

pseudoheces (particulas embebidas en mucus desechadas y no ingeridas).

Figura 5: Dibujo de la anatomia de Pinna carnea. Vision ventral de las valvas izquierda y derecha. A, ano; AA, musculo
aductor anterior; APR, retractor paleal anterior; AR, musculo anterior retractor; B, biso; C, branquia; EC, corriente
exhalante; F, pie; IC, corriente inhalante; M, boca; PA, musculo aductor posterior; PO, érgano paleal; PPR, retractor
paleal posterior; PR, musculo retractor posterior; WC, canal de desecho. Figura de Yonge (1953) modificada por
Schultz y Huber (2013).
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ii)

La concha, especialmente en su parte posterior, es estructuralmente simple, lo
que les permite un rapido crecimiento y reparacion. Ademas, la capacidad de
retraccion del manto, que no se encuentra unido a la concha como ocurre en
otros bivalvos, les permite regenerar practicamente toda la parte posterior de
la concha (Garcia-March, 2005). Esta capacidad de regeneracion les permite
sobrevivir y mantener su habito semiinfaunal (Yonge, 1953) ya que las
conchas pueden sufrir roturas al sobresalir varias decenas de centimetros sobre
el substrato (Schultz y Huber, 2013). Cuando se producen roturas importantes
de la parte posterior, regeneran rapidamente la concha hasta poder cerrarla de
nuevo, de forma que pueda protegerse de amenazas externas incluso sin

recuperar su tamano o forma original (Figura 7).

Miisculo aductor
posterior

Figura 6: Fotografia de la diseccion de un ejemplar muerto de Pinna nobilis con las principales partes anatdmicas
sefialadas. Foto: fuente propia.

iii)

Muestran un 6rgano exclusivo, el érgano paleal, localizado sobre el musculo
aductor posterior (Figura 8). Este 6rgano de tamafio reducido tiene la
capacidad de aumentar en gran medida su tamafio por presion hidrostética
mediante fluidos corporales. Las funciones de este 6rgano no son totalmente
conocidas, pero es muy acido (pH 1-2) lo que le permitiria mantener la concha
interna libre de epibiontes (a excepcion a la parte mas posterior inalcanzable
para el 6rgano paleal) y, quiza, incluso para el aturdimiento y posterior captura
de especies epi y endobentonicas que se encuentren en la concha (Morton y

Puljas, 2019).
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Figura 7: Ejemplares de Pinna nobilis en el delta del Ebro con una deformacion en la concha a causa de una rotura.
Foto: fuente propia.
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Durante los primeros afios de vida, las especies del género Pinna presentan de las mayores
tasas de crecimiento observadas en bivalvos (Arizpe, 1995; Richardson et al., 1999;
Narvaez et al., 2000), pudiendo alcanzar en pocos afos grandes tamafios que les permiten
reducir la mortalidad causada por depredadores (Kersting y Garcia-March, 2017) y
posibilita, al elevarse sobre el substrato, una mayor disponibilidad de particulas para
alimentacion y una dieta mas variada (Richardson et al., 1999; Davenport et al., 2011).
Este rapido crecimiento ha supuesto que se plantee su potencial uso en acuicultura (Kozul
et al., 2011), aunque hasta ahora solo unas pocas especies de la familia Pinnidae han
despertado interés comercial. Se han desarrollado pequefias pesquerias en los golfo de
Meéxico y California y en el mar del Caribe, a partir de Pinna rugosa, P. carnea, Atrina
maura y A. Tuberculosa, grupo de especies conocido en la zona como “callo de hacha”
(Narvaez et al., 2000; Basurto, 2006; Palacios-Abrantes et al., 2018). P. nobilis también
se ha recolectado para consumo humano, aunque nunca se ha establecido una pesqueria
comercial como tal (Katsanevakis et al., 2008; Katsanevakis et al., 2011). Pero, a pesar
de su rapido crecimiento, el reclutamiento bajo y variable mostrado por estas especies
(Butler, 1987; Kersting y Garcia-March, 2017; Prado et al., 2019a) podria provocar que
sus poblaciones naturales sean incapaces de soportar la presion de las pesquerias
comerciales, como se ha observado en P. rugosa, bajo la presion de pesca artesanal
(Palacios-Abrantes et al., 2018). Ademas, el desarrollo de técnicas de maricultura
también se puede utilizar como una herramienta para apoyar la continuidad de la especie
con la repoblacién de individuos (Bell et al., 2005; Arnold, 2008; Bell et al., 2008). Esto
es especialmente relevante para especies en peligro critico de extincion, como es el caso

de P. nobilis (Kersting et al., 2020a).

12
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Figura 8: A) Plano general de un ejemplar de Pinna rudis pudiéndose observar la branquia, el manto y el 6rgano paleal;

B) Foto de un ejemplar de P. rudis en el que se pueden observar la branquia, el misculo aductor posterior, el ano y el
organo paleal. Foto: fuente propia.
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1.2.1 Pinna nobilis

Figura 9: Ejemplar de Pinna nobilis. Foto: fuente propia

Pinna nobilis (Linnaeus, 1758), cominmente conocida en Espafia como nacra (fan
mussel/noble penshell en inglés), es un bivalvo marino endémico del mar Mediterraneo
(Figura 9). Es el molusco bivalvo més grande de este mar y el segundo mas grande del
mundo, con una concha que suele medir entre 40 y 80 cm de largo en ejemplares adultos
pero que puede alcanzar los 120 cm (Zavodnik, 1991; Gofas, 2011). También destaca por
su longevidad, ya que puede vivir al menos hasta los 50 afios (Rouanet et al., 2015). La
nacra suele encontrarse tipicamente entre 0.5 y 60 m de profundidad, asociada a praderas
de Posidonia oceanica, aunque también puede encontrarse en fondos con otras
faner6gamas como Cymodocea nodosa, en arena desnuda, fondos detriticos y fondos de

maérl (Basso et al., 2015¢).

1.2.1.1 Crecimiento

Como hemos comentado anteriormente, la nacra presenta uno de los crecimientos de
concha mas rapidos del mundo entre los bivalvos (Richardson et al., 2004), especialmente
notable durante los primeros meses de vida (Hendriks et al., 2012; Kersting y Garcia-

March, 2017). Este crecimiento es muy variable entre poblaciones (Richardson et al.,

14
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1999) e incluso dentro de la misma poblacion, a diferentes profundidades (Garcia-March
et al., 2007a). Las diferencias oceanograficas entre sitios (por ejemplo, profundidad,
temperatura, hidrodindmica y disponibilidad de alimento) pueden tener una gran
influencia en la tasa de crecimiento de la especie (Garcia-March et al., 2007a; Garcia-
March et al., 2007b; Kersting y Garcia-March, 2007; Hendriks et al, 2011). La
comprension de los parametros de edad y crecimiento de las poblaciones de nacra que
habitan en diferentes condiciones y su relacion con variables ambientales como la
hidrodindmica podria mejorar la calidad de los estudios demograficos y la
implementacion de medidas de proteccion para la especie (Richardson et al., 2004;

Garcia-March et al., 2011a; Basso et al., 2015c).

Como ya postuldo Margalef (1998), la edad y el crecimiento son caracteristicas clave en
la demografia de las poblaciones y relacionan los aspectos tréficos y demograficos de un
sistema. En este contexto, el crecimiento también es una herramienta que se puede utilizar
para estimar la edad en funcidon de su relacion con las dimensiones medibles del
organismo estudiado. Las diferencias de tamaio, edad y crecimiento entre las poblaciones
de bivalvos pueden estar relacionadas con las caracteristicas ambientales de sus habitats,
como las condiciones hidrodindmicas y la cobertura de fanerégamas marinas (Irlandi,
1996; Garcia-March et al., 2007b; Hendriks et al., 2011), disponibilidad y calidad del
alimento (Fréchette y Bourget, 1985; Wong y Cheung, 2001; Ortmann y Grieshaber,
2003; Blicher et al., 2010), densidad de poblacion (van Erkom Schurink y Griffiths,
1993), temperatura (Blicher et al., 2010; Schwartzmann et al., 2011) y tipo de sedimento
(De la Huz et al., 2002) entre otros posibles factores. Ademas, las caracteristicas
demograficas han sido utilizadas con éxito para estimar los mejores habitats para la
reintroduccion o proteccion de especies en peligro de extincion (Farifas-Franco et al.,

2016).

Se han realizado pocos estudios demograficos a gran escala con Pinna nobilis que
incluyan mediciones de la edad y el crecimiento, principalmente porque estas
estimaciones de edad y crecimiento eran costosas y/o poco fiables hasta hace poco (Basso
et al., 2015c¢). Sin embargo, la metodologia propuesta por (Garcia-March et al., 2011a),
que utiliza las marcas de crecimiento del registro del musculo aductor posterior (PAMS
por sus siglas en inglés) observadas en las secciones radiales de la concha, permite
desarrollar estimaciones de edad y crecimiento mas precisas y menos costosas para esta

especie (Kersting y Garcia-March, 2017).

15
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1.2.1.2 Actividad de las valvas

La actividad de valvas de Pinna nobilis incluye in situ un ciclo anual con dos patrones
(P1 y P2) y un ciclo circadiano a lo largo del afio (Garcia-March et al., 2008; Garcia-
March et al., 2016). El factor que provoca el cambio entre los dos patrones anuales era
desconocido hasta el desarrollo del presente trabajo, ver Hernandis et al. (2018). P1
ocurre entre mediados de julio/principios de agosto y principios de noviembre. Durante
estos periodos, P. nobilis sigue con su actividad de valvas el sol y la luna y presenta un
ritmo circadiano (c.) 23.7 h. Las valvas se cierran durante la noche en las noches de luna
nueva y se abren si hay luz ambiental, ya sea producida por la luna durante la noche o por
el sol entre el amanecer y el atardecer. P2 ocurre desde principios de noviembre hasta
mediados de julio/principios de agosto. Durante estos periodos, la apertura de las valvas
no depende ni del sol o la luz de la luna ni de ninglin otro factor ambiental conocido,
aunque aun conserva el ritmo c. 23.7 h (Garcia-March et al., 2016). Durante P2, las nacras
mantienen sus valvas abiertas la mayor parte del tiempo, pero producen cierres periddicos
de varias horas todos los dias. Después de haber estudiado el comportamiento de la
actividad de las valvas in situ, Garcia-March et al. (2016) planted una hipdtesis sobre los
factores que potencialmente inducirian la alternancia entre P1 y P2. Las variaciones de
temperatura del agua, o su concentracion de oxigeno o una combinacién de ambos

pardmetros, se postularon como los desencadenantes mas probables del cambio.

La actividad de las valvas proporciona una respuesta medible del estrés en los bivalvos
(Fournier et al., 2004; Andrade et al., 2016). El uso de dispositivos para la medicion de
la apertura de las valvas permite evaluar el efecto de factores ambientales como
temperatura, corrientes, toxicos, luz y comida en los bivalvos (Rodland et al., 2009;
Robson et al., 2010a; Tran et al., 2011; Garcia-March et al., 2016). Ademas de la
respuesta directa a factores estresantes naturales o antropogénicos, la actividad de las
valvas en los bivalvos suele seguir diferentes ciclos, como los ritmos circadianos,
circamareales o circanuales (Palmer, 2000; Rensing et al., 2001; Tran et al., 2011; Mat et
al., 2012; Tran et al., 2020). Estos ritmos pueden ser consecuencia de un reloj interno
provocado por un factor ambiental (zeitgeber) o una respuesta fisioldgica al mismo (Vaze
y Sharma, 2013). Si se conocen con precision tanto los ritmos como la relacion entre la
variacion de los parametros ambientales y la actividad de valvas, esta se puede utilizar
para desarrollar sistemas de alerta bioldgica temprana (Sluyts et al., 1996; Borcherding,

2006; Liao et al., 2009; Sobrino-Figueroa y Caceres-Martinez, 2009; Sow et al., 2011;
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Bae y Park, 2014). Estos sistemas pueden proporcionar datos invaluables, contribuyendo
a comprender mejor la biologia de las especies monitorizadas, pero también ayudando a
comprender los efectos del cambio climdtico en la autoecologia de las especies (Andrade
etal.,2016). Para P. nobilis, entre otros beneficios, comprender qué causa el cambio entre
P1 y P2 podria llevar a utilizar a la nacra para la monitorizacion del cambio climdtico a
escala local, ademas del seguimiento de las poblaciones supervivientes de nacra, tanto

para monitorizar el propio ecosistema, como del estado de la propia poblacion.

1.2.1.3 Amenazas y situacion actual de la especie

Hasta finales de 2016, Pinna nobilis era considerada una especie en peligro, siendo las
amenazas que afectaban a la especie similares a las que se enfrentan otras especies
marinas en el Mediterrdneo (Coll et al., 2010). Entre ellas: i) la pérdida de habitat,
principalmente en forma de regresion de las praderas de faner6gamas marinas, el habitat
de la nacra por excelencia, teniendo un efecto negativo sobre sus poblaciones (Basso et
al., 2015c¢); ii) las embarcaciones, cuyo anclaje causa dafio fisico y un aumento de la
mortalidad de ejemplares, principalmente de ejemplares adultos, afectando en
consecuencia a las poblaciones de nacra al ser los individuos mas grandes los principales
reproductores (Hendriks et al., 2013; Vazquez-Luis et al., 2015). También el impacto con
embarcaciones recreativas en ejemplares de poblaciones someras como es el caso del
delta del Ebro, en la actualidad una de las dos tinicas poblaciones supervivientes de nacra
en Espafia. Estos impactos causan mortandad y un elevado estrés para los supervivientes,
que deben invertir su energia en la reconstruccion de la concha (Prado et al., 2014); iii)
el cambio climatico, por su impacto global y por su efecto mas severo sobre el
Mediterraneo, afectando a la distribucion de especies (Vargas-Yanez et al., 2008;
Lejeusne et al., 2010), y de forma negativa a la nacra (Basso et al., 2015b) y favoreciendo,
junto a las actividades antropogénicas, la entrada de especies invasoras (Stachowicz et
al.,2002; Rilov y Galil, 2009), como el alga Lophocladia lallemandii, que se ha detectado
que tiene un efecto en la dieta de P. nobilis, disminuyendo su nivel trofico (Cabanellas-
Reboredo et al., 2010) y generando un estrés biolodgico en los individuos afectados (Box
et al., 2009). Ademas, esta alga también presenta un relevante efecto nocivo sobre

Posidonia oceanica (Sureda et al., 2008).
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Si ya era delicada esta situacion, desde finales de 2016 el panorama para Pinna nobilis se
ha vuelto desolador. Sus poblaciones han sido devastadas por una enfermedad asociada a
Haplosporidium pinnae, una nueva especie de parasito protozoo descrita por Catanese et
al. (2018) y que, en algunos casos, se ha visto asociada a la presencia de micobacteria
(Carella et al., 2019; Carella et al., 2020) (Figura /0). Los primeros informes de la
extincion se produjeron en septiembre de 2016 en el sureste de Espafia (Vazquez-Luis et
al., 2017) y desde entonces la mortandad se ha extendido por todas las costas
mediterraneas espafiolas, llegando a Francia, Italia, Grecia, Chipre y otros paises
mediterraneos en pocos afios (Katsanevakis et al., 2019; Acarli et al., 2020; Catanese,
2020; Ozalp y Kersting, 2020; Zotou et al., 2020; Betti e al., 2021) (Figura 11). Hasta la
fecha, los datos indican que la especie de protozoos es especifica de P. nobilis y no afecta
a otros invertebrados, incluyendo a la especie congénere P. rudis (Catanese et al., 2018).
La prevalencia y la posterior mortalidad alcanza practicamente el 100% en las
poblaciones infectadas siendo una situacion de extrema gravedad ya que, por ejemplo, las
muertes reportadas que han afectado en otras especies de bivalvos comerciales como
Crassostrea virginica u Ostrea edulis han podido ser masivas, pero generalmente nunca
llegan al 100% (Culloty y Mulcahy, 2007; Bower, 2014) por lo que la posibilidad de
recuperacion es mucho mayor que en el caso de P. nobilis. Aunque la explotacion
comercial de estas especies se ha derrumbado en algunas areas, nunca se consider6 la
extincion como una posibilidad. Después de muchas décadas, la seleccion de cohortes
que son resistentes a los parasitos (de forma natural y artificial) ha mejorado la acuicultura
de estos bivalvos (Dégremont et al., 2015). Cultivarlos en agua deltaica de baja salinidad
también ha sido eficaz para lograr una produccion comercialmente rentable, aunque esta
estrategia se ve comprometida durante los afios de mayor sequia (Soniat et al., 2008).
Asimismo, las muertes de bivalvos reportadas anteriormente en el mar Mediterraneo que
afectaron a Spondylus gaederopus (Meinesz y Mercier, 1983; Kersting et al., 2006) y
Arca noae (Teresa et al., 2017) mostraron porcentajes y/o extensiones de mortalidad
reducidos en comparacion con la muerte observada en la nacra. Aunque dramaticas, las
mortalidades en estos bivalvos no supusieron un riesgo de extincion para las especies

afectadas.
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Figura 10: Ejemplar muerto de Pinna nobilis en la reserva marina de Columbretes (noviembre de 2020). Foto: fuente

propia.

Cuando a principios de 2017 se descubrié que un protozoo haplosporidio era el agente
causal mas probable de la muerte de Pinna nobilis, el grupo de expertos que sigui6 el
evento predijo un alto riesgo de que la enfermedad, sin obstaculos potenciales debido a
la ausencia de barreras marinas, se propagaria por las corrientes marinas por las costas
mediterraneas espafiolas y mas alla de sus fronteras en los siguientes meses y afios
(Vazquez-Luis et al., 2017). Esta observacion, junto con las caracteristicas ecoldgicas de
la nacra, podrian eventualmente provocar la extincidon ecoldgica, si no total, de la especie,
lo que representaria un proceso sin precedentes en el mar Mediterraneo. Como
consecuencia, las autoridades espafolas en 2019 catalogaron el estado de Pinna nobilis
de “en peligro” a “en peligro de extincion™ a lo largo de las costas espafiolas (Orden
TEC/596/2019, de 8 de abril). Desde 2017 se inici6 un seguimiento del mayor numero
posible de las poblaciones espafolas restantes y el Ministerio para la Transicion
Ecologica y el Reto Demografico con competencias en medio ambiente del Estado
espafiol impulsé un programa de rescate de ejemplares libres de la enfermedad, para
mantener individuos en cautiverio protegidos de la llegada del parasito. El seguimiento

de las poblaciones ayudé a comprender mejor la propagacion de la enfermedad, siendo
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las corrientes superficiales el principal factor que influye en la dispersion local. El efecto
letal de la enfermedad analizado en los ejemplares en cautividad, parece estar
estrechamente relacionado con temperaturas superiores a 13.5 °C y con un rango de
salinidad entre 36.5 y 39.7 psu (Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Los individuos
rescatados han aportado valiosos avances en el estudio del parasito (Catanese et al.,
2018), ayudando a preparar nuevas herramientas para la rapida identificacion de su
presencia en muestras (qPCR) (Lopez-Sanmartin et al., 2019), realizar estudios de
mejoramiento genético y, en general, tratar de comprender mejor la etiologia de la

enfermedad y sus implicaciones globales.
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Figura 11: Mapa del estado de las poblaciones de Pinna nobilis en noviembre de 2020 (Katsanevakis et al., 2021).
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1.2.2 Pinna rudis

Figura 12: Ejemplar de Pinna rudis. Foto: fuente propia.

Pinna rudis (Linnaeus, 1758), conocida en muchos puntos de la costa mediterranea
espafiola como ‘nacra rugosa o de roca’, es un bivalvo marino presente en mar
Mediterrdneo y el océano Atlantico (Figura 12). Su tamafio es un tanto menor al de la
nacra y se considera el segundo bivalvo mas grande del Mediterrdneo. La concha suele
medir entre 30 y 45cm de largo, aunque puede alcanzar los 56.5 cm (Schultz y Huber,
2013). Presenta una larga vida, pudiendo alcanzar al menos 31 afios de edad (Nebot-

Colomer et al., 2016).

La informacion disponible sobre Pinna rudis es muy escasa (Gvozdenovi¢ et al., 2019),
sobre todo si la comparamos con su congénere en el Mediterraneo P. nobilis. Sus
poblaciones estan amenazadas por obras costeras, contaminacion, pesca y caza furtiva
por buzos recreativos (Barea-Azcon et al., 2008). De hecho, P. rudis figura como especie
protegida en el Anexo II del Convenio de Berna y como especie marina amenazada o en
peligro de extincion por el Convenio de Barcelona. Los pocos estudios poblacionales
realizados in situ en P. rudis sugieren que antes de 2016 la especie tenia densidades de

individuos mucho mas bajas que P. nobilis (0.06 individuos 100 (m?)"! en el parque
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nacional de Cabrera) (Nebot-Colomer et al., 2016) y una proporcioén de 5:1 a 7:1 (P.
nobilis: P. rudis) en el Area Marina Protegida de las Islas Columbretes (Kersting y
Garcia-March, 2017). El tnico estudio sobre los pardmetros de crecimiento de P. rudis
mostr6é un K =0.14 (la velocidad a la que se alcanza la longitud maxima) y Lmax =45.27
cm (el tamafo maximo individual estimado) en el parque nacional de Cabrera (Nebot-
Colomer et al., 2016). Sin embargo, la densidad de individuos de P. rudis es actualmente
muy superior debido a los eventos de mortalidad masiva comentados anteriormente
(1.2.1.3. Amenazas y situacion actual de la especie) asociados a Haplosporidium pinnae
y que afectan exclusivamente a P. nobilis (Panarese et al., 2019). Recientemente se ha
observado una gran cantidad de ejemplares jovenes de P. rudis gracias al fuerte evento

de reclutamiento ocurrido en el verano de 2017 (Garcia-March et al., 2020; Kersting et

al., 2020b).

Esta mayor disponibilidad de juveniles de Pinna rudis, ha convertido a la especie en el
mejor modelo para realizar experimentos de manipulacion en pinnidos mediterraneos.
Por ejemplo, el uso de P. rudis para ensayar metodologias antes de su aplicacion a P.
nobilis, una especie que actualmente esta en peligro de extincion, podria ayudar a reducir
la mortalidad en P. nobilis durante la experimentacion. Sin embargo, primero es necesario
completar el actual vacio de conocimiento sobre la biologia de P. rudis. Ademas, la escasa
informacion disponible para P. rudis dificulta la realizacion de programas de
conservacion efectivos para la especie (Escudero et al., 2003; Bell et al., 2006),
especialmente en el contexto del cambio climdtico y su efecto en la supervivencia
(Schwartz et al., 2006; Jorda et al., 2012; Garcia-March et al., 2019) y distribucion de
poblaciones (Fitzpatrick y Hargrove, 2009; Marquez et al., 2011).

1.2.3 Identificacion de visu de Pinna nobilis y Pinna rudis e hibridacion

Ambas especies son facilmente confundibles a vista inexperta debido a sus similitudes,
aunque en general, si se atiende a una serie de caracteristicas morfoldgicas concretas,
gran parte de los ejemplares que presentan un morfotipo definido son relativamente
sencillos de identificar. Sin embargo, la variacion de ciertas caracteristicas morfologicas
dependiendo del ejemplar incrementa la dificultad de la identificacion. Por ello, hay casos
en los que es complicado discernir in situ si se trata de una especie u otra, incluso algunos
casos donde no es posible debido a que el ejemplar puede no pertenecer a ninguna de las

dos especies, por tratarse de un ejemplar hibrido, como ha demostrado Vazquez-Luis et
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al. (2021) mediante analisis genéticos, observando que estos ejemplares hibridos pueden

presentar niveles de similitud mayores con una u otra especie. El nimero de hibridos

localizados es por ahora escaso y, aunque aun se desconoce qué papel puede jugar su

existencia en la recuperacion de Pinna nobilis, sin duda se abren nuevas vias de

investigacion con nuevas oportunidades para salvar la especie.

Estos ejemplares hibridos, al menos por el momento, parecen ser escasos y la mayoria de

los ejemplares del género Pinna que actualmente se localizan probablemente

perteneceran a una de las dos especies concretas que pueden ser diferenciadas, aunque no

siempre de modo determinante, con estos aspectos:

)

iii)

En general Pinna nobilis esta més asociada a praderas de fanerogamas marinas
mientras que P. rudis se suele encontrar en zonas rocosas pero, aunque el
hébitat puede ser un indicador, no es un factor determinante como podemos
ver en la Figura 13.

También el tamano de ambas especies puede ser util para identificar
ejemplares adultos, pudiendo alcanzar P. nobilis tamafios mucho mayores que
P. rudis (> 60 cm vs <45 cm respectivamente).

Las diferencias mas visuales para diferenciar estas especies estan en relacion
con las caracteristicas morfologicas de la concha. En la concha de Pinna
nobilis (principalmente durante los primeros afios de vida) suelen encontrarse
un gran nimero de espinas de pequefio tamafio, mientras que en P. rudis el
numero de espinas es mucho menor, son de mayor tamafio y se encuentran
distribuidas en entre 5 y 10 costillas radiales (Figura 14).

Hay que tener en cuenta que estas espinas pueden erosionarse debido al efecto
del hidrodinamismo, siendo comun encontrar ejemplares adultos de Pinna
nobilis con la concha pulida, y en ocasiones, aunque con menor frecuencia,

pudiendo ocurrir también con P. rudis (Figura 15).
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Figura 13: A) Ejemplar de Pinna nobilis en una zona de transicion entre Posidonia oceanica 'y guijarros; B) Ejemplar
de P. rudis en P. oceanica. Foto: fuente propia.
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Figura 14: A) Ejemplar de Pinna nobilis con numerosas espinas pequefias; B) Ejemplar de P. rudis donde se aprecia
un menor numero de espinas, pero de mayor tamafio. Foto: fuente propia.
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Figura 15: A) Ejemplar de Pinna nobilis; B) Ejemplar de P. rudis. Ambos ejemplares presentan la concha pulida sin
espinas. Foto: fuente propia.
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Para estas situaciones donde las espinas no sirven para la identificacion, la
rugosidad de la concha puede ser también un indicador. Pinna rudis se
caracteriza por la presencia de una serie de costillas radiales (entre 5y 10). Es
importante prestar atencion a la concha para esta clave de identificacion
(Figura 16), ya que las conchas suelen estar recubiertas por epibiontes que
pueden complicar su observacion (Corriero y Pronzato, 1987; Cosentino y

Giacobbe, 2007).

Figura 16: Ejemplar de Pinna rudis. Se pueden apreciar en la concha 5 costillas radiales. Foto: fuente propia.

vi)

Las caracteristicas en manto y branquia pueden permitir la diferenciacion
entre especies, principalmente a nivel de coloracion (Figura 17). La coloracion
del manto y la branquia en Pinna nobilis suele presentar tonalidades rosaceas,
mientras que el borde del manto puede presentar en algunos casos un color
oscuro azulado. En cambio, la coloracion del manto en P. rudis puede
presentar distintos niveles de moteado de color blanco, al igual que la branquia
que suele ser de color blanca, confiriendo, a menudo, un aspecto “brillante” al

borde del tejido.
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Figura 17: A y B) Pinna nobilis con el manto y la branquia de color rosaceo y el borde del mando azulado; C y D) P.
rudis con el manto moteado blanco y la branquia blanca, que contrasta fuertemente con el resto de tejidos. Fotos: fuente

propia.
1.2.4 Mantenimiento en cautividad

La rapida propagacion de la enfermedad en esta especie y su elevada letalidad
(Cabanellas-Reboredo et al., 2019; Garcia-March et al., 2020) ha devastado gran parte de
las poblaciones de Pinna nobilis en el Mediterraneo y la persistencia del protozoo en mar
abierto impide la recolonizacion de las poblaciones afectadas. Por otra parte, las actuales
poblaciones supervivientes en deltas y lagunas costeras son vulnerables a impactos
antropogénicos y, ante la imposibilidad de recolonizacién por la falta de conectividad
entre las poblaciones restantes por la mortalidad ocurrida en mar abierto, podrian estar
condenadas a la auto-desaparicion (Garcia-March et al., 2019). Esta situacion invita a
pensar en el cautiverio como la principal oportunidad para la supervivencia de la especie
y, aunque el reciente hallazgo de hibridos de Vazquez-Luis et al. (2021) abre nuevas
posibilidades, es muy probable que la estabulacion de ejemplares sea necesaria para
asegurar la supervivencia de esta especie. Por el momento, el mantenimiento de los
individuos en cautividad a largo plazo ha supuesto un desafio debido a la mortalidad

asociada a las infecciones tanto por Haplosporidium pinnae como por Vibrio
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mediterranei (Prado et al., 2019b; Garcia-March et al., 2020). Ademas, las técnicas de
maricultura que pudieran asegurar el mantenimiento a largo plazo de la especie estan por
desarrollar y todavia no ha sido posible de cerrar el ciclo reproductivo de la nacra en
cautividad (Trigos ef al., 2018). La nutricioén es una de las principales barreras a superar
en el cultivo de bivalvos (Albentosa et al., 1996b; Marquez et al., 2019; Cheng et al.,
2020), por lo que la confeccion de una dieta para P. nobilis es una prioridad,
especialmente para lograr la maduracion de individuos en cautiverio. El fitoplancton vivo
es la base principal para el cultivo de bivalvos (Helm, 2004; Rosa ef al., 2017; Cheng et
al., 2020), pero el cultivo de microalgas para el criadero puede suponer hasta el 50% del
costo de la produccién en bivalvos, ademas de los inconvenientes causados por el colapso
del cultivo, la contaminacion y la necesidad de producir varias especies de fitoplancton
para completar una dieta equilibrada (Willer y Aldridge, 2019). En este sentido, el coste
del cautiverio de P. nobilis también podria ser problematico para instituciones incapaces
de producir fitoplancton, tanto por motivos econdémicos como estructurales por la
indisponibilidad de instalaciones, al menos en lo referido a cumplimentar el 100% de la
dieta con alimento vivo. La exploracion de fuentes alternativas de alimento es comtn en
la cria de bivalvos (Coutteau y Sorgeloos, 1992; Knauer y Southgate, 1999; Aji, 2011) y
podria usarse como una sustitucion parcial o completa de la dieta de P. nobilis. Aun asi,
por ahora, tanto el fitoplancton vivo como las dietas comerciales han mostrado resultados
pobres (Prado ef al., 2020a). De hecho, es importante analizar el posible papel esencial
del zooplancton y las particulas suspendidas en la dieta de P. nobilis (Kennedy et al.,
2001; Davenport et al., 2011; Prado et al., 2021). Sin embargo, el concentrado de
microalgas Shellfish Diet 1800® o especies separadas del mismo producto, se han
utilizado con éxito como una sustitucion total en la dieta de tridacna y ostra (Southgate et
al., 2016; Wassnig y Southgate, 2016; Southgate et al., 2017). Desafortunadamente, la
escasez de individuos de P. nobilis disponible complica la prueba de dietas, ya que cada
dia de experimentacién bajo condiciones estresantes podria derivar en muerte de
individuos (Figura 18). En su lugar, el uso de P. rudis como modelo podria evitar la
posibilidad de sacrificio involuntario de ejemplares de P. nobilis al tiempo que se obtiene
un resultado de aproximacion suficientemente aceptable debido a la proximidad

taxondmica entre estas especies.
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Figura 18: Ejemplar de Pinna rudis con desprendimiento de concha interno, probablemente debido a la fuerza realizada
con el musculo abductor posterior debido al estrés durante un proceso de extraccion y limpieza de concha. Fotos: fuente
propia.

El scope for growth (SFG) es una técnica utilizada en bivalvos para evaluar su condicion
bioldgica midiendo cuatro procesos vitales: 1) Filtracion, entendido como el volumen de
agua filtrado con el tiempo; ii) Ingestion, la cantidad de materia particulada filtrada; iii)
Absorcion, la capacidad para incorporar la materia orgénica presente en la materia
particulada filtrada; iv) Consumo de oxigeno, gasto energético del organismo en el
mantenimiento de sus funciones vitales. Esta técnica implica el célculo de la energia
disponible para el crecimiento y/o reproduccion bajo unas condiciones de laboratorio
estandarizadas (Widdows y Staff, 2006). EI SFG es un biomarcador bioldgico a nivel
individual/organismo completo, con un alto nivel de relevancia ecoldgica que es utilizado
como una herramienta para programas de monitoreo de contaminacién marina (Widdows
et al., 2002; Halldorsson et al., 2005; Albentosa et al., 2012b), para probar condiciones
ambientales en condiciones de laboratorio (Zhang et al., 2015; Cheng et al., 2018) y para
experimentar con dietas (Albentosa et al., 1996a; Navarro et al., 2000). Aunque
generalmente se ha aplicado con éxito sobre todo a especies comerciales, es igualmente
aplicable para especies vulnerables o en peligro de extincidon, ya que permitiria mejorar

el conocimiento relativo a su ecologia y su mantenimiento en condiciones artificiales.
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1.3 Objetivos

El objetivo principal de la presente tesis es el estudio de aquellos aspectos poco conocidos
de la biologia de Pinna nobilis que son fundamentales para poder implementar técnicas
adecuadas de mantenimiento en cautividad para asegurar la supervivencia de la especie.
Como consecuencia de la situacion critica de la especie y el bajo nimero de ejemplares
disponibles, se incluye P. rudis como modelo de algunos de los aspectos biolégicos de P.
nobilis. Para la consecucion del mismo se han planteado los siguientes objetivos

especificos:
Objetivos especificos

1- Describir las caracteristicas del ambiente donde vive Pinna nobilis y su

influencia en la fisiologia y ontogenia de la especie.

2- Desarrollar conocimientos basicos sobre la dieta y el mantenimiento en

cautividad de la especie.

3- Propuestas y acciones implementadas en respuesta al evento de mortandad.
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Material y métodos

2.1 Caracterizacion del habitat de la poblacion de Pinna nobilis en Calp

Con el fin de mejorar el conocimiento de los factores ambientales en los que se encuentran
las poblaciones de Pinna nobilis, se realizé el seguimiento de parametros oceanograficos,
de forma continua y durante 3 afios, asi como tipologia de los sedimentos aledafos,
materia organica y la velocidad de sedimentacion —mensual a bimestral— al sur del pefiéon
de Ifach en la localidad de Calp (Alicante, Espafia). Este sector albergaba importantes
poblaciones de P. nobilis antes de que el evento de mortandad asolara a la especie a finales

de 2016 (Vazquez-Luis et al., 2017).

2.1.1 Parametros oceanograficos

Desde finales de 2016 se tomaron de forma ininterrumpida dos perfiles oceanograficos
bimensuales de los parametros: oxigeno disuelto (mg I'"), clorofila a (ug I'"), turbidez
(FTU), salinidad (PSU) y temperatura (°C) mediante la sonda oceanografica AAQ-
RINKO 177 en dos estaciones en los alrededores del pefion de Ifach en Calp (Alicante,
Espaia) a 15 y 30 metros de profundidad (Figura 19).

Los perfiles oceanograficos para cada pardmetro se representaron mediante una
interpolacion usando el algoritmo B-Spline multinivel del paquete MBA de R (Finley et
al., 2017) basado en los célculos originales de Lee et al. (1997).

Los datos relativos a turbidez se midieron en FTU (Unidades de Turbidez de la
Formazina) y fueron convertidos a SSC (Concentracion de Sedimento Suspendido), en
mg 1"}, siguiendo el método descrito por Guillén ez al. (2000) para una zona costera con

un rango de turbidez similar: SSC = 1.21 - FTU + 0.43.

2.1.2 Sedimentacion

Debido al carécter filtrador de esta especie (Garcia-March, 2005) es importante averiguar
la tasa de sedimentacion de particulas en el fondo para conocer sus pautas en este
ambiente. Para ello se instalaron tres trampas de sedimento en tres localizaciones, CO1,
C02 y C03, a 5, 10 y 15 m de profundidad respectivamente, al sur del pefidon de Ifach
(Figura 19). Las trampas de sedimento fueron disefiadas acorde con la descripcion de
Hakanson et al. (1989) que constaba de una barra de metal clavada en el sedimento, a
modo de sistema de fijacion de la trampa, con un tubo de PVC en disposicion transversal

en la parte superior de la misma. Este tubo perforado se hacia servir de soporte de cada
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uno de los 3 recipientes de plastico de ratio 4:1 (largo:ancho) que conformaban cada

trampa (Figura 20).
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Figura 19: Mapa con la localizacion de las estaciones oceanograficas y trampas de sedimento.

Figura 20: Trampa de sedimento instalada en el fondo. Foto: fuente propia.

Una vez colocados, los tubos de plastico se mantenian durante un minimo de tres dias y

un maximo de una semana. Este procedimiento se realizaba dos veces consecutivas y se
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repetia nuevamente después de dos semanas de descanso. El seguimiento se realiz

durante 3 afnos.

2.1.3 Estudio granulométrico

Con una periodicidad mensual, en los mismos puntos donde se establecieron las trampas
de sedimento, se tomaron muestras de sedimento superficial del fondo para su analisis
textural del sedimento mediante recolecta manual en inmersion con escafandra autdbnoma
insertando perpendicularmente en el sedimento un bote de plastico de 250 ml. El
procesado se realizo siguiendo el método de Buchanan et al. (1984) con modificaciones
de Villora-Moreno y De Zio Grimaldi (1993). Se separaba una submuestra de 200 g, se
secaba a 80 °C durante 48 h y se calcinaba a 400 °C durante 2 h para eliminar la materia
orgéanica. Posteriormente, la muestra se procesaba en una torre de tamizado en funcion de
la escala de Wentworth (1922), separandose las muestras en los grupos principales de
gravas (> 2 mm ), arenas (< 2 mm y > 0.063 mm) y finos (< 0.063 mm). Posteriormente

se pesaba en una balanza de precision cada una de las fracciones obtenidas.
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2.2 Pinna nobilis

2.2.1 Actividad de valvas

Habida cuenta del interés por profundizar en la influencia de la temperatura en la
actividad de la especie, se realiz6é un experimento para testar la hipotesis planteada por
Garcia-March et al. (2016) sobre la influencia de este factor en el cambio entre los
patrones de actividad de valvas de Pinna nobilis. Para ello se recolectaron ejemplares
entre el 22 y el 25 de abril de 2016, previo al evento de mortalidad masiva, se mantuvieron
en los tanques experimentales durante 71 dias y finalmente se reintrodujeron en el mar.
Durante el periodo experimental se aplicaron diferentes tratamientos de temperatura y
luz. Para registrar el momento de cambio entre patrones, se monitorizo6 la actividad de las
valvas y se registrd la distancia de apertura en mm cada segundo. A continuacion se

explican los pasos para la puesta a punto y desarrollo de este experimento.

2.2.1.1 Extraccion de individuos

Se seleccionaron 8 individuos de Pinna nobilis en la zona marina adyacente al pefién de
Ifach, en Calp (Alicante, Espafia) entre 8—12 m de profundidad. Dos semanas antes de su
extraccion, entre el 11 y 12 de abril, se les adhirieron a las valvas los soportes sobre los
que posteriormente se atornillan los sensores de actividad, pegados a las conchas de cada
individuo mediante resina epoxi (Ivegor®) (Garcia-March et al., 2008; Garcia-March et
al.,2016). Una vez asegurados estos soportes, entre el 22 y el 25 de abril se realizaron las
inmersiones de extraccion de individuos. Los ejemplares se recolectaron con maxima
precaucion y evitando dafiar las fibras del biso. Esto se consider6d importante de cara a la
reimplantacion de los individuos una vez finalizado el experimento. Los individuos
recogidos se encontraban con un patréon P2 (patrén de invierno) de comportamiento tal y
como se pudo confirmar durante los primeros dias del experimento y de acuerdo con
informacion experimental previa (Garcia-March et al., 2016), se esperaba que
mantuvieran este patrén hasta mediados de julio o principios de agosto, es decir, durante
los 71 dias de duracion del experimento. En P. nobilis, la fijacion al substrato se realiza
a través del biso (Basso ef al., 2015c¢), por lo que una reimplantacion simple (enterrar la
parte anterior) hubiera puesto en peligro la integridad de los individuos hasta que estos
hubieran sido capaces de fijarse de nuevo por si mismos. Por ello, se fabric6 una extension
artificial del biso (Figura 21) mediante una malla doblada (tamafio original de 50x45 cm

y plegada a 20x15 cm) y piquetas de pléstico para asegurar un agarre temporal suficiente

38



Material y métodos

para que los individuos pudieran fijarse al substrato, aumentando asi sus probabilidades

de supervivencia.

Figura 21: Extension artificial de biso para la reimplantacion de Pinna nobilis. Foto: IMEDMAR-UCV.

2.2.1.2 Mantenimiento en cautividad

Los individuos de Pinna nobilis presentaron un largo de concha maximo (Garcia-March
y Vicente, 2006) entre 41.5 y 63.5 cm (Tabla 1). Se dividieron en dos grupos de 4
ejemplares de tamafios similares y fueron colocados en sendos sistemas de circulacion
cerrada de 750 1. Cada sistema se equip6 con un filtro EHEIM professional 3, un skimmer
Bubble Magus Rock SP4000 y un climatizador TK 2000. El sistema para el registro de la
actividad de valvas se instald en todos los individuos y se dejaron 7 dias para la
aclimatacion. Para poder controlar el fotoperiodo, los sistemas se instalaron en una sala
completamente sellada de forma que la tUnica fuente de luz disponible, una tira de led
blanca, pudiera ser controlada. Inicialmente el agua se mantuvo a una temperatura de 16.9
°C £ 0.6 y saturada en oxigeno disuelto, condiciones similares a las de mar abierto en el
momento de recogida. Todos los pardmetros fueron controlados por el sistema Profilux
3.1T, que permitia: Control de la luz (ON/OFF), temperatura (+ 0.1 °C), pH (£ 0.01),

oxigeno (£ 0.01 mg 1) y salinidad (£ 0.1 psu). Estos datos se guardaban automaticamente
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a intervalos de 5 minutos. Inicialmente, el fotoperiodo se estableci6 en intervalos de 12/12
h L/D (dia/noche) y se fue modificando de acuerdo con los tratamientos realizados
durante el experimento (2.2.1.4. Tratamiento experimental). Los individuos fueron
alimentados de forma automatizada mediante bombas dosificadoras controladas por el
sistema Profilux 3.1T. La dosis diaria de alimento para cada tanque se compuso de 30 g
de fango (10.0% =£ 2.4% de contenido de materia orgénica) y 40 ml de un concentrado de
microalgas (Reefphyto®-5 live species phytoplankton) (Trigos ef al., 2014). Las dosis se

disolvieron en 3 1 de agua y fueron administradas en dosis iguales cada 6 h.

Tabla 1: Largo maximo de concha (Garcia-March y Vicente, 2006) para cada ejemplar.

Individuo 1A 2A 3A 4A 1B 2B 3B 4B
Tamaio 61.3 53.7 55.1 493 58.9 63.5 56.8 415
(cm)

2.2.1.3 Sistema de actividad de valvas

El sistema para el registro de la actividad de valvas consiste en sensores
magnetoresistentes similares a los usados por Garcia-March ef al. (2016) pero adaptados
a las condiciones de laboratorio (Figura 22). Los sensores se instalaron en la concha de
los individuos de Pinna nobilis y se conectaron al sistema de Pinna-Interface, disefiado
para procesar y almacenar los datos de los sensores de actividad de valvas en una memoria
SD. Pinna-Interface estaba conectado a un ordenador con un programa especificamente
disefiado -Pinna- que permitia, no solo grabar los datos, sino mostrarlos en tiempo real.
En caso de un apagon eléctrico, las baterias internas de Pinna-Interface permitian
mantener el registro de los datos durante 48 h. Pinna-Interface se programo para grabar
un dato por segundo de cada individuo. Los sensores magnetoresistentes, utilizados para
medir la actividad de las valvas, tenian un rango de 0—30 mm con 1 mm de precision.
Para evitar posibles sesgos debidos a la variacion de la temperatura, cada tanque tenia su
propio sensor de temperatura, sincronizado con los sensores de actividad de valvas (los
datos se registraban y guardaban en el mismo archivo) que se utilizaba para calibrar los

sensores de actividad.
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Figura 22: Ejemplar de Pinna nobilis en laboratorio con el sistema de actividad de valvas instalado. Foto: fuente propia.

2.2.1.4 Tratamiento experimental

Los individuos del tanque A —individuos 1A, 2A, 3A y 4A- se utilizaron como control,
mientras que los individuos del tanque B —individuos 1B, 2B, 3B, 4B— se utilizaron en el
experimento. Se aplicé un tratamiento (TR) (Tabla 2) para testear la hipotesis de que las
variaciones de la temperatura del agua eran las responsables del cambio entre los patrones
P1 (ciclo de verano) y P2 (ciclo de invierno) y viceversa. Este tratamiento consistio en
elevar la temperatura del tanque B hasta 25.0 £ 0.1 °C a 0.5—1 °C cada dos dias. El resto
de parametros se mantuvieron constantes. De acuerdo con esta hipdtesis, los individuos

del tanque B cambiarian de patron de P2 a P1 una vez la temperatura superara los 23 °C.

Una vez aplicadas las condiciones del TR durante 15 dias al tanque B (contando desde el
dia en el que las condiciones maximas de TR se alcanzaron), en caso de detectarse alguna
respuesta, el protocolo experimental se invertiria, lo que implicaria reducir la temperatura
a 18 °C a 0.5—1 °C por dia. Para este caso, lo esperado es una respuesta de cambio en el
patron de comportamiento (de P1 a P2) por debajo de los 20 °C. Para incrementar la
cantidad de datos, el experimento se replico aplicando TR al tanque A, usando el mismo

protocolo descrito para el tanque B.
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Tabla 2: Esquema de los diferentes tratamientos utilizados.

Fecha
Tratamiento tanque A Fotoperiodo Tratamiento tanque B
(2016)

15 abril Aplicacion protocolo TR

10 mayo Condiciones TR alcanzadas

1) Reduccion del periodo de luz a

16 mayo 20 h/4 h L/D

19 mayo  Aplicacion protocolo TR (23 °C)

22-23 mayo ii) Noche de luna llena

26 mayo Aplicacion de protocolo inverso

31 mayo Continuacion de TR

5 junio Condiciones TR alcanzadas

19 junio Protocolo inverso alcanzado

20 junio Aplicacion de protocolo inverso

22 junio iii) Oscuridad repentina

29 junio iv) Noche de luna llena

5 julio Protocolo inverso alcanzado

Se aplicaron distintos periodos de iluminacion para testear la influencia de la luz en la
actividad de valvas de los individuos en caso de que la aplicacion de TR diera lugar al
cambio de patrén de P2 a P1. Los periodos de iluminacién aplicados son los siguientes

(Tabla 2):

1) Reduccion progresiva del periodo de oscuridad de 12 h (12/12h L/D) a 4
h (20/4 h L/D). Este periodo de luz también se utiliz6é para prevenir un
estrés excesivo en los individuos en el patrén P1. Durante P1 los
individuos cierran las valvas con la oscuridad. Con las valvas cerradas,

los ejemplares detienen el proceso filtrador y por lo tanto la respiracion,
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por lo que mantener oscuridad de forma artificial durante largos periodos
podria causar fatiga en los individuos.

i) Reduccion paulatina de las horas de noche hasta el estado de “luna llena”
(24/0 L/D) y a continuacioén retornar a 20/4 h L/D.

i) Estado repentino de “luna llena” (24/0 L/D)

iv) Estado de oscuridad repentina en mitad del dia.

La reimplantacion de los individuos en el campo se programé para 10 dias después de las
condiciones de protocolo inverso, contando desde el primer dia en el que estas

condiciones fueron alcanzadas (18 °C) en el tanque A.

2.2.1.5 GapeR y procesado de datos

Los datos se analizaron utilizando una nueva version de gapeR (disponible en la

plataforma Github: https://github.com/Sebas92hc/GapeR_tesis), un codigo para el

procesado y analisis de los datos desarrollado usando la plataforma R (Garcia-March et
al.,2016). Esta nueva version de gapeR permitia al usuario trabajar con las series de datos
temporales mediante una grafica interactiva; visualizar todos los datos de actividad de
valvas de los diferentes individuos y los datos de los sensores y realizar analisis
estadisticos como Fast Fourier Transform (FFT), auto-correlacion (ACF) y cros-
correlaciéon (CC). Los dias se contabilizaron como “Dias experimentales”, siendo el

primer dia de experimento el Dia experimental 1.

Para el tratamiento de los datos, la serie de datos se separ6 en cada uno de los dos patrones
observados (P1 y P2). La estadistica se aplico tanto a la serie temporal de cada individuo
por separado como a la serie temporal media de los individuos del tanque A (avA) y
tanque B (avB). Las medias se calcularon tinicamente para los dias donde el patron (P1 o

P2) de todos los individuos del tanque era el mismo.

Un filtro band-pass Butterworth de segundo orden (baja frecuencia = 48 h™!, alta
frecuencia = 15 h'!) se aplicé a cada fraccion de la serie temporal. Para evitar el efecto
transitorio del filtro, se afadi6 a cada extremo de la serie temporal original 200 datos con
la media del valor. Una vez se aplicé el filtro, estos 200 datos se eliminaron para mantener
la serie temporal original pero ya filtrada. Con el fin de estudiar las principales
frecuencias encontradas en la serie temporal, se aplicé el FFT a los distintos fragmentos

de la serie temporal. La ACF se aplico para ver la auto-covarianza de la media de los

43



Tesis doctoral

fragmentos de la serie temporal de cada tanque. La CC se uso entre pares de individuos
en momentos de la serie temporal donde el patron mostrado entre los individuos era el

mismo.

2.2.2 Crecimiento de Pinna nobilis

Se realizd un estudio comparativo de 12 poblaciones estadisticas, denominadas en
adelante ‘poblaciones’ (Ludwig y Reynolds, 1988) de Pinna nobilis presentes en diversas
condiciones ambientales y ubicadas en areas protegidas y no protegidas del Mediterraneo
occidental (Francia y Espafia). La relacion entre los parametros de crecimiento estimados
mediante el método de Garcia-March et al. (2011a) y las condiciones del habitat de los
animales se evaluaron sobre la base de diferencias en el sitio (laguna, delta o mar abierto),
profundidad (superficial o profunda) y régimen hidrodindmico del hébitat (protegido y
expuesto). También se consider6 el estado de proteccion de las dreas marinas (protegidas
o desprotegidas). Los resultados de este estudio permitiran una mejor comprension de la
ecologia de la nacra en relacion con factores ambientales como la exposicion al oleaje,
considerando que el IPCC (2018) predice que en el futuro se produciran un aumento de
los extremos climaticos. Los resultados obtenidos también ayudaran en la planificacion
de acciones efectivas de repoblacion, la evaluacion de la resiliencia de las poblaciones
restantes y la creacion de nuevas areas marinas protegidas disenadas especificamente para

la recuperacion de poblaciones de P. nobilis.

2.2.2.1 Recoleccion de conchas y area de estudio

Para el estudio se utilizaron 229 conchas de 12 poblaciones distintas de Pinna nobilis
ubicadas en Espafia y Francia (Mediterraneo occidental), obtenidas bien por recoleccion
directa o por donacién de colecciones de distintos colegas de Institutos y Laboratorios de
investigacion (Figura 23). Las conchas provienen de localizaciones sometidas a distintas
condiciones hidrodindmicas, ambientales y distintos niveles de proteccion, 5
localizaciones tenian algiin tipo de proteccion, si bien, todas ellas se encontraban

incluidas en la red Natura2000.
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Figura 23: Localizacion de las poblaciones estudiadas en el trabajo de crecimiento sobre Pinna nobilis.

Para el calculo de los parametros de crecimiento pudieron utilizarse las 229 conchas y
siempre que fue posible, el andlisis incluyé6 20 conchas por poblacion, escogiendo
aquellas que cubrieran todo el rango de tamafios disponible. En los casos de las conchas
de individuos pequenos, menores a los 3 afios, no se utilizaron para el célculo de los
pardmetros de crecimiento. El tamafio muestral para cada poblacion vario entre 8 y 21

conchas por poblacion (Tabla 3).

Las conchas de las poblaciones 1 (Freus, N = 16) y 2 (Gandulf, N = 16) se obtuvieron de
una zona expuesta y otra abrigada respectivamente, por parte del Instituto Espafiol de
Oceanografia (IEO) de Baleares del 4&rea marina protegida del parque nacional de Cabrera
(Islas Baleares). Las poblaciones se encontraban en una pradera de Posidonia oceanica
entre 5-10 m de profundidad. La poblacion 3 (Tabarca, N = 20) corresponde al area
marina protegida de la isla de Tabarca, la primera drea marina protegida de interés
pesquero (RMIP) de Espafia, creada en 1986. Las conchas se recogieron en una pradera
de P. oceanica ubicada en la parte occidental de la isla, en una zona protegida de las
tormentas y a profundidades entre 5-10 m. La poblacion 4 (Port-Cros, N = 20) pertenece
al Parque Nacional de Port-Cros (noroeste del Mediterraneo, Var, Francia), uno de los

parques nacionales marinos mas antiguos del mar Mediterraneo, creado en 1963. A partir
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de 1969, se inicid un programa de monitoreo en el "Champ de La Palud" con el objetivo
principal de controlar la evolucidon de las poblaciones de Pinna nobilis en esta area
(Vicente et al., 1980). Las conchas que se obtuvieron esta area procedian en su mayoria
de un fondo dominado por mata muerta de P. oceanica entre 15-25 m de profundidad y
fueron recogidas por parte del Institut Océanographique Paul Ricard. Las conchas de la
poblacion 5 (Olla, N = 19) se obtuvieron de la zona suroeste de un pequefio islote en el
parque natural maritimo terrestre Serra Gelada proximo a la poblacion de Altea (Alicante,
Espafia), en una pradera de P. oceanica expuesta al oleaje a 5-10 m de profundidad,
siendo parte de las conchas recogidas por parte de la Asociacion Poseidon. La poblacion
6 (Mar Menor, N = 17) se obtuvo de la laguna costera hiperhalina del Mar Menor (Murcia,
Espaina), siendo las conchas recogidas por el Laboratorio de Invertebrados y Biologia
Marina de la Universidad de Valencia. El Mar Menor estd incluido en la Convencion
RAMSAR vy es una de las mayores lagunas costeras mediterraneas. La profundidad
maxima de la laguna es de 7 m, y las conchas se recogieron de un lecho fangoso cubierto
por Caulerpa prolifera a 2—6 m de profundidad. Las conchas de la Poblaciéon 7 (Moraira,
N = 21) fueron recogidas por el Laboratorio de Invertebrados y Biologia Marina de la
Universidad de Valencia y se obtuvieron de una bahia que estd orientada hacia el sur,
delimitada por las salientes de Moraira e Ifach (Alicante, Espaia) y expuesta al oleaje
proveniente del Sur (Garcia-March y Marquez-Aliaga, 2007). Las conchas se obtuvieron
de una densa pradera de P. oceanica localizada a 5-7 m de profundidad. La poblacién 8
(Raco, N = 18) se localiz6 en Calp (Alicante, Espaia) en la vertiente occidental del pefion
de Ifach a 5-10 m de profundidad en una pradera de P. oceanica al abrigo del oleaje que
proporciona este promontorio rocoso. La poblacion 9 (laguna de Diana, N = 14) se
localizaba en la costa Este de Corcega (Francia) y las conchas fueron recogidas por el
Institut Océanographique Paul Ricard. Esta laguna es la mas profunda de las que se
localizan en Corcega (11 m de profundidad), sin embargo, las poblaciones mas densas de
P. nobilis, de las cuales se obtuvieron las conchas, se encuentran en praderas de
Cymodocea nodosa a una profundidad entre 0.5—1 m (De Gaulejac y Vicente, 1990). Las
conchas de la Poblaciéon 10 (Embiez, N = 8) se obtuvieron por parte del Institut
Océanographique Paul Ricard en la laguna de Le Brusc, ubicada en el extremo sur del
archipi¢lago de Embiez. Esta laguna poco profunda est4 protegida del mar abierto por un
arrecife barrera de P. oceanica. La zona de recoleccion de las conchas estaba cubierta por
una pradera dispersa de P. oceanica, con una profundidad maxima de 1.5 m. La poblacion

11 (Balearia, N = 21) agrupa a individuos de poblaciones provenientes de varias areas
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alrededor de las Islas Baleares, todas ubicadas a 20 m de profundidad. Estas conchas
fueron recogidas por el Instituto Espafiol de Oceanografia de Baleares. La poblacion 12
(Alfacs, N = 20) se obtuvo de la parte sur del delta del Ebro (Catalufia, Espana) por el
Instituto de Investigaciéon y Tecnologia Agroalimentaria (IRTA). Esta area presenta
parches dispersos de C. proliferay C. nodosa. Las conchas se obtuvieron a profundidades
entre 0.2-1.2 m. Con respecto a sus caracteristicas ambientales, las poblaciones
muestreadas provenian de: dreas poco profundas en mar abierto protegidas del
hidrodinamismo, factor perjudicial para P. nobilis (Gandulf, Rac6, Tabarca); areas lo
suficientemente profundas como para no verse afectadas por el hidrodinamismo (Port-
Cros y Balearia); areas poco profundas en mar abierto que estan expuestas al
hidrodinamismo (Olla, Moraira y Freus); lagunas marinas costeras (Embiez, Diana y Mar
Menor); deltas (Alfacs).

Tabla 3: Datos para cada poblacion: N (niimero de conchas); Profundidad (m) (profundidad a la que se recogieron las

conchas); Ubicacion (mar abierto, laguna o delta); S/E (si el area estd protegida de (S) o expuesta a (E) la
hidrodinamica); P/U (si el area tiene un estado de proteccion especial (P) o no esta protegida (U)).

Poblacion N  Profundidad (m) Localizacion S/E  P/U

Freus 16 5-10 Mar abierto  E P
Gandulf 16 5-10 Mar abierto S P
Tabarca 20 5-10 Mar abierto S P
Port-Cros 19 10-25 Mar abierto S P
Olla 19 5-10 Mar abierto  E P
Mar Menor 17 0-2 Laguna S U
Moraira 21 5-7 Mar abierto  E U
Raco 18 5-10 Mar abierto S U
Diana 14 0-2 Laguna S U
Le Brusc 8 0-2 Laguna S U
Balearia 21 20 Mar abierto S U
Alfaques 20 0-2 Delta S U

2.2.2.2 Procesado de las conchas

Las conchas fueron tratadas de acuerdo con la metodologia descrita por Garcia-March et

al. (2011a) para lo cual, el 16bulo dorsal de una valva de cada concha se embebid en resina
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epoxi y se cortd en 3 a 5 secciones de 8 cm de largo (la porcion de la capa perdida en el
corte fue de aproximadamente 0.4 mm). Posteriormente, cada seccion se cortd
radialmente a través del registro del musculo abductor posterior (PAMS). Un lado de la
seccion radial se pulid con lija de agua hasta un grano fino de P1200 segun escala FEPA
(Federacion Europea de Productores Abrasivos) y se montd en un portaobjetos de vidrio,
cortandose una lamina delgada (aproximadamente 300 pm) con una sierra de corte de
precision (sierra de baja velocidad Buehler Isomet). La superficie libre del portaobjetos
fue pulida de nuevo hasta un grano de P1200. Las laminas delgadas producidas de esta
manera permiten el andlisis microestructural de los registros de crecimiento utilizando
una lente binocular de aumento y microscopia optica (Garcia-March y Marquez-Aliaga,

2007).

Para estimar los parametros de crecimiento, las posiciones de los PAMS se relacionaron
con el tamafio total de la concha (Ht) mediante el analisis de regresion lineal. Sobre la
base de la relacion lineal entre Ht y la longitud del 16bulo dorsal del nacar (DNL), se
ajustd una ecuacion a los datos para cada poblacion (Vicente ef al., 1980; Richardson et
al., 1999; Garcia-March y Marquez-Aliaga, 2007; Garcia-March et al., 2011a). También
se calcularon los tamafios totales de los individuos correspondientes a cada registro de

crecimiento.

Como suele ocurrir en las nacras, la capa de calcita esta incompleta en la parte anterior
de la concha, especialmente en muestras de adultos. Por esta razon, pueden faltar algunos
de los incrementos anuales mas antiguos (Garcia-March et al., 2011a). Dado que el
espesor de la calcita en cada incremento anual es una funcion del nimero de afios durante
los cuales se deposita (Garcia-March y Marquez-Aliaga, 2007), el numero de registros
perdidos podria obtenerse al comparar el espesor de la calcita en los 3 o 4 registros mas

antiguos para todos los individuos de una poblacion.

2.2.2.3 Modelo de crecimiento

Los datos de tamafio para cada edad se ajustaron a la funcion de crecimiento de Von-
Bertalanffy utilizando modelos mixtos no lineales (Vigliola y Meekan, 2009)
considerando L« (tamafio tedrico méximo de la poblacion) como aleatorio y to (el
momento en el que un individuo tiene longitud cero, sin significado biologico) y K (la
velocidad a la que se alcanza el tamafio asintdtico) como fijos (Garcia-March et al.,

2011a). Este método ajusta cualquier modelo no lineal a datos longitudinales con gran
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flexibilidad para modelar las correlaciones dentro del grupo que, a menudo, estan
presentes en este tipo de datos (Vigliola y Meekan, 2009). Se utilizé el escalado
multidimensional no paramétrico (MDS) como método de ordenacion para explorar las
afinidades entre poblaciones de acuerdo con la edad maxima, Max_Ht (tamafio maximo
individual en la poblacion), L. y K. La matriz de similitud, calculada mediante el método
Bray-Curtis index basado en datos transformados mediante la raiz cuadrada, se utilizo
para construir graficos MDS bivariados. El analisis multivariante se realiz6 utilizando el

paquete PRIMER v.5 (Clarke y Gorley, 2001).

Se utilizé la prueba Z-test (Clogg et al., 1995) para determinar la significancia de las
diferencias en los pardmetros L. y K entre los grupos, aplicando la correccion de
Bonferroni (o = 0.0083). Los grupos también fueron comparados con la poblacion
estudiada por Garcia-March ef al. (2011a) en la bahia de Moraira (Mor), en Alicante,
localizada en la misma area que la poblacion de Calp incluida en el presente estudio, pero

a un rango de profundidad diferente (11-13 m de profundidad).

Las diferencias de tamafio entre grupos de diferentes edades se comprobaron aplicando
el Tukey’s honestly significant differences (HDS) a los datos de tamafio por edad
obtenidos previamente (2.2.2.2. Procesado de las conchas). Las edades comparadas
fueron entre 2 afios (la primera edad para la que se dispuso de datos para la mayoria de
los individuos) y 11 (cuando ya solo habia datos suficientes para comparar SO y EO). A
partir de los 7 afios, no hubo datos suficientes de LG para la comparacién (solo se
pudieron comparar SO, EO y Alfacs) y a partir de los 11 afios hubo datos insuficientes de

Alfacs (solo se pudieron comparar SO y EO).

2.2.3 Evento de mortandad masiva de Pinna nobilis

Este apartado estd dedicado a los datos de campo y a los datos ecoldgicos recopilados
sobre la propagacion de la extincion de Pinna nobilis en Espafia y paises vecinos.
También se incluyen datos adicionales del rescate de ejemplares del medio natural y las
acciones de aislamiento de individuos en el medio mediante jaulas de exclusion de
depredadores. Ademas, se pudo realizar un compendio de recomendaciones para mejorar
el proceso de recoleccion, transporte y aislamiento de ejemplares, basadas en el
conocimiento adquirido. Esta informacion servird como base para la implementacion de
programas de proteccion y para incrementar el éxito de iniciativas activas para salvar a la

especie de la extincion. También ayudara a crear conciencia y preparar a los cientificos y
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administraciones para el futuro incremento previsto de la extincion de invertebrados
marinos provocada por enfermedades emergentes transmitidas por el agua (Harvell e al.,

2002; Fey et al., 2015).

2.2.3.1 Seguimiento del evento de mortandad

Tras detectarse mortalidades inusuales en el sur y el este de las costas mediterraneas
espanolas, Vazquez-Luis ef al. (2017), publicaron un primer informe de la situacion.
Posteriormente, gracias a la colaboracion de numerosos grupos de investigacion y a la
colaboracion ciudadana, fue posible afadir nuevas estaciones y areas de control de la
propagacion de la mortandad. Para el presente estudio, fue posible reunir informacion de
58 localizaciones a lo largo de las costas mediterrdneas espafiola y francesa gracias a
trabajos in situ y la colaboracion de numerosos grupos de investigacion, que aportaron
sus datos (Figura 24). Para todas las localidades, el esfuerzo de muestreo de los distintos
grupos de investigacion implicados en el seguimiento se distribuy¢ utilizando areas de
control de diferentes extensiones (minimo 1 unidad de 100 m?), que generalmente
correspondian a estaciones que habian sido objeto de seguimiento periddico antes del
inicio de la mortalidad masiva. Las 4reas adyacentes fueron rastreadas utilizando un
muestreo exploratorio extenso (Garcia-March y Vicente, 2006) para compararlas con las
areas control. Esta informacion se pudo completar con datos proporcionados por distintos
medios de colaboracion ciudadana (clubes de buceo locales, buzos profesionales y
aficionados) para aumentar el nimero de observaciones y la extension de las areas
analizadas. La informacion obtenida por ciencia ciudadana, enfocada principalmente en
la presencia de nacras vivas/muertas, siempre fuer supervisada por expertos, ya fuera
directamente, visitando la zona, o indirectamente, mediante la observacion de registro
fotografico digital, antes de ser validada cientificamente (Cabanellas-Reboredo et al.,
2019). Dada la variabilidad de las fuentes de datos y los periodos de muestreo, los datos
se proporcionaron como porcentajes mensuales de individuos vivos, incluyendo todos los
individuos que estaban vivos en la fecha de la observacion, a pesar de que algunos
mostraban sintomas de enfermedad. El seguimiento de la dispersion de la mortalidad
incluy6 solo poblaciones que todavia tenian individuos vivos en octubre de 2016. Las
temperaturas mensuales del agua para las ubicaciones monitorizadas se obtuvieron de
diferentes fuentes y equipos de investigacion. Estos datos incluyen medidas in situ con
periodicidad mensual o bimestral con una sonda multiparamétrica, registro de datos in

situ cada hora, promedios extraidos de lecturas mediante satélite diarias proporcionadas
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por la NOAA (www.seatemperature.org) y estaciones meteorologicas locales. La

informacion especifica para cada ubicacion se encuentra en la tabla suplementaria 1y 2

del anexo L.
8°IW 3“]\/\/ q" 3"‘E 6‘;E Q"IE 12°E
1w 0 10E 20°E N
1 1 1
. | A
|
asN| | n -45°N
| ! 40N
I |
I |
| |
- A SRS LN
42°N -42°N
2
o
.
ST Vi
39°N- 7 -39°N
11\.&6 7 2'56E T?’“
® 10 14
5 7 W IE
'/—8 39"10N
234 6
g ol
36°N- ® -36°N
398N
33°N -33°N
0 90 180 360 540
[ —— )
T T T T T T
8°W 3w 0° JE 6°E 9°E 12°E

Figura 24: Mapa de distribucion de las estaciones monitorizadas para dindmica poblacional e instalacion de recolectores
de larvas. Los circulos indican estaciones de dindmica poblacional, los tridangulos indican estaciones de recolectores de
larvas y los cuadrados indican estaciones con puntos de recoleccion de larvas y dinamica poblacional. 1, Algeciras. 2,
Caleta Maro. 3, Marina del Este. 4, Melicena. 5, Agua Amarga. 6, Isla de San Andrés. 7, Loza del Payo. 8, El Calon.
9, Terreros. 10, Mar Menor. 11, Illa de Tabarca. 12, Villajoyosa. 13, Serra Gelada. 14, Calp. 15, Illa Portixol. 16, Cap
de Sant Antoni. 17, Illetes. 18, Cala Gelada. 19, Rates (20 m). 20, Santa Maria Raco (10 m). 21, Santa Maria (20 m).
22, Morobuti (30 m). 23, Cap Pinar. 24, Magaluf. 25, Portals. 26, Sant Elm. 27, Cala Ratjada. 28, Cala Gat. 29, Pollenca.
30, Illa de l'aire. 31, Benibecar. 32, La Mola. 33, Sa Farola. 34, Son Saura. 35, Fornells-Cabra Salada. 36, Cala Mica.
37, Marina Reial. 38, Illes Columbretes. 39, Prat de Cabanes. 40, Serra d'Irta. 41, Bahia dels Alfacs. 42, El Fangar. 43,
Canyelles. 44, Tossa de Mar. 45, Illes Medes. 46, Montjoi. 47, Joncols. 48, Portlligat. 49, Peyrefite. 50, Etang de
Leucate. 51, Etang de Ayrolles. 52, Agde. 53, Etang de Thau. 54, Frontignan. 55, Les Aresquiers.

2.2.3.2 Relacidn entre la temperatura del agua y la supervivencia

Analizando los valores de temperatura del agua desde los primeros casos de mortalidad
y teniendo en cuenta que la temperatura juega un papel fundamental en el metabolismo
de los seres vivos, se plante6 evaluar la relacion entre la temperatura del agua y la
mortalidad en presencia de Haplosporidium pinnae. Para ello, se analizaron datos de
individuos del delta del Ebro (Tarragona) como grupo de control y de Portlligat (Girona)
utilizado como grupo experimental, tanto de aguas abiertas como de los ejemplares
rescatados y mantenidos en tanques. Se seleccionaron los datos del conjunto de toda la

informacion recopilada (anexo I, tabla suplementaria 1 y 2), teniendo en cuenta los
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siguientes aspectos: 1) Presencia/ausencia de H. pinnae confirmada por PCR (numerosos
positivos en individuos de Portlligat y ninglin positivo en muestras de individuos del delta
del Ebro hasta julio de 2018) y 2) Registros de temperatura y supervivencia mensuales

entre noviembre de 2017 y septiembre de 2018.

2.2.3.3 Reclutamiento y colectores de larvas

Debido a la virulencia del protozoo y su rapidez de expansion, se planted6 como de
especial interés analizar si se detectaba y como se desarrollaba la reproduccion de la nacra
en el medio natural. Para controlar el reclutamiento y la supervivencia de las semillas de
nacra, se instalaron colectores de juveniles entre junio de 2017 y noviembre de 2017 en
11 estaciones a lo largo de las costas mediterraneas espafolas (Figura 24). Los colectores
se basaron en los disefios de Garcia-March y Vicente (2006); Cabanellas-Reboredo et al.
(2009); Kersting y Garcia-March (2017), consistentes en bolsas de malla de plastico que
en su interior portaban otras bolsas de malla de plastico, lo que genera un ambiente
plagado de multitud de microcavidades, donde las larvas encuentran un lugar 6ptimo para
fijarse. Los colectores se dispusieron en lineas de captadores dispuestos en intervalos de
1 a 1.5 m en profundidades comprendidas entre 0.5 y 20 m. En el delta del Ebro se
instalaron captadores s6lo a 0.5 m de profundidad y en el resto de emplazamientos, el
colector menos profundo se situd a una profundidad de 3 m. Entre octubre y noviembre
de 2017, los colectores fueron extraidos y transportados en neveras con agua de mar del
lugar de recogida en la estacion marina del Instituto de Investigacion en Medio Ambiente
y Ciencia Marina (IMEDMAR-UCYV). Los colectores se examinaron de visu en el
laboratorio y todos los pinnidos encontrados se dispusieron en acuarios de 50 1 con
circuito cerrado y alimentados con el mismo gel de fitoplancton que los adultos (2.2.3.4.3.
Mantenimiento en cautividad). Para alimentar a los juveniles se les proporciond < 1 ml
dia’! de cada especie de gel de fitoplancton. El agua se filtré a 1 py se expuso a radiacion
ultravioleta > 100 mWs! cm™!. Se llevaron a cabo censos adicionales de reclutamiento in

situ cada vez que se monitored una estacion de control de la supervivencia de adultos.

2.2.3.4 Rescate de individuos

Dentro de la coordinacion del proyecto de “rescate de 215 ejemplares de nacra (Pinna
nobilis) y su mantenimiento en cinco centros especializados” por parte del IMEDMAR-
UCYV se unificod y se realizé el filtrado y analisis de los datos propios y de los centro

participantes (Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (IRTA), Instituto
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de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), Instituto Espafiol de
Oceanografia de Espafia (IEO) y I’Oceanografic de Valencia), materializandose el

resultado en la publicacion realizada por Garcia-March et al. (2020).

2.2.3.4.1 Extraccidon de individuos

Debido a la rapidez con que se detectaban zonas con elevada mortalidad de Pinna nobilis
desde octubre de 2016, se hacia necesaria la localizacion de ejemplares vivos en nuestras
costas para poder aislarlos del ataque del protozoo y mantenerlos en condiciones de
cautividad. Asi, en febrero de 2017 fue posible recoger 16 nacras adultas de la Marina
Real de Valencia (Puerto de Valencia), de los que 8 ejemplares se alojaron en el
IMEDMAR-UCYV y 8 en las instalaciones de I’Oceanografic de la Ciudad de las Artes y
de las Ciencias de Valencia. La rapida propagacion del protozoo por las costas espaiiolas
durante la primavera-verano de 2017 desde el sur, llevo al Ministerio para la Transicion
Ecologica y el Reto Demogréfico a declarar un rescate de emergencia de 215 ejemplares
de las costas de Girona para aislarlos de la presumible llegada el protozoo y poder
mantenerlos con vida en cautividad. Este rescate, coordinado por el IMEDMAR-UCV,
permitié la recoleccion de 100 individuos de la bahia dels Alfacs (delta del Ebro,
Tarragona) y 115 procedentes de Portlligat (Cap de Creus, Girona) en noviembre de 2017.
Estos individuos se trasladaron a diversos centros en un vehiculo adaptado para el
transporte de esta especie en tanques de 600 1 con sistema de aireacion continua. Los 100
individuos del delta del Ebro fueron acogidos en el Instituto de Investigacion y
Tecnologia Agroalimentaria (IRTA). Los 115 individuos de Portlligat se dividieron en 4
grupos: 50 fueron acogidos en el Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y
Pesquera (IFAPA) Agua del Pino en Huelva, 50 en el Instituto Espafiol de Oceanografia
de Espafia (IEO) en Murcia, 5 en las instalaciones de I’Oceanografic de Valenciay 10 en
la estacion marina de IMEDMAR-UCV en Calp (Alicante). Las instituciones fueron
seleccionadas por su experiencia en el mantenimiento en cautividad de especies marinas,
incluyendo bivalvos marinos y/o P. nobilis, ademas de por su disponibilidad para albergar
nacras. El nimero de ejemplares por institucion dependié de las posibilidades de espacio
disponible para mantenerlos en las condiciones adecuadas. Para asegurar que todas las
nacras recolectadas fueran adultos con capacidad reproductiva, solo se extrajeron
especimenes con una longitud de concha mayor a 40 cm. Para la extraccion de individuos
tanto en La Marina Real de Valencia (febrero de 2017) sobre fondos sedimentarios como

los de Portlligat (noviembre de 2017) en pradera de Posidonia oceanica, 2 buzos en
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inmersion con escafandra autbnoma cavaban un agujero en el sedimento cerca de la parte
ventral de la concha, para liberar el biso cortando los filamentos enterrados en el
sedimento con un cuchillo o sierra de filo largo (Figura 25). Para el caso de la extraccion
de individuos de la bahia dels Alfacs (noviembre de 2017), donde la tipologia del fondo
era fangosa y se localizaban a menos de 1 m de profundidad, se utiliz6 una bomba de
agua eléctrica en nacras situadas en parches sin vegetacion a poca profundidad. Se
bombed agua a presion en la parte ventral de los individuos para eliminar el barro y la
arena que cubria el biso. Cada individuo se mantuvo con agua y solo se expuso al aire

durante unos segundos para colocarlo dentro de los tanques de transporte.

Figura 25: Rescate de nacras en Portlligat (Girona). Foto: Raul Alvarez (Kraken Dive).

2.2.3.4.2 Transporte

Para el transporte se adaptd una furgoneta con 3 tanques de 300 1 de agua de mar. La
aireacion constante del agua se logrd con un compresor de aire portatil. La temperatura
del agua se pudo mantener alrededor de 14 °C, coincidiendo con la temperatura ambiente
invernal durante los dias de trabajo. Los tanques para el traslado estaban provistos de
secciones individuales para cada nacra, separados con paredes de cota de malla plastica

de 5 mm de luz, de manera que cada contenedor podia albergar hasta 10 ejemplares. Las
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nacras se colocaban suavemente en su seccion con el eje anteroposterior descansando
horizontalmente y la parte dorsal o ventral hacia arriba (Figura 26). Aunque las distancias
desde el punto de recoleccion hasta la institucion de acogida oscilaron entre 4 km y 1270

km, todos los viajes se realizaron en un solo dia.

Figura 26: Sistema de transporte de ejemplares de Pinna nobilis durante el rescate en Portlligat. Foto: IMEDMAR-
UCV.

2.2.3.4.3 Mantenimiento en cautividad

Una vez en las distintas instalaciones de acogida de ejemplares, las nacras se colocaron
en tanques de distintas formas y volimenes segtn los centros de recepcion, entre 400 y
5.000 1, de modo que se instalaron en grupos entre 4 y 12 individuos. Para el caso de los
individuos de I’Oceanografic e IMEDMAR-UCV (8 + 8 ejemplares de la Marina Real y
5 + 10 de Portlligat) se utilizaron sistemas de circuito cerrado para los pequefios grupos
alojados en sus instalaciones. En el caso de los alojados en el IEO de Murcia (50
ejemplares) y en el IFAPA en Huelva (50 ejemplares) se utilizaron circuitos semicerrados
donde se renovo el agua dos veces por semana en el [EO y cada 2 dias en el IFAPA. En
el caso de las 100 nacras alojadas en el IRTA, el sistema fue en circuito abierto. En todos
los sistemas, el agua se paso a través de filtros de 1 um y se expuso a radiacion UV (>
100 mWs! cm!) antes de llegar los depdsitos con los individuos, siguiendo las
recomendaciones de Ford et al. (2001) para el caso de la infecciéon de ostras con
Haplosporidium nelsoni y Perkinsus marinus. La temperatura del agua dentro de los
tanques para la recepcion de individuos en las distintas instituciones se dispuso por
encima del considerado limite minimo de confort de 16 °C (Trigos et al., 2015). Sin

embargo, debido al gran volumen de agua en el circuito abierto del IRTA y semiabierto
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del IFAPA, la temperatura del agua solo se pudo elevar hasta los 13.9 y hasta los 15 °C
respectivamente. En el resto de instalaciones donde los tanques de ejemplares eran mas
pequeiios (IEO-Murcia, Oceanografic e IMEDMAR-UCV) la temperatura del agua
durante la recepcion se mantuvo a 17 °C. Todos los individuos fueron colocados
verticalmente con el extremo anterior de la concha apuntando hacia abajo, pero sin
enterrarlos en sedimento. Para mantener a los individuos en posicion vertical se utilizaron
diversos soportes, como bloques de hormigdén donde se insertaban los individuos en los
huecos o tubos de PVC donde los individuos se apoyaban de un lado. Los individuos
también se dispusieron en los tanques evitando proximidad a las cdmaras de inhalacion y
exhalacion entre ejemplares contiguos. Para alimentar a las nacras, se suministré una
mezcla diaria inicial de gel de fitoplancton (easyreefs®) y detritos fangosos autoclavados
con alto contenido de materia orgénica (MO) y suplementos (liofilizado easy SPS®) en
las siguientes concentraciones por individuo promedio de 55 cm: 2.4 a 7.2 ml de
Isochrysis galbana (0.0120 a 0.036 ¢ MO ml') 2.4 a 7.2 ml de Phaeodactylum
tricornutum (0.0121 a 0.0363 g de MO ml!) 1.5-4.5 ml de Tetraselmis chuii (0.0172—
0.0516 g MO ml™") 0.3 g de detritos fangosos (10% de contenido de MO) 0.1 g de SPS
facil (83.88% de contenido de MO). Se implementaron modificaciones en la cantidad de
los distintos componentes de la dieta a posteriori, de acuerdo con la configuracion
especifica de los tanques de cada institucion, la aceptacion de alimentos y la produccion
de pseudoheces. El alimento se suministré diluido en agua de la siguiente manera: de
forma continua (IFAPA), en una sola dosis diaria (I’Oceanografic), dos dosis diarias
(IRTA e IEO-MURCIA) o cuatro dosis por dia (IMEDMAR-UCYV). Los epibiontes en
las conchas se limpiaron un mes después de la recepcion de los individuos para minimizar
el estrés del cautiverio. Para ello, se dispusieron las nacras dentro de bandejas llenas de
agua de mar para el proceso de limpieza. En este proceso, se eliminaban cuidadosamente
todos los epibiontes que fuera posible sin dafiar de la superficie de la concha, mediante

una rasqueta o estropajo de acero inoxidable.

2.2.3.5 Jaulas de exclusion de depredadores

Para comprobar si la infeccion por Haplosporidium pinnae era suficiente para causar la
muerte de los ejemplares o si el parasito producia un debilitamiento que dejaba a los
ejemplares a merced de los depredadores, se estim6 conveniente aislar algunos
ejemplares de Pinna nobilis del posible ataque de depredadores, desde el momento que

se constato que estaban expuestos a la infeccion de H. pinnae. Asi pues, se seleccionaron
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35 individuos de la poblacion de Portlligat (Cap de Creus) que fueron enjaulados a salvo
de los predadores, en mayo de 2018 (30 jaulas) y en junio (5 jaulas), uno y dos meses
después de detectarse el inicio de la mortandad en esta poblacion. Se seleccionaron cuatro
areas de 500 m? incluyendo 8 o 9 individuos en cada una protegidos por jaulas
individuales (Figura 27). Se realiz6é un seguimiento mensual hasta que muri6 el tltimo de
los ejemplares aislados. Cada mes, las jaulas se abrian, se limpiaban de epibiontes y de
posibles depredadores que pudieran haber entrado como juveniles y se hubieran instalado
en la jaula. Estas jaulas de exclusion consistieron en un cilindro de 30 cm de didmetro y
50 cm de longitud de 5 mm de luz de malla, la tapa superior hacia de puerta con cierre y
estaba formada por una malla de 2 mm. La parte inferior del cilindro se disenidé con malla
flexible de 2 mm de luz, con un cierre de cordon que se fijaba alrededor de la concha de
la nacra en el punto de insercidn en el sedimento, para evitar la entrada de depredadores,
por la parte inferior de la jaula. El sistema de abertura y cierre de la parte superior disponia
de otro cierre de cordon (Figura 27). Se utilizaron tres varillas de acero con una longitud
de 1 m para sujetar la jaula al fondo del mar y proporcionar un mejor ajuste de la

estructura a la forma plana de las nacras.

Figura 27: Ejemplo del interior de una jaula de exclusion de depredadores utilizada en Portlligat. Foto: IMEDMAR-
UCV.
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2.2.4 Influencia de la temperatura en la filtracion y el consumo de oxigeno

de Pinna nobilis

El estudio de los parametros fisioldgicos basicos como la tasa de aclaramiento y la tasa
metabolica, asi como sus variaciones en funcion de la temperatura, podria ayudar a
desarrollar mejores protocolos para mantener ejemplares en cautividad, siendo
especialmente interesante poder cuantificar la capacidad de filtracion y requerimientos
energéticos de las nacras cautivas en funcion de la temperatura. Ademads, este
conocimiento mejorard la comprension del papel ecoldgico de la especie en el ecosistema
en general, en las poblaciones supervivientes que habitan en entornos paralicos
amenazados y en un contexto de cambio climatico y aumento de temperaturas en el mar
Mediterrdneo en el que nos encontramos. Para ello, se realizd un experimento para
estimar la tasa de aclaramiento (CR) y el consumo de oxigeno (VO:) en ejemplares de

Pinna nobilis en cinco temperaturas diferentes.

En febrero de 2020 se recolectaron 8 ejemplares jovenes de Pinna nobilis de tamafos
similares (=30 cm) en la bahia del Fangar en el delta del Ebro (Tarragona). Los individuos
fueron transportados siguiendo los protocolos de transporte antes descritos, a las
instalaciones de IMEDMAR-UCYV en Calp (Alicante). Se midi6 la longitud méxima
antero-posterior (Garcia-March y Vicente, 2006) y el ancho dorso-ventral maximo,
medido desde el punto de inflexion hasta el punto ventral con maxima anchura horizontal
de los ejemplares (De Gaulejac y Vicente, 1990) y se mantuvieron durante 6 meses en
dos tanques de 750 1 en un sistema de circuito cerrado como el descrito en el apartado
anterior para las instalaciones de mantenimiento de ejemplares. La aclimatacion se realizo
a una temperatura de 14 + 0.5 °C y una salinidad a 37.5 — 38.0 psu. A partir de la ecuacion
obtenida para Pinna rudis en el apartado “2.3.1.4. Relacion morfométrica y anélisis
estadistico” de la presente tesis como modelo biologico de pinnidae, los ejemplares de P.
nobilis fueron alimentados con una racion diaria de fitoplancton vivo cultivado en las
instalaciones del IMEDMAR-UCYV del 6% (Helm, 2004) del peso seco (DW) estimado
de cada individuo. La racion diaria se distribuy6 en dosis de = 2 mm? I'! de Isochrysis
galbana (T-I1SO), una concentracion por debajo del umbral de produccion de pseudoheces

(Bayne et al., 1989; Bayne, 1993).
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2.2.4.1 Diseno experimental

Para los experimentos, después del mantenimiento en los tanques de 750 1, los 8
ejemplares de Pinna nobilis fueron trasladados individualmente a ocho acuarios de 55 1
(Figura 28). Ademas, un acuario extra con las mismas caracteristicas se dejo sin ningun
ejemplar para ser utilizado como control. Los acuarios se mantuvieron en un circuito
cerrado con idénticas condiciones de agua. El agua circulaba desde los acuarios a través
de un sumidero equipado con un filtro mecanico y biologico, un skimmer y un
climatizador y luego recirculaba de regreso a los acuarios. Las nacras se colocaron en
posicion horizontal, ya que no se observo ninglin efecto significativo en la fisiologia de
esta familia en funcion de la postura (apartado 2.3.2.2. Colocacion de los ejemplares en

los tanques).

Figura 28: Ejemplares de Pinna nobilis en acuarios de 55 1 durante el experimento. Foto: fuente propia.

Para analizar el efecto inducido por el cambio térmico sobre los parametros fisioldgicos,
se midieron las tasas de aclaramiento (CR: 1 h'') y consumo de oxigeno (VO2: mgO» h')
a 5 temperaturas (8.5, 14, 18, 23 y 28 °C). Se consider6 que la temperatura mas baja (8.5
°C) representaba la temperatura mas fria que puede observarse en zonas superficiales del
mar Mediterraneo, como las lagunas costeras (Quintana et al., 2018a). 14 °C es una
temperatura comun durante el invierno en el mar Mediterraneo (Garcia-March et al.,
2011b), 18 °C y 23 °C representan temperaturas intermedias dentro del confort térmico
para la especie (Basso et al., 2015b; Trigos et al., 2015) y 28 °C se consideré6 como una

temperatura limite del rango de confort de P. nobilis (Basso et al., 2015b), una
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temperatura que, ademads, se puede alcanzar y superar en ambientes paralicos en los que
también se encuentra esta especie (Yal¢in et al., 2017; Prado et al., 2020b; Romero et al.,
2020; Llorca et al., 2021). Se evitaron temperaturas mas altas para reducir la probabilidad
de mortalidad de ejemplares, dado el estado de proteccion de la especie. El experimento
se realizo siguiendo el siguiente protocolo: inicialmente, la temperatura del agua se redujo
de 14 °C (temperatura a la que se encontraban previamente en los tanques de 750 1) a 8.5
+ 0.5 °C en 48 horas. Posteriormente, los individuos se mantuvieron a esta temperatura
de exposicion durante 1 semana y al séptimo dia se midieron la CR y el VO». Una vez
finalizadas las mediciones, se aument6 la temperatura del agua a la siguiente temperatura
de exposicion en dos dias, y las mediciones fisioldgicas se determinaron después de 7
dias de mantenimiento. Se prosiguié con esta metodologia hasta completar el ciclo con

las cinco temperaturas experimentales.

Durante el experimento térmico, las nacras se alimentaron de forma continua a diario
durante 16 h con los filtros desactivados. Esta dosificacion permitia mantener el agua
limpia al inicio de cada dia, de forma que en el séptimo dia a cada temperatura se podia
proceder al inicio del experimento. La comida se administr6 en dosis de = 2 mm? 1! de
Isochrysis galbana (T-ISO) mediante bombas peristalticas y se volvia a administrar
media dosis cada vez que la concentracion en el agua alcanzaba la mitad de la dosis
inicial. Durante las siguientes 8 h del dia, no se daba alimento a los acuarios y se activaban

los filtros para dejar que el agua se limpiara hasta el dia siguiente.
2.2.4.2 Medicion de las tasas fisiologicas

2.2.4.2.1 Tasa de aclaramiento

Para determinar la tasa de aclaramiento, se interrumpi6 la recirculacion del agua en los
acuarios para estancar el agua y utilizar los acuarios como sistemas estaticos.
Posteriormente, se afiadio a cada acuario una dosis de alimento (= 2 mm? I'") de Isochrysis
galbana (T-ISO) y se calculd la tasa de aclaramiento a partir del descenso de la

concentracion de particulas en el acuario siguiendo la expresion de Coughlan (1969):

CR
In(Cy) — In(Cy) = (7 +x) -t

Donde Co y C: representan la concentraciéon de particulas en el tiempo 0 y t,

respectivamente, V es el volumen de agua en el acuario (551) y a es la tasa de sedimento
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de las particulas (determinada como Ln (Co)- Ln (C;) = a t en un acuario control sin

animal).

La concentracion de particulas se determin6 usando un Coulter-Multisizer I1I. La primera
muestra (Co) se tomd 2 minutos después de la adicion de las microalgas para permitir la
homogenizacion del alimento en el agua y se tomaron de 4 a 5 muestras mas en tiempos
regulares (a intervalos de 7 a 25 min) dependiendo de la temperatura. Este procedimiento
se repitid cuatro veces consecutivas para cada individuo, incluido el control, y cada
temperatura de exposicion. El agua se recirculd y se filtro por un filtro de 1 um entre
replicas para limpiar cualquier fitoplancton que pudiera quedar sin filtrar. Finalmente, la
tasa de aclaramiento individual se calculé como el valor de CR medio obtenido para cada

individuo en las cuatro determinaciones.

2.2.4.2.2 Consumo de oxigeno (VO2: mgO, h'!)

Una vez que se completaron las mediciones de la CR para cada temperatura, las nacras
se transfirieron a respirometros para determinar su consumo de oxigeno. Los
respirdmetros consistian en cubos de plastico de 15 | sellados y llenos de agua a la
temperatura experimental. El volumen del cubo era reducido afiadiendo botes sellados
para disminuir el volumen de agua y reducir los tiempos de medicion. El volumen final
se media después de cada medicion para los calculos. El consumo de oxigeno se calculd
como la tasa de reducciéon de la concentracion de oxigeno disuelto (DOC) en el
respirometro a lo largo del tiempo. Se midi6 la DOC cada 15 min (30 min para 8.5 °C)
utilizando el sensor de oxigeno de la sonda oceanografica AAQ-RINKO 177 y se coloco
una bomba de recirculacion en el interior del cubo para permitir la circulacion del agua y
el correcto funcionamiento del sensor de oxigeno. Los individuos se mantuvieron dentro
del respirometro hasta que se detecté una diferencia del 20% en la concentracion de
oxigeno inicial, o hasta que pasaron un méaximo de 3 horas. Para mantener una
temperatura constante, los respirometros se colocaron dentro de un tanque de 3501 a la

temperatura experimental controlada por un climatizador.

2.2.4.2.3 Expresion de las mediciones fisiologicas

Las tasas fisiologicas generalmente se estandarizan a 1 g de peso seco (DW) de biomasa
corporal usando coeficientes alométricos para corregir las diferencias de tamafio entre
individuos. Sin embargo, dado que actualmente no se dispone de estudios alométricos de

las variables fisioldgicas para estas especies, no pudimos utilizar las tasas fisiologicas
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estandarizadas. Ademas, se evitd la diseccion de animales de experimentacion dado el
estado de proteccion y la situacion critica de la especie y, por lo tanto, se estimo el peso
seco de los tejidos blandos de los ejemplares del experimento mediante la regresion
longitud-peso seco obtenida en el apartado “2.3.1.4. Relacion morfométrica y analisis
estadistico” para Pinna rudis, la especie mas cercana para la que hay datos disponibles.
Como consecuencia, con fines comparativos, las tasas fisioldgicas se expresaron como
tasas especificas de masa dividiendo las tasas fisiologicas individuales por el peso seco

estimado de los tejidos blandos.

2.2.4.2.4 Analisis estadistico
La dependencia térmica de las variables fisioldgicas se analizd calculando los coeficientes

Q10, utilizando la ecuacion Qo = (R, /Rl)m/ (tz-t1) donde R> y Ry son la tasa fisioldgica a
la temperatura t2 y ti respectivamente (Bayne y Newell, 1983).

La normalidad y la varianza de los datos se probaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk
y la prueba de Bartlett, respectivamente. Las diferencias en CR y VO: entre temperaturas
se analizaron por medio de pruebas t emparejadas multiples usando la correccion de
Bonferroni. Todos los andlisis se realizaron utilizando el entorno informatico estadistico

R.
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2.3 Pinna rudis como modelo de aspectos biologicos de la familia Pinnidae

2.3.1 Crecimiento de Pinna rudis

Para obtener informacion sobre sobre la poco conocida biologia de Pinna rudis, se llevo
a cabo un estudio de crecimiento de ejemplares juveniles mantenidos en jaulas en el mar
durante 2 afios. El estudio permitio obtener informacion sobre el peso seco (DW) y datos
morfométricos. Como se describe en el apartado 2.1.1. Parametros oceanograficos,
durante este periodo se realizé el registro de pardmetros oceanograficos (oxigeno disuelto
—DO-, clorofila a, turbidez, salinidad y temperatura) de manera simultdnea para obtener
informacion ambiental que pudiera influir en la tasa de crecimiento de P. rudis. La
informacion obtenida incrementa el conocimiento de la ecologia de esta especie a partir
de datos biométricos, supervivencia y su relacion con variables ambientales. Esta
informacion permite utilizar P. rudis como modelo para la aplicacion de experimentos
manipulativos que se realicen posteriormente en P. nobilis, a la vez que permite
comprender mejor la resiliencia de sus poblaciones en el mar Mediterraneo en el contexto

del cambio climético.

2.3.1.1 Localizacién y recoleccion de juveniles

Debido al fendmeno de reclutamiento masivo observado en los cabos de las estructuras
de una instalacion acuicola (Grupo Andromeda Ibérica) en Vila Joiosa, Alicante (Espaia)
el 19 de febrero de 2018, se pudieron obtener 39 juveniles de Pinna spp. de tamafios
similares (34.9 £ 6.2 mm) (Figura 29). Los individuos pudieron ser identificados de visu
como pertenecientes a las especies Pinna rudis o P. nobilis siguiendo las indicaciones
dadas anteriormente (ver apartado 1.2.3. Identificacion de visu de Pinna nobilis y Pinna
rudis e hibridacion), si bien para corroborar la eficacia de los rasgos morfoldgicos
utilizados se realizé un andlisis genético en una submuestra de 5 individuos en el
laboratorio CRIOBE (Centre de Recherches Insulaires et Observatoire de
I’Environment). Este andlisis permitié clarificar la variabilidad de caracteres en los
ejemplares de las dos especies. Los individuos se localizaron principalmente en los cabos
horizontales de la instalacion, de 60 m de largo, localizados a 4—6 m de profundidad y
que sostenian tres filas de 6 jaulas cada una. El 20% de las cuerdas fueron muestreadas
para estimar el nimero de reclutas. Cuatro meses después, el 29 de junio de 2018, se
recolectaron 80 P. rudis (48.6 £ 8.8 mm) y se transportaron utilizando una nevera portatil

con agua de mar, para ser colocadas en jaulas dispuestas en mar abierto el mismo dia.
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Figura 29: Juveniles de Pinna rudis y P. nobilis en los cabos de las jaulas de acuicultura de Vila Joiosa, Alicante
(Espaiia). Fotos: fuente propia.

2.3.1.2 Diseo y ubicacion de jaulas para el mantenimiento de Pinna rudis
in situ

Los juveniles se dividieron en dos grupos, el grupo 1 (n = 40) se utiliz6 para el
seguimiento del crecimiento (largo y ancho) mientras que el grupo 2 (n = 40) se utilizd
para obtener una relacion entre las medidas de tamafio y peso. Los ejemplares se
instalaron en jaulas en el mar el 29 de junio de 2018. El grupo 1 se coloco en 4 jaulas
independientes suspendidas en la columna de agua a 15 m de profundidad (Figura 30) en
la zona marina adyacente al parque natural del penyal d'Ifac en Calp, Alicante (Espaia)
(Figura 31). Cada jaula, confeccionada con de malla de plastico de 4.5 mm, incluia 10
individuos. En el interior, cada ejemplar se alojaba en una caja independiente de 35 x 15
x 10 cm (largo x ancho x alto). Las cajas de cada jaula se distribuyeron en dos filas de 5
cajas cada una. Las jaulas fueron ancladas a bloques de cemento a 20 m de profundidad
mediante un cabo y permanecieron suspendidas en la columna de agua a 15 m sobre
cuatro flotadores pequefios, dispuestos cada uno en una esquina de la jaula. Los juveniles
del grupo 2 se colocaron en dos jaulas individuales de 100 x 60 x 10 cm (largo x ancho x

alto), fondeadas a 20 m de profundidad y a 1 m por encima del fondo. La ubicacion y
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profundidad de las jaulas fueron seleccionadas para evitar el enterramiento, la

depredacion y la posible interferencia de pescadores o buzos recreativos (Figura 31).

Figura 30: Cajas suspendidas en la columna de agua con los ejemplares de Pinna rudis pertenecientes al grupo 1. Foto:
fuente propia.
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Figura 31: Ubicacion de las jaulas de Pinna rudis y el area de muestreo de los datos oceanograficos.
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2.3.1.3 Seguimiento en las jaulas

Con una periodicidad mensual entre junio de 2018 y julio de 2020 (25 meses) se
realizaron inmersiones de seguimiento de los ejemplares de Pinna rudis (Figura 32). El
periodo entre mediciones vario entre 20 y 40 dias dependiendo de las condiciones
climaticas, con la excepcion de la campafia de marzo-abril de 2020, que se omiti6 debido

a las restricciones por pandemia de COVID19 en Espaia.

Para el caso de los ejemplares del grupo 1 se midieron, in situ con precision milimétrica,
la longitud méxima antero-posterior (Garcia-March y Vicente, 2006) y la anchura
maxima dorso-ventral, medido desde el punto de inflexion hasta el punto ventral con
maxima anchura horizontal (De Gaulejac y Vicente, 1990). Las medidas se tomaron con
un pie de rey para longitudes de concha < 15 cm y una forcipula para longitudes de concha

> 15 cm (Figura 33).

Figura 32: Transporte de una caja de mantenimiento de Pinna rudis para su reparacion. Foto: Jordi Chias.
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A los ejemplares del grupo 2 se les dejaba crecer y se recolectaron sistematicamente
durante el periodo de monitorizacidon para obtener un rango de tamafios hasta 300 mm de
longitud de concha. En el momento de recoleccion se tomaron medidas de la longitud
anteroposterior maxima y el ancho dorso ventral siguiendo las pautas de los ejemplares
del grupo 1. Los ejemplares del grupo 2 fueron sacrificados, se separaron los tejidos

blandos de la concha, se secaron a 105 °C durante 48 °C y se pesaron.

Para ambos grupos de ejemplares, las jaulas se limpiaron de epibiontes en cada inmersion
mensual durante todo el periodo de seguimiento. Los parametros oceanograficos (oxigeno
disuelto (DO), clorofila a, turbidez, salinidad y temperatura) se obtuvieron a partir de las
medidas bimensuales tomadas en la estacion a 15 m de profundidad descritas previamente

en el apartado 2.1.1. Parametros oceanograficos.

2.3.1.4 Relacion morfométrica y analisis estadistico

Los datos de crecimiento (grupo 1) se expresaron en mm dia™! para cada periodo de
seguimiento. La relacion entre longitud-ancho (grupo 1 y grupo 2) y longitud-DW (grupo
2) se ajustd mediante regresion lineal, utilizando el grado de asociaciéon dado por el
coeficiente R?. Los datos de longitud-DW se transformaron previamente mediante
logaritmo para ajustarlos a una regresion lineal. Se calculé un modelo de crecimiento
utilizando el modelo de efectos mixtos no lineales (Vigliola y Meekan, 2009) para ajustar
los datos de tamafio por edad a la funcion de crecimiento de Von-Bertalanffy. L., se
consider6 aleatorio y to y K fijos (Garcia-March et al., 2011a). Se calcul6 el coeficiente
de correlacion de Pearson (Benesty et al., 2009) entre el crecimiento (mm dia!) y los
datos oceanograficos. Para ello, se restd la tendencia ontogenética a los datos de
crecimiento utilizando el método no paramétrico Seasonal and Trend Decomposition

Using Loess (STL) descrito por Cleveland ef al. (1990) mediante el software libre R.
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A

Figura 33: A) Medicion de Pinna rudis < 15 cm mediante un calibre vernier (foto: Fabian Joulins); B) Medicion de
Pinna rudis > 15 cm con una forcipula. Foto: Sebastian Hernandis Giner.
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2.3.2 Fisiologia energética de Pinna rudis

Se realizo un experimento de fisiologia energética en Pinna rudis usando la técnica de
estudio scope for growth SFG (ver apartado 1.2.4. Mantenimiento en cautividad) para
tres dietas diferentes (100% fitoplancton vivo, 100% dieta comercial y 50% fitoplancton
vivo + 50% dieta comercial). Con este experimento se pretendia conocer la fisiologia
energética de P. rudis para desarrollar mejores protocolos de cautiverio para P. rudis y
otros pinnidos, analizar la efectividad de una dieta comercial para el mantenimiento de
esta especie en condiciones de cautiverio y evaluar el nivel de sustitucion de la dieta de

microalgas vivas.

Para este experimento se utilizaron ejemplares juveniles recolectados previamente en la
instalacion de acuicultura de Vila Joiosa, del mismo modo que los ejemplares del apartado
“2.3.1.1. Localizacién y recoleccion de juveniles”. Estos ejemplares fueron mantenidos
en jaulas cerca del fondo en el mar durante 1.5 afios, con el mismo sistema descrito en el
apartado “2.3.1.2. Disefio y ubicacion de jaulas para el mantenimiento de Pinna rudis in

situ”.
2.3.2.1 Transporte y aclimatacion de ejemplares

Los 30 ejemplares de Pinna rudis fueron recolectados de las jaulas fondeadas en Calp y,
en el sistema de trasporte descrito anteriormente para el transporte de ejemplares de P.
nobilis, se trasladaron a las instalaciones del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO) en

San Pedro del Pinatar en Murcia para iniciar este experimento (Figura 34).

Todos los animales fueron identificados a su llegada a los laboratorios del IEO y se midi6
su longitud (distancia antero-posterior expresada como c¢m ind!) y su peso vivo
(expresada como g ind!). La aclimatacion a las condiciones de laboratorio se realizd
durante dos semanas. Para ello se utilizaron cuatro tanques de agua (90 1) con circuito
cerrado y con renovacion total del agua, realizando limpieza tres veces por semana

(Figura 35).
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Figura 34: Ejemplares de Pinna rudis transportados en agua de mar mediante neveras para los experimentos de
fisiologia energética realizados en las instalaciones del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO). Foto: fuente propia.

Las condiciones del agua durante todo el proceso del experimento fueron: salinidad 37
psu, temperatura 18 °C y concentracion de saturacion de oxigeno disuelto. Los juveniles
de Pinna rudis se alimentaron diariamente con microalgas vivas cultivadas en el
laboratorio del IEO (Isochrysis galbana, t-1SO) y se ajustaron a una raciéon del 6% del
peso seco de los individuos (DW). La racién se distribuy6 a lo largo del dia en dosis
iguales utilizando bombas peristalticas multicanal con el fin de mantener a los animales
a una concentracion por debajo del umbral de pseudoheces (=2 mm? I'!, = 1 mg de materia
organica I'") (Widdows et al., 1979; Bayne et al., 1989; Bayne, 1993). Dado el estado de
proteccion de Pinna rudis, se estim6 conveniente no sacrificar ningin ejemplar para este
experimento. El DW de cada individuo se estim6 a partir de las medidas de talla (L)
utilizando la ecuacion de regresion talla-peso obtenida para esta especie en el apartado

“2.3.1.4. Relacion morfométrica y analisis estadistico”.
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Figura 35: Ejemplares de Pinna rudis mantenidos en 4 cajas de 90 [ para la aclimatacion a las condiciones de laboratorio
en las instalaciones del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEO). Foto: fuente propia.

2.3.2.2 Colocacion de los ejemplares en los tanques

Debido a la ausencia de estudios previos sobre la fisiologia de esta especie en cautividad
y dado el tamafo de los individuos, se llevd a cabo un experimento preliminar para
comprobar si la posicion corporal de los individuos (es decir, vertical u horizontal) podia
provocar un efecto significativo en la determinacion fisiologica del equilibrio energético
(Figura 36). Para ello, se seleccionaron 12 individuos de tamaio similar y se colocaron
en 6 acuarios de 15 1 (n = 2 individuos por acuario). En los acuarios 1 a 3 (A1, A2y A3),
los ejemplares de P. rudis se colocaron en vertical, mientras que en los acuarios 4 a 6
(A4, A5y A6) los individuos se dispusieron en horizontal, tumbados en el fondo. Después
de una semana de aclimatacion, se midio la tasa de disminucion en la concentracion de
particulas después de suministrar 35,860 + 1366 cel ml™!' de Isochrysis galbana (t-1SO).
La concentracion de particulas se determiné cada 5 minutos durante 20 minutos con un
contador Coulter Multisizer III (MS III) provisto de un tubo con un tamafio de apertura
de 100 um. Las mediciones se repitieron 3 veces en cada acuario, con una renovacion

total del agua cada vez.
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Figura 36: Experimento preliminar para la observacion del efecto de la posicion (horizontal/vertical) en el desempefio
fisiologico de los ejemplares de Pinna rudis. Fotos: fuente propia.

2.3.2.3 Acondicionamiento a dietas experimentales

Tras la aclimatacioén al laboratorio, 30 ejemplares de tamanos similares se distribuyeron
en tres grupos (n = 10). El primer grupo (Control: C) continué alimentdndose con
Isochrysis galbana; al segundo grupo (Dieta shellfish: SF) se le proporcion6 el
concentrado de microalgas comercial Shellfish Diet 1800®. Este producto es producido
y comercializada por Instant Algae

(https://reedmariculture.com/product_shellfish diet 1800.php) y consiste en una mezcla

de las microalgas marinas: Isochrysis sp., Paviova sp., Tetraselmis sp., Chaetoceros
calcitrans, Thalassiosira weissfloggi, y Thalassiosira pseudonana; Los individuos del
tercer grupo (Dieta mixta: MX) se alimentaron con una mezcla 50/50 (segiin volumen de

particulas) de . galbana (t-1SO) y Shellfish Diet 1800®.

Las dietas se incorporaron a los tanques de alimentacion mediante bombas peristalticas
multicanal, a velocidades establecidas para proporcionar una concentracion de particulas
de =2 mm? I'! (= 1 mg de materia organica I'"), por debajo del umbral de pseudoheces en

bivalvos (Widdows et al., 1979; Bayne et al., 1989; Bayne, 1993). La racion diaria se
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mantuvo en un 6% de peso seco (DW). Los individuos fueron acondicionados durante
dos semanas a las diferentes dietas previo a la determinacion de los parametros

fisiologicos del balance energético.
2.3.2.4 Medidas fisiologicas

2.3.2.4.1 Puesta a punto del experimento

Para estimar la tasa de aclaramiento (CR: 1 h'!") y la eficiencia de absorcion de alimentos
(AE: porcentaje), los ejemplares de Pinna rudis (n = 10) se colocaron individualmente en
las Camaras de Flujo Continuo (FTC), a las que se afiadieron dos cdmaras extra solo con
agua para usarlas como control. Las cdmaras consisten en tanques de pléstico de 4 1 (260
mm de largo x 160 mm de ancho x 100 mm de alto) con entrada de agua situada en una
esquina proxima al fondo del tanque y la salida en el lado opuesto cerca de la parte
superior. Los individuos se colocaron dispuestos horizontalmente en el fondo, con el

canal inhalante dirigido a la entrada de agua.

Las dietas en suspension utilizadas en las FTC consistieron en mezclas de 1) células de
fitoplancton de la dieta correspondiente (Control, Shellfish diet® o la mezcla de ambas)
y ii) particulas recolectadas, calcinadas (a 800 °C ) y tamizadas (<40 um) de limo marino.
La adicién de particulas de limo es imprescindible para determinar la eficiencia de
absorcion utilizando el método de Conover (1966). La concentracion de alimento en las
determinaciones de la CR se establecid en una concentracion nominal de 1.5 mg I'! de
material particulado. Las dietas concentradas (fitoplancton y limo calcinado) se
introdujeron en un tanque de mezcla de agua de mar utilizando bombas peristalticas
multicanal (ISMATEC MCP) a velocidades ajustadas para proporcionar una
concentracion de alimento estable. El tanque de mezcla se coloco sobre las FTC, de forma
que las suspensiones de alimentacion se suministraron por gravedad a las camaras de
filtracion. El caudal en cada camara era facilmente ajustable mediante el uso de llaves de

paso.
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2.3.2.4.2 Tasa de aclaramiento

La tasa de aclaramiento (CR: | h'') se midi6 individualmente utilizando el método de
Cémara de Flujo Continuo (FTC) de Hildreth y Crip (1976) como se describe en
Albentosa et al. (2012b), con modificaciones particulares relacionadas con el tamafio de

Pinna rudis (Figura 37) y se calculd en funcién de:

:f'(ci_co)

CR
C;

donde f es el caudal de agua (L h'); Ci es la concentracion de particulas de entrada
(obtenida de la salida de agua de las camaras de control) y Co la concentracion de
particulas en la salida para cada cdmara experimental con ejemplar de Pinna rudis. La

concentracion de particulas se midié con el MS III.

La velocidad de flujo se ajusto para lograr una velocidad que proporcionara diferencias
de concentracion de particulas entre Ci y Co superiores al 10% pero inferiores al 40%
para la obtencion de datos fiables tal y como indica Riisgérd (2001) para este método. El
caudal medio resultante fue de 24 + 1.8 1 h'!. Los individuos se mantuvieron 6 h en el
FCT antes de limpiar todas las heces en las camaras para desechar las heces provenientes
de la dieta sin el limo calcinado. Para asegurar que los ejemplares estaban de nuevo
relajados tras la limpieza, se esper6 una hora antes de comenzar con las mediciones del
experimento. Tras esta hora, se tomd una muestra cada hora de cada salida de agua (4

muestras por camara en total) para calcular la tasa de aclaramiento.
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Figura 37: Método de camara de flujo continuo (FTC). A) Vision general del experimento al completo. Se observan
las 12 camaras (10 con ejemplar y 2 blancos) de 4 1 distribuidas en dos filas de 6, el cubo de mezcla en el suelo a la
derecha, el tanque de distribucion del agua con el alimento sobre la mesa blanca y, al fondo, los 2 balones, uno con
Isocrhysis galbana 'y otro con el sedimento marino, con la bomba peristaltica en el medio para su distribucion al cubo
de mezcla. B) Vision lateral del experimento. C) Fotografia de los balones con /. galbana y el sedimento marino con
la bomba peristaltica en el centro. D) Foto de las camaras de 4 | que contienen los ejemplares de Pinna rudis, donde se
puede apreciar la entrada del alimento a la derecha, que llega hasta el fondo de la camara, y la salida de agua a la
izquierda en superficie. Fotos: fuente propia.

2.3.2.4.3 Caracteristicas de las dietas

La suspension utilizada en las FTC en términos de materia particulada total (TPM, mg I
1), materia particulada organica (POM, mg I'!), materia particulada inorgéanica (PIM, mg
I'Y) y contenido organico (OC: POM/ TPM) se determinaron en 8 ocasiones. Las muestras
de agua (2 1) obtenidas del flujo de salida de la cdmara de control, se hicieron pasar a
través de filtros Whatman GF/C previamente calcinados y pesados. E1 TPM se calculd
como el incremento de peso de los filtros después del secado a 100 °C durante 24 h. El
PIM se calculd como el peso de la materia que queda en los filtros después de calcinar
los filtros a 450 °C durante 1 hora y el POM se calcul6 como la diferencia entre TPM y
PIM. El ntimero de particulas y volumen empaquetado también se midieron usando el

Multisizer I1I. Las caracteristicas de las dietas experimentales se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4: Caracteristica de las dietas experimentales durante las mediciones fisiologicas. TPM = material particulado
total; POM = materia organica particulada; OC = fraccion organica. Las diferencias entre las dietas se evaluaron
mediante el ANOVA y una prueba de Tukey de comparaciones multiples en la que las diferentes letras mayusculas
indican diferencias significativas (p <0.05).

Control Dieta Shellfish Dieta Mixta

106 cel I'! 59.6 £ 0.874 57 +0.858 50.2 +1.34¢
mm? 1! 2.16 +£0.084 2.13+£0.014 2.06 £ 0.094
TPM (mg 1) 1.54+0.124 1.23+£0.108 1.46+0.184
PIM (mg I'!) 0.71+£0.104 0.55+0.078 0.61 £0.1748
POM (mg MO I'!) 0.83+£0.034 0.68 +0.048 0.86 +£0.034
OC (fraccion) 0.54 +0.044 0.56 £0.034 0.59+£0.074

2.3.2.4.4 Tasa de ingestion

La tasa de ingestion de materia organica (OIR, en mg POM h'!') de cada individuo se
calcul6 como el producto de la CR media (1h!') y la POM (mg I'!). Las tasas de ingestion
del alimento se transformaron en unidades energéticas (J h'!), asumiendo que el alimento

tiene un contenido energético de 23 J mg POM™! (Widdows y Johnson, 1988).

2.3.2.4.5 Eficiencia de absorcion y tasa de absorcion

Las heces producidas por los ejemplares de Pinna rudis durante las primeras 6 horas en
el FTC se limpiaron y desecharon. De esta forma, se aseguraba que las dietas que se
recogieran posteriormente provenian Unicamente de la dieta correspondiente junto con el
sedimento. Posteriormente, 4 horas mas tarde (tiempo suficiente para la produccion de
heces) se recolectaron todas las heces producidas por cada individuo, se pasaron por
filtros GF/C previamente calcinados y pesados y se procesaron para la determinacion del
contenido organico e inorgéanico para calcular la eficiencia de absorcion de alimentos

(AE) siguiendo el método de Conover (1966):

18 = [T

]-100

donde F y E, representan el porcentaje de materia organica en los alimentos (F) y las
heces (E). La tasa de absorcion (AR, tanto en términos de mg POM h'!' y J h'!) se calculd
luego como el producto de IR (mg POM h'! 0 Jh'!) y AE (AR = IR - AE)).
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2.3.2.4.6 Tasa metabolica

La tasa metabolica de los individuos (RMR: J h'!) se determin¢ a partir del consumo de
oxigeno (VO2: mgO2 h!). Una vez que se completd la determinacion de CR y AE, los
ejemplares de Pinna rudis se retiraron del FTC y se transfirieron a cdmaras de respiracion
selladas de 2.6 1 (Figura 38). El consumo de oxigeno se determiné a partir de la tasa de
disminucion de la concentracion de oxigeno disuelto en las cdmaras registradas durante
1 h cada 10 min, tiempo suficiente para detectar una bajada significativa dado el volumen
de las camaras de respiracion. Se utilizaron sondas de oxigeno Bod de la serie YSI Pro.
Una cédmara de control permitié comprobar la estabilidad de la concentracion de oxigeno.
Los consumos de oxigeno se transformaron en tasa metabdlica mediante el uso del

coeficiente oxi-calorico de 20.08 J ml O> (Gnaiger, 1983).

Figura 38: Ejemplar de Pinna rudis en la camara sellada para la medicion del consumo de oxigeno mediante la sonda
YSI Pro series Bod. Foto: fuente propia.
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2.3.2.4.7 Scope for growth y eficiencias de crecimiento brutas y netas

Para la estimacion del crecimiento se calcul6 el Scope for Growth (SFG) considerandose
como SFG = AR (tasa de absorcién) — VO, (consumo de oxigeno), ambas tasas
expresadas como J h'!. La energia perdida en la excrecion, inferior al 5% de la energia
adquirida segun Bayne y Newell (1983), no se considerd en la estimacién de SFG.
Finalmente, se calcularon las estimaciones de la eficiencia de crecimiento bruto
individual, K1 = SFG/IR (tasa de ingestion), y la de crecimiento neto, K2 = SFG/AR (tasa
de absorcion) (Ivlev, 1966).

2.3.2.5 Expresion de las mediciones fisioldgicas y analisis estadistico

Dado que no existen datos sobre coeficientes alométricos, las tasas fisioldgicas se
estandarizaron en funcion de la estimacion del peso seco (DW) siguiendo el mismo
método de estandarizacion que en el apartado “2.2.4.2.3. Expresion de las mediciones

fisioldgicas”.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el entorno informatico estadistico
R. Se utilizo la prueba ¢ de Student para analizar las diferencias en la tasa de reduccion de
particulas entre los ejemplares mantenidos en posicion de pie y acostada. Se utilizaron las
pruebas de Shapiro-Wilk y la prueba de Bartlett, respectivamente, para evaluar las
diferencias de normalidad y varianza en los datos. Se utilizaron ANOVA y el Tukey’s
honestly significant differences (HDS) para analizar las diferencias en las mediciones
biométricas y fisioldgicas. Se calculd el coeficiente de correlacion de Pearson (Benesty

et al., 2009) entre las tasas fisiologicas de todas las dietas y el SFG.
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Resultados

3.1 Caracterizacion del habitat de la poblacion de Pinna nobilis en Calp

(Alicante)

3.1.1 Parametros oceanograficos

Los resultados obtenidos para la temperatura mostraron variaciones estacionales (Figura
39 y Figura 40), con un minimo de 13.73 °C en marzo de 2018 y un méximo de 28.39 °C
en agosto de 2017. Agosto de 2017 fue el tnico mes en el que se superaron los 28 °C,
mientras que los veranos de 2018, 2019 y 2020 la temperatura maxima supero ligeramente
los 27 °C. Los meses mas célidos en estos tres afios fueron septiembre en 2018 y agosto
en 2019 y 2020. Los meses mas frios corresponden a marzo de 2018 y enero de 2020, los

unicos por debajo de los 14 °C.

Como es habitual en estas aguas, los meses invernales se caracterizaron por una
homogeneidad en la columna de agua, mientras que el periodo estival presentd una
termoclina estacional, con temperaturas superiores a 20 °C por encima de los 30 m de
profundidad. Cabe destacar la entrada de una masa de agua fria profunda todos los
veranos, que redujo la profundidad de la termoclina estival. Esta se observo
principalmente entre agosto y septiembre para los afios 2017, 2018 y 2020, adelantdndose

a julio-agosto en 2019.

M B TR

Profundidad (m)
s
Temperatura (°C)

| : ] | 5]
1216 02117 04117 06/M7 0817 10/17 1217 02/18 04/18 D6/18 0818 10/18 12118 02/19 D4/19 06/19 0819 1019 12/19 02/20 04/20 06720 08/20 10/20 12/20

Figura 39: Perfil oceanografico en la estacion a 15 m de profundidad de los valores de temperatura durante el periodo
de muestreo en Calp.
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Figura 40: Perfil oceanografico en la estacion a 30 m de profundidad de los valores de temperatura durante el periodo
de muestreo en Calp.

Los niveles de clorofila a (Figura 41 y Figura 42) mostraron variaciones estacionales. Los
valores maximos, por encima de 1.9 pg I'! se observaron en marzo de 2017 y mayo de
2020. Por su parte, los minimos, por debajo de 0.1 ug I'! y a distintas profundidades,

unicamente se apreciaron entre los meses de mayo y septiembre para todos los afios.

En general, las concentraciones mas elevadas para todos los afios (por encima de 1 pg I’
1) se observan a partir de finales de otofio coincidiendo con la rotura de la termoclina en

octubre-noviembre y durante el invierno y la primavera hasta abril-mayo.

Por el contrario, durante los meses principalmente de verano, entre mayo y octubre, se
observa una mayor homogeneidad de la columna de agua con concentraciones bajas,

generalmente por debajo de 0.1 pug 1'%,
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Profundidad (m)
Clorofilaa(ug ™)

12116 02117 0417 0GM7 0817 1017 1217 0218 0418 068 08118 10/18 1218 02119 04/10 069 0BI19 10/19 1219 02120 04/20 06/20 08/20 10120 12/20

Figura 41: Perfil oceanografico en la estacion a 15 m de profundidad de los valores de clorofila a durante el periodo de
muestreo en Calp.
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Profundidad (m)
Clorofilaa(ng ™)

Figura 42: Perfil oceanografico en la estacion a 30 m de profundidad de los valores de clorofila a durante el periodo de
muestreo en Calp.

Durante el periodo de estudio, la concentracion de oxigeno disuelto (OD) representada
en la Figura 43 y Figura 44 mostr6 un perfil similar al de la temperatura, dada la relacion
que existe entre estas dos variables. Las concentraciones mas elevadas (por encima de
8.00 mg I'!) se observaron principalmente en profundidad (por debajo de los 15m)
coincidiendo con la entrada de una masa de agua fria previamente comentada en los
perfiles de temperatura. Durante el invierno, la baja temperatura también favorece que se

mantengan concentraciones elevadas de oxigeno disuelto, por encima de los 7 mg I''. En
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cambio, durante el verano, coincidiendo con la termoclina estacional se observan
concentraciones menores, generalmente por debajo de los 6.5 mg I"!, alcanzando valores
minimos entre 5.66 y 6 mg I'! coincidiendo con las temperaturas mas elevadas. También

durante enero y febrero de 2018 se detectd en profundidad concentraciones por debajo de

6 mg I,

i 550
£l i B
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1216 0217 0447 06/17 DBM7 10/7 12/17 02/18 D418 06/18 0818 10M18 1218 02/19 0419 069 08/19 1019 12119 02720 04120 06/20 08/20 10/20 12120

Figura 43: Perfil oceanografico en la estacién a 15 m de profundidad de los valores de oxigeno disuelto durante el
periodo de muestreo en Calp.

Profundidad (m)
~
Oxigeno disuelto {mg 1™')
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Figura 44: Perfil oceanografico en la estacién a 30 m de profundidad de los valores de oxigeno disuelto durante el
periodo de muestreo en Calp.
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Tal y como se aprecia en la Figura 45 y Figura 46, la salinidad mostrd pocas variaciones,
con un rango entre 38.40 psu y 36.79 psu durante el tiempo de muestreo. Las menores
concentraciones de salinidad, por debajo de 37.20 psu, se detectaron entre agosto y
diciembre de 2017 y 2020. En cambio, las mayores concentraciones, por encima de 38.00
psu, se observaron entre febrero y mayo de 2018, entre diciembre de 2018 y agosto de

2019 y entre octubre de 2019 y febrero de 2020.
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Figura 45: Perfil oceanografico en la estacion a 15 m de profundidad de los valores de salinidad durante el periodo de
muestreo en Calp.
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Figura 46: Perfil oceanografico en la estacion a 30 m de profundidad de los valores de salinidad durante el periodo de
muestreo en Calp.
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La turbidez mostr6é de manera generalizada valores por debajo de 1 mg 1! (0.69 FTU) con
la excepcion de eventos puntuales de mayores concentraciones a lo largo de toda la
columna coincidiendo con eventos de fuertes tormentas invernales (Figura 47 y Figura
48). Destacan los eventos sucedidos entre diciembre de 2016 y febrero de 2017 y en

enero-febrero de 2020, con concentraciones que llegaron hasta 4 mg 1! (4.32 FTU).

Profundidad (m)
S
SSC (mg 1)

Figura 47: Perfil oceanografico en la estacion a 15 m de profundidad de los valores de turbidez durante el periodo de
muestreo en Calp.
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Figura 48: Perfil oceanografico en la estacion a 30 m de profundidad de los valores de turbidez durante el periodo de
muestreo en Calp.
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3.1.2 Sedimentacidén

Las trampas de sedimentacion (Figura 49) mostraron una tasa de sedimentaciéon en
general menor a 20 g (m?)! dia! durante el afio, con valores minimos de 2.2,2.5y 5.5 g
(m?)! dia™! respectivamente para cada una de las trampas C01, C02 y C03 (5,10 y 15 m
de profundidad). Se observaron picos maximos superiores a los 800 g (m?)! dia! y
valores de 100 g (m?)! dia”!, en CO1 y CO2 durante diciembre de 2016, de marzo a mayo
de 2017 y entre marzo y mayo de 2018. Las fuertes tormentas de enero y febrero de 2017

impidieron la recuperacion de las trampas de sedimento en estas fechas.
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11-16
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07-17 -
09-17 -
11-17 -
01-18 -
03-18 -
05-18 -

Fecha (mes/ano)
Figura 49: Resultados de sedimentacion en g (m?)! dia™! para cada una de las estaciones (C01, C02 y C03). Los valores

por encima de la linea de puntos (220 g (m?)"! dia™') han sido escalados para la representacion de la grafica y el valor
real se ha seflalado manualmente.

3.1.3 Estudio granulométrico

En analisis de los sedimentos muestra predominancia de la fraccion de arenas con poca
presencia de gravas y muy poca presencia de finos. La presencia de arena (<2 mm y >
0.063 mm) fue de al menos el 60% para todas las muestras, superando en la gran mayoria
el 80%. La estacion CO2 (10 m) mostr6 la mayor variacion estacional en el contenido de
grava, oscilando entre el 8 y el 32%. Esta tendencia también se percibe, pero en menor

medida, en COI1 (entre 2 y 18%) y CO3 (entre 2 y 10%) (Figura 50).
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Figura 50: Diagramas granulométricos triangulares para cada una de las localizaciones (C01, C02 y C03).

&9



Tesis doctoral

3.2 Pinna nobilis
3.2.1 Actividad de las valvas

3.2.1.1 Cambio del patrén de actividad de las valvas

La aplicacion del tratamiento TR (aumento de la temperatura a 25 °C) en los tanques
experimentales provoco el cambio de P2 a P1 en los individuos 1B, 2B y 3B (Figura 51A,
Tabla 5). Estos individuos cambiaron de P2 a P1 después de 1, 5 y 15 dias de que la
temperatura alcanzara los 24.5 °C. Sin embargo, el individuo 4B mantuvo P2 durante todo
el experimento. Una semana después de que el primer individuo alcanzara P1 en el tanque
B, se aplicé TR al tanque A. Puesto que se habia obtenido una respuesta clara en tres
individuos del tanque B a 24.5 °C, se decidié mantener la temperatura del agua del tanque
a 23 °C durante 5 dias antes de continuar el experimento (extendiendo el estudio
programado en 5 dias). Al hacer esto, fue posible verificar si el cambio de patrones se
debi6 a que la temperatura alcanzé un pico de alrededor de 24.5 °C, o a temperaturas
calidas sostenidas > 23 °C. Sin embargo, no se observo ningin cambio de patréon después
de los 5 dias. En cambio, los individuos 1A, 2A y 3A cambiaron de P2 a P1 2, 3 y 4 dias
después de que la temperatura alcanzara los 24.5 °C (Figura 51, Tabla 5). Al igual que el
individuo 4B, el individuo 4A no cambi6 de patréon y se mantuvo en P2 durante todo el

experimento.

El promedio para cada grupo se realizd solo con los individuos que mostraron ambos
patrones (4A y 4B no respondieron al tratamiento y se excluyen de los resultados),
ademas, debe considerarse que para P2 hay 8 individuos y 6 para P1, por lo que solo estos
6 se usaron en ambos casos para calcular el promedio y comparar patrones). Como
consecuencia, el total de dias con todos los individuos en el mismo patrdn para el calculo
de los promedios fue para avA de N =25 (P1) y N =41 (P2) y para avB de N =26 (P1)
y N =15 (P2).
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Tabla 5: Resumen cronoldgico de las fechas de aplicacion del tratamiento TR y del momento de cambio del patrén de
actividad de valvas en los distintos ejemplares de Pinna nobilis.

Fecha
Tratamiento tanque A Tratamiento tanque B

(2016)

15 abril Aplicacion protocolo TR
10 mayo Condiciones TR alcanzadas
11 mayo Individuo 1B cambia de P2 a P1
15 mayo Individuo 2B cambia de P2 a P1
19 mayo  Aplicacion protocolo TR (23 °C)
25 mayo Individuo 3B cambia de P2 a P1
26 mayo Aplicacion de protocolo inverso
31 mayo Continuacion de TR

5 junio Condiciones TR alcanzadas

7 junio Individuo 3A cambia de P2 a P1

8 junio Individuo 2A cambia de P2 a P1

9 junio Individuo 1A cambia de P2 a P1

19 junio Protocolo inverso alcanzado
20 junio Aplicacion de protocolo inverso

5 julio Protocolo inverso alcanzado
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3.2.1.2 Respuesta al fotoperiodo

Los distintos periodos de luz mostraron un resultado positivo, con todos los individuos
en P1 siguiendo la presencia/ausencia de luz con la actividad de sus valvas. La reduccion
progresiva el periodo de oscuridad a 20/4 h L/D muestra un cambio progresivo en el
momento de cierre de las valvas de los individuos en P1 durante las horas de oscuridad
(Figura 51A). Los individuos del tanque A no mostraron ningun tipo de respuesta a la luz
al contrario que los del B (en P1), manteniéndose en P2 hasta la aplicacion de TR (Figura
51B y Figura 51D). Una vez TR fue aplicado a ambos tanques, los individuos 1A, 2A'y
3A (Figura 51C) y 1B, 2B, 3B (Figura 51D) mantuvieron sus valvas abiertas durante los
eventos de “luna llena” (noches de los dias experimentales 28 y 66) y cerraron sus valvas
durante las horas de oscuridad, incluso cuando esto ocurrioé en mitad del dia (de 11:45 a
15:30 del dia experimental 59), abriéndolas de nuevo cuando la luz regresaba (Figura

51C).
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Figura 51: Ejemplos de los datos de actividad de valvas de Pinna nobilis. A) Promedio del tanque B (avB) (n = 3)
durante el cambio de P2 a P1. B) Promedio del tanque A (avA) (n = 3), control en P2 durante el mismo periodo que la
Figura 1D. C) avA (n = 3) durante P1 mostrando un periodo de oscuridad repentina en el dia experimental 59. D) avB
(n = 3) durante P1, que muestra un periodo de luna llena en el dia experimental 28. Las lineas punteadas indican el
momento en el que un periodo de oscuridad deberia haber ocurrido de acuerdo con los ciclos de luz anteriores. Hay
que tener en cuenta que los individuos 4A y 4B no se seleccionaron para calcular los promedios porque no cambiaron
de P2 a P1 durante todo el experimento.
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Todos los individuos mantuvieron el patron P1 (excepto los individuos 4A y 4B, que
siempre mantuvieron el patron P2) a pesar de la aplicacion del protocolo inverso
(reduccion de la temperatura del agua a 18 °C a 0.5—1 °C por dia) durante un periodo de

10 dias.

Los individuos del tanque A y tanque B fueron reimplantados después de 10 y 15 dias
respectivamente de la aplicacion del protocolo inverso, ya que fueron necesarios 5 dias
para la reimplantacion de los individuos del tanque A antes de proceder con los del tanque
B. Los individuos del tanque B permanecieron pues 5 dias mas a 18 °C que los del tanque

A, pero mantuvieron igualmente el patrén P1, siguiendo los ciclos de luz.

3.2.1.3 Analisis estadistico

El andlisis llevado a cabo mediante FFT revelo picos claros de 23.11 h y 23.15 h para
avA y avB respectivamente durante P1. Durante P2, solo se detecté un pico de 5.96 h

para avA (Tabla 6 y Figura 52).

Tabla 6: Periodo dominante en horas (h) obtenido de la Transformada Rapida de Fourier (FFT), periodo de maxima
autocorrelacion (acf lag) y coeficiente de autocorrelacion (acf) para cada individuo, promedio de todos los individuos
en el tanque A (avA) y promedio de todos los individuos en el tanque B (avB).

Patron 1A 2A 3A 4A 1B 2B 3B 4B avA avB
FFT (h)
P2 - - 5.96* - - - - - 5.96*
Pl 23.11 23.11 23.11 - 23.56 23.53 23.15 - 23.11 23.15
acf lag (h)
P2 23.89 23.35 18.02 23.97 13.96 24.02 19.52 24 23.98 23.99
Pl 23.28 23.96 24.01 - 24.00 23.99 23.86 - 23.97 24.00
acf
P2 0.38 0.31 0.29 0.29 0.16 0.27 0.18 0.38 0.48 0.28
P1 0.34 0.67 0.66 - 0.54 0.59 0.49 - 0.69 0.66
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Figura 52: Transformada rapida de Fourier de los datos brutos. A) Promedio del tanque B (avB) (n = 3) durante P2. B)
Promedio del tanque A (avA) (n = 3) durante P2. C) Promedio del tanque A (avA) (n = 3) durante P1. D) Promedio del
tanque B (avB) (n = 3) durante P1. Debe tenerse en cuenta que durante P2 (figuras A y B), no se encuentra la frecuencia
de c. 23 h. En B, se observa un pico a las 5.96 h, coincidiendo con el momento de los pulsos de alimentacion. Los
individuos 4A y 4B no se seleccionaron para calcular los promedios porque no cambiaron de P2 a P1 en todo el
experimento.

El coeficiente de autocorrelacion para avA y avB fue de 0.69 y 0.66 respectivamente
durante P1 (Figura 53C y Figura 53D). Para P2, los coeficientes fueron de 0.28 y 0.48
respectivamente (Figura 53A y Figura 53B). Se observo un pico, también detectado por
el FFT, cada 596 h para avA durante P2 (Figura 53B). Los coeficientes de
autocorrelacion de cada individuo fueron mayores durante P1 (Tabla 6) con la excepcion

del individuo 1A, que mostro valores coeficientes bajos tanto para P1 como P2.

Los coeficientes de CC (Cross-Correlation) mostraron una fuerte correlacion entre los
individuos de cada tanque durante P1, tanto para los datos brutos como para los filtrados.
Unicamente la correlacién entre los individuos 1B y 3B fue mayor para P2 que P1 (Tabla

7).
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Figura 53: Funcion de autocorrelacion de los datos promediados. A) Promedio del tanque B (avB) (n = 3) durante P2.
B) Promedio del tanque A (avA) (n = 3) durante P2. C) Promedio del tanque A (avA) (n = 3) durante P1. D) Promedio
del tanque B (avB) (n = 3) durante P1. Hay que tener en cuenta que los individuos 4A y 4B no se seleccionaron para
calcular los promedios porque no cambiaron de P2 a P1 durante el experimento.

Tabla 7: Coeficiente obtenido de la funcioén de correlacion cruzada entre pares de individuos de Pinna nobilis.

1A

2A

1B

2B

Datos brutos Suavizado Datos brutos Suavizado
P1/P2 P1/P2 P1/P2 P1/P2
2A 3A
0.55/0.36 0.68/0.39 0.45/0.26 0.57/0.21

- - 0.70/0.24 0.88/0.35

2B 3B
0.59/0.23 0.73/0.37 0.42/0.12 0.44/0.64
- - 0.30/0.10 0.42/0.13
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3.2.2 Modelos de crecimiento de Pinna nobilis

Los resultados de los pardmetros de edad y crecimiento se muestran en la Figura 54,
donde se aprecia una notable variabilidad segin la procedencia de las conchas. En la
Tabla 8 recoge todos los pardmetros obtenidos para las distintas poblaciones. La edad
maxima observada oscilo desde los 6 anos en la laguna Embiez a los 38 en Port-Cros. La
longitud maxima de concha (Max_Ht) vario entre 44.7 cm en Freus y 79.1 cm en Balearia.
En la funcidén de crecimiento de Von-Bertalanffy, el parametro K, la velocidad a la que se
alcanza el tamafio asintotico, varid entre 0.15 en Port-Cros y 0.37 en la laguna del Mar
Menor, mientras que L., vari6 entre 39.5 cm en Olla 'y 75.0 cm en Alfacs. Los datos para

cada poblacion se presentan en la Tabla 8.

80
60
3
<
18 40 n
@©
% 1 {
Lo —— Gandulf; k=0.19, L=»=62.4, ma=27
—— Mar Menor; k=0.37, L==58.2, ma=10
—— Raco; k=0.24, L==60.7, ma=18
20 Tabarca; k=0.1 ‘ a=
—— Diana; k=0.24, L==56.9, ma=12
—— Port-Cros; k=0.15, L»=65.4, ma=38
—— Embiez; k=0.30, L»=56.0, ma=6
—— Alfacs; K=0.18, L»=75.0, ma=15
0 -
T T T T
0 10 20 30 40

t (anos)

Figura 54: Modelos de crecimiento de las 12 poblaciones de Pinna nobilis estudiadas. K, velocidad a la que se alcanza
el tamafio asintdtico; L., tamaflo maximo segun modelo; ma, edad maxima detectada entre los individuos estudiados
en la poblacion.
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El analisis multivariante reveld 4 grupos dentro de las poblaciones estudiadas con un 95%
de similitud (Figura 55): 1) Mar abierto protegido —SO — (Gandulf, Racé, Tabarca,
Balearia y Port-Cros); 2) Mar abierto expuesto —EO— (Olla, Moraira y Freus); 3) Lagunas

—LG- (Embiez, Diana y Mar Menor), localizado en lagunas marinas costeras; y 4) Alfacs,

localizado en un delta.
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Figura 55: Grafica bidimensional de MDS para las 12 poblaciones de Pinna nobilis estudiadas en funcion del grado de
exposicion al hidrodinamismo y la proteccion legal del 4rea, basada en la raiz cuadrada transformada y la similitud de

Bray Curtis de edad maxima, Max_Ht, L. y K. Los grupos se basan en un 95% de similitud: SO: Protegido Mar abierto,
EO: Mar abierto expuesto y LG: Lagunas.

A excepcion del grupo Alfacs, que incluia so6lo una poblacion, se calculd el modelo
general para los grupos identificados por el andlisis multivariante (SO, EO y LG; Figura
56y Tabla 8): SO(N=113)con K=0.17y Lo = 63.1 cm (ec. (1)) ; LG (N =39) con K
=0.30y1=56.5cm (ec. (2)); y EO (N =56) con K=0.23 y L= 43.0 cm (ec. (3)). Los
residuales estandarizados en relacién con el tamafio para cada uno de los grupos no
mostraron tendencias relevantes y pocos valores atipicos; la mayoria de los datos se
encontraron dentro de 2 desviaciones estandar de la media (SO = 94.1%, EO = 95.3%,

LG =94.8% y Alfacs = 92.62%), lo que indica un buen ajuste de los modelos Figura 57.

SO: Ly = 63.1- (1 — e 017 (t+067) (1)
LG: Ly = 56.5- (1 — g 030 (t+005)) 2)
EO: Ly =43.0- (1 — 7023 (t+047)) 3)
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Figura 56: Modelos de crecimiento general para las tres agrupaciones en funcién de los resultados del analisis
multivariante (Mar abierto protegido —SO—; Mar abierto expuesto -EO—; Laguna —LG—; Alfacs, unica poblacién que
habita un delta).

SO EO

Residuales estandarizados

Residuales estandarizados

20 30 40 50 60 20 30 40 50 60 70
Valores ajustados (cm) Valores ajustados (cm)

Figura 57: Residuales estandarizados en relacion al tamafio para cada uno de los grupos resultantes del analisis
multivariante.
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El p-valor de dos colas para los resultados de la prueba Z-test (Tabla 9) muestra
diferencias significativas en L. entre SO-EO, SO-Alfacs, SO-Mor, EO-LG, EO-Alfacs,
EO-Mor, LG-Alfacs y Alfacs-Mor y diferencias significativas en K entre SO-EO, SO-
LG, EO-Alfacs, EO-Mor, LG-Alfacs y LG-Mor.

El HDS de Tukey encontr6 diferencias significativas entre los grupos a lo largo de los
afios (edad teodrica de las nacras estimada por los modelos). EO muestra diferencias
significativas con todos los grupos en todos los afios excepto con Alfacs a la edad de 2
afios. LG muestra diferencias significativas con SO en todos los afios, y SO y Alfacs
muestran diferencias significativas entre las edades de 5 a 10 afos. Los resultados del

andlisis HDS de Tukey se encuentran en la Tabla 10.

Tabla 9: Resultados de la prueba Z para la comparacion de los valores de L, y k entre los grupos establecidos por
analisis multivariante y Mor, la poblacion estudiada por Garcia-March et al. (2011a) en Moraira.

L»
SO EO LG Alfacs Mor
SO S 0.017 *okk ok
EO 0 *oHk ek S
LG ok 0.765
Alfacs ok
k
SO EO LG Alfacs Mor
SO ok ok 0.5 0.146
EO 0.016 wk wEkE
LG S S
Alfacs 0.244

***p-valor< 0.001; **p-valor < 0.01; *p-valor < 0.05.
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Tabla 10: Resultados de la prueba de diferencias HDS de Tukey entre grupos. A partir de los 7 afios, no hubo datos
suficientes de LG para la comparacion (solo se pudieron comparar SO, EO y Alfacs), y desde los 11 afios en adelante
no hubo datos suficientes para Alfacs (solo se pudieron comparar SO y EO).

2 afios 7 afios
SO EO LG Alfacs SO EO LG Alfacs
SO *% * 0.936 *oHk _ *oHk
EO ok 0.161 — oAk
LG 0.906 —
3 afios 8 afios
SO *Hk *okk 0.463 *okk _ *oHk
EO *oHk *oHk _ *oHk
LG 0.085 —
4 afios 9 afios
SO *Hk *Hk 0.072 *okk _ *oHk
EO *okk *oHk _ *
LG 0.398 —
5 afios 10 afios
SO *oHk *oHk *% *oHk _ 0.078
EO *oHk *oHk _ *oHk
LG 0.775 —
6 afios 11 afios
SO *oHk *oHk *oHk ok _ —
EO *Hk *oHk _ —
LG 0.977 —

***p-valor< 0.001; **p-valor < 0.01; *p-valor < 0.05.
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3.2.3 Evento de mortandad en Pinna nobilis

3.2.3.1 Seguimiento del evento de mortandad

La tabla suplementaria 2 (anexo I) muestra los individuos vivos encontrados en las
estaciones monitorizadas desde octubre de 2016 a septiembre de 2018. La extincion se
extendio hacia el Norte y hacia el Este desde el Sureste de la peninsula ibérica, mostrando
picos de mortalidad en los meses mas calidos. Debe considerarse que la periodicidad del
muestreo fue variable entre ubicaciones y, en algln caso, no fue posible realizar campafias
de muestreo durante los meses mas calurosos debido a la presion turistica. Se observaron
varios puntos criticos, como la propagacion al noreste de Espafia (Castellon y Cataluia)
a finales de 2017, el inicio de la mortalidad en Francia a mediados de 2018 y el inicio de
la mortalidad en el delta del Ebro en el verano de 2018, pero restringida a las estaciones
mas cercanas al mar abierto. En las Islas Columbretes y Baleares, fue posible realizar
censos en poblaciones profundas hasta 45 m. En todas las estaciones monitorizadas donde
se habian observado especimenes adultos con anterioridad al evento de mortalidad, s6lo
se encontraron conchas vacias de individuos muertos (equivalente a 0% de
supervivencia). Desafortunadamente, en muchas localizaciones no se dispuso de
informacion sobre el estado de las poblaciones mas profundas y cuya situacion en la
actualidad sigue siendo desconocida, aunque las pocas observaciones comunicadas por
ciencia ciudadana han sido siempre de valvas vacias a estas profundidades. En septiembre
de 2018, solo se encontraron vivas 6 nacras en zona de aguas abiertas en toda la costa
mediterranea espafiola. Excluyendo las poblaciones del interior del delta del Ebro y
laguna del Mar Menor, asi como 2 individuos de las Islas Columbretes y 4 individuos de
las Islas Baleares, todos los datos arrojaron como resultado la identificacion de un 0% de

individuos vivos.

3.2.3.2 Importancia de la temperatura en la supervivencia

La Figura 58 muestra los datos de supervivencia y temperatura de las diferentes
estaciones durante su seguimiento. En Portlligat, la mortalidad se observé por primera
vez en abril de 2018, cuando la temperatura subi6 a 14 °C desde el minimo invernal de
12.3 °C observado en marzo de 2018 (ver tabla suplementaria 2 del anexo I). A partir de
ese momento, la curva de supervivencia mostrd una pendiente muy negativa, con una
mortalidad del 100% a los 5 meses de la Gltima observacion sin mortalidad. En cuanto a

las nacras del Oceanografic, donde la temperatura en los tanques se mantuvo constante
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en 17 °C, la mortalidad siguié una tendencia similar a la de Portlligat (pendiente muy
negativa con mortalidad total a los 5 meses de la tltima observacion sin mortalidad). Por
el contrario, en IFAPA, IEO e IMEDMAR-UCYV, donde la temperatura del agua se redujo
por debajo de 14 °C, hubo un cambio en la pendiente de la curva de supervivencia después
de reducir la temperatura del agua, manteniendo individuos vivos en las tres localidades
en septiembre de 2018. La supervivencia fue menor en las estaciones donde la
temperatura del agua se mantuvo por encima de los 15 °C durante mas tiempo (es decir,
IEO - IMEDMAR - IFAPA en orden creciente de supervivencia y orden decreciente de
temperatura); en IFAPA, donde la temperatura del agua se mantuvo a 15 °C o menos la

mayor parte del tiempo, la supervivencia fue la mas alta.
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Figura 58: Curvas de supervivencia y temperatura del agua en Portlligat (arriba), delta del Ebro e IRTA (medio), y los
tanques en IEO, IFAPA, Oceanografic e IMEDMAR-UCV (abajo). Las lineas continuas representan la supervivencia
de ejemplares, la linea discontinua del mismo color representa la temperatura para esa poblacion o grupo de ejemplares,
con la excepcion de “Temperatura Alfacs”, que es la temperatura in situ para ambas poblaciones de Alfacs (cl y c2).
La temperatura del agua en Portlligat corresponde a la estacion de monitorizacion mas cercana ubicada en aguas
abiertas de Estartir (una milla de las islas Medas). Portlligat es una pequefia bahia cerrada y la temperatura del agua
registrada in situ durante el programa de rescate realizado en noviembre de 2017 fue todos los dias inferior a 13° C.
Por lo tanto, la temperatura del agua registrada en Estartit fue mas alta que la temperatura del agua observada
directamente en Portlligat en noviembre de 2017.
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3.2.3.3 Reclutamiento y colectores de larvas

Entre cientos de juveniles de Pinna rudis provenientes de los cabos de la estructura de la
piscifactoria de Vilajoiosa (Alicante) se identificaron 51 juveniles de P. nobilis. Cabe
mencionar que esos juveniles fueron encontrados gracias a la colaboracion ciudadana. En
septiembre de 2018, se encontraron otros 30 juveniles de nacra en Calp (Alicante), estos
individuos se hallaron unidos a una de las jaulas de exclusion disenadas para proteger de
los depredadores a juveniles de P. rudis que habian sido reclutados la temporada anterior.
La jaula se encontraba suspendida a una profundidad de 15 m. Los juveniles, trasladados
a las instalaciones del IMEDMAR-UCYV, so6lo crecieron unos milimetros en los tanques
y murieron. El periodo mas largo con vida en el acuario para estos ejemplares no superd
los 6 meses. De los 30 individuos recolectados en septiembre de 2018 en Calp, 29 se
colocaron en las mismas jaulas donde se alojaban los juveniles de P. rudis y 1 se mantuvo
en los tanques. En noviembre de 2018, estos 29 ejemplares colocados en las jaulas en el
mar estaban muertos (los ejemplares de P. rudis situados en la misma jaula permanecieron
vivos), y el individuo mantenido en acuario aun estaba vivo, pero sin mostrar sefales de
crecimiento. Se analizaron 30 muestras de juveniles de P. nobilis muertos de los tanques
para detectar la presencia de Haplosporidium pinnae mediante prueba PCR especifica
(Catanese et al., 2018). Los resultados fueron positivos para 25 ejemplares, si bien la
calidad del ADN de los 5 restantes fue deficiente y, por lo tanto, proporcioné resultados
poco fiables. No se encontraron juveniles de P. nobilis en ningtn otro lugar que no fueran

los colectores, los cabos de la piscifactoria, o las jaulas.
3.2.3.4 Rescate de individuos

3.2.3.4.1 Ejemplares de la Marina Real de Valencia

Los 8 individuos recogidos en la Marina real de Valencia sobrevivieron al transporte,
manteniéndose una temperatura entre 17 y 20 °C. De los 8 ejemplares alojados en el
IMEDMAR-UCV, uno murié en mayo de 2017, otros dos en julio de 2017 y los 5
restantes en agosto de 2017, 7 meses después de la recoleccion. Todos los individuos que
murieron mostraron sintomas de estar afectados por el parasito: retraccion del manto,
falta de respuesta a los estimulos y ausencia de crecimiento. Las muestras de tejido de
estos individuos dieron positivo a la presencia de Haplosporidium pinnae, si bien en ese
tiempo, no se no se conocia aun la especie causante de la enfermedad. 8 individuos fueron

mantenidos en el Acuario Oceanografic de Valencia. El primer individuo que muri6 de
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este contingente fue en abril de 2017, dos en mayo y otro en agosto de ese mismo afio.
Las muestras de estos individuos también fueron positivas para la presencia de H. pinnae.
En agosto de 2017, los cuatro individuos restantes que se encontraban en un mismo
tanque empezaron a mostrar algin sintoma de posible infeccion como la leve retraccion
del manto, si bien este sintoma se revirtio a los pocos dias extendiendo de nuevo el manto,
llegando a sobrevivir durante 18 meses mas, hasta agosto de 2018 cuando murieron todos
al mismo tiempo. El seguimiento constante de estos ejemplares permitié observar que
uno de los individuos cerrd la concha en julio de 2018, permaneciendo asi hasta agosto
de 2018, momento en el que abrid la concha, retrayendo el manto y muriendo a los pocos
dias. Los otros tres individuos también retrajeron el manto, abrieron la concha y murieron
en pocos dias durante agosto de 2018. Las muestras recolectadas después de la muerte

dieron positivo a la infeccion por el parasito.

3.2.3.4.2 Ejemplares de Portlligat (Girona) y bahia dels Alfacs

(Tarragona)

Todos los individuos procedentes de Portlligat (Girona) y de la bahia dels Alfacs
(Tarragona) sobrevivieron al transporte hasta los centros donde se instalaron. S6lo un
ejemplar de Portlligat, transportado al IFAPA en Agua del Pino (Huelva), el viaje mas
largo (1270 km), mostrd signos de estrés a su llegada al centro de acogida. A los dos dias
de su llegada, esta nacra habia retraido su manto y abierto la parte ventral de la concha.
Al no observarse ninglin tipo de respuesta mecanica y para confirmar la presencia o no
del parasito, el ejemplar fue sacrificado por los técnicos del IFAPA. El analisis de los
tejidos confirmé que estaba infectado por el parasito, convirtiéndose en la primera
evidencia de que la poblacion de donantes de Portlligat ya estaba infectada cuando se
llevo a cabo el rescate en noviembre de 2017. Por el contrario, 25 individuos aleatorios
de los 100 recolectados en la bahia dels Alfacs que se encontraban en las instalaciones
del IRTA en Tarragona, fueron sometidos a biopsias de manto, por los técnicos del IRTA,
cuyo resultado reveld que todos ellos fueron negativos para el parasito, demostrando que
esta poblacion estaba libre de Haplosporidium pinnae en el momento del rescate. Durante
el periodo noviembre 2017—enero 2018, la temperatura del agua se mantuvo en 11.8 °C
en el IRTA, 15 °C en IFAPA, 16 °C en IEOMurcia, 17 °C en el Oceanografic y 18 °C en
IMEDMAR-UCV. En febrero-marzo, la temperatura del agua se elevo a 18 °C en
IEOMurcia, se redujo a 12 °C en IMEDMAR-UCV y se mantuvo a 11.8 °C en IRTA y
15.5 °C en IFAPA. A partir de abril de 2018, las temperaturas se mantuvieron por debajo
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de los 14 °C en todos los tanques excepto en los del IRTA y el Oceanografic (16 °Cy 17
°C respectivamente). La temperatura del agua en las instalaciones del IRTA aument6 en
los meses siguientes de forma similar a las temperaturas del agua del delta del Ebro,
alcanzando un méaximo de 26.2 °C en agosto de 2018 (tabla suplementaria 1 del anexo I
y Figura 58). En enero de 2018, dos meses después del rescate, murieron otros 11
individuos de Portlligat (Figura 58). En abril de 2018, 63 ejemplares de Portlligat
murieron (Figura 58). En julio de 2018 habian muerto 81 individuos de Portlligat y 6 del
delta del Ebro, y en septiembre de 2018 seguian con vida 12 nacras de Portlligat y 62 del
delta del Ebro (tabla suplementaria 2 del anexo I). Para diciembre de 2018 solo 4
ejemplares provenientes de Portlligat quedaban con vida. A finales de enero y ante el
buen estado de las 4 nacras, se comenzo6 a aumentar paulatinamente la temperatura y la
alimentacion, sin embargo, entre la ultima semana de mayo y las dos primeras de abril
fueron muriendo a pesar de la reduccion de nuevo de la temperatura por debajo de 13 °C
una vez se habian detectado de nuevo los sintomas. Las pruebas PCR realizadas a los
ejemplares muertos procedentes de Portlligat fueron positivas para la presencia del
parasito Haplosporidium pinnae, sin embargo, dieron negativas para los ejemplares
muertos procedentes del delta del Ebro. Por el contrario, estos individuos del delta del
Ebro resultaron positivos para la infeccion bacteriana por Vibrio mediterranei (Prado et

al., 2020).

3.2.3.5 Jaulas de exclusion de depredadores

De los 35 ejemplares aislados en jaulas en Portlligat (Girona), en junio de 2018, 10
ejemplares fueron encontrados muertos. Estas jaulas se aprovecharon para la introduccion
de los tinicos 5 individuos que se encontraron vivos en los alrededores del lugar donde se
instalaron las jaulas el mes anterior. En julio de 2018, s6lo 7 individuos permanecian
vivos en el interior de las jaulas y no se observaron mas individuos vivos alrededor de las
estaciones de monitorizaciéon. En agosto de 2018, todos los individuos de las jaulas
estaban muertos, al igual que los localizados fuera de las mismas. Los muestreos
realizados en los meses siguientes confirmaron la ausencia de individuos vivos en

Portlligat.
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3.2.4 Influencia de la temperatura en la filtracion y el consumo de oxigeno
de Pinna nobilis
3.2.4.1 Datos biométricos

El tamafio medio de los 8 ejemplares utilizados en el experimento fue de 29.4 +2.2 cmy
12.0 = 1.0 cm de largo y ancho de concha. La media estimada de peso seco fue de 5.7 +

1.0 g. Los datos biométricos de cada individuo se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11: Datos biométricos para cada ejemplar de Pinna nobilis.

Individuo Longitud (cm) Ancho (cm) DW* (g)
1 29.30 11.45 5.62
2 32.20 13.20 7.09
3 31.40 12.00 6.67
4 31.10 12.40 6.51
5 29.40 11.30 5.66
6 26.50 12.00 438
7 26.20 10.40 4.26
8 29.10 13.20 5.52

*Peso seco estimado obtenido usando la regresion talla-peso seco disponible para Pinna rudis (apartado “2.3.1.4.
Relacion morfométrica y andlisis estadistico”).

3.2.4.2 Mediciones fisiologicas

La tasa de aclaramiento media (CR: I g'! h'') de las nacras aumento significativamente
con el aumento de la temperatura del agua (Figura 59). En el rango de temperatura fria la
CR media varia notablemente de 0.55 +0.27 lh' g'a85°Ca4.27+1361h'g'al4
°C, con un Qo para este intervalo de temperaturas de 56.59 + 47.37 (Tabla 12). En el
rango de temperaturas intermedias (14 — 18 — 23 °C) la tasa de aclaramiento aument6
hasta 5.68 +1.88 1h"! g''a 18 °C y hasta 7.86 £2.64 1 h'! gl a 23 °C (Q1 aproximadamente
de 2 para este rango de temperaturas, Tabla 12). La sensibilidad térmica de la tasa de
aclaramiento aument6 significativamente a temperaturas calidas: de 23 a 28 °C, la CR

increment6 de 7.86 £2.64 1h'! g a14.55+4.141h! g! (Qio= 6.03 £ 6.45, Tabla 12).
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Figura 59: Tasa de aclaramiento especifica (CR: 1 h'! g!) de los ejemplares de Pinna nobilis (n = 8) en funcion de la
temperatura del agua. Las letras A - E representan grupos estadisticamente diferentes.

Los valores medios del consumo de oxigeno (VO2: mgO, g! h'!) se han representado en
una funcion de la temperatura en la Figura 60. En el rango de temperatura fria (8.5 a 14
°C) el VO2 mostr6 una dependencia térmica elevada, con un Qo = 6.60 &+ 2.45 (Tabla 12),
pasando de 0.26 +0.06 a 0.70 = 0.11 mgO- g'! h'!. En temperaturas intermedias (14 — 18
—23°C) el VO; aument6 a 0.85+0.16 mgO> g' h'a 18 °Cya 1.10 + 0.26 mgO, g'! h'!
a 23 °C, mostrando una dependencia térmica menor, con un Q1o aproximado de 1.7 (Tabla
12). Al contrario que en el resto de temperaturas, en el rango de 23 a 28 °C no hubo
diferencias significativas del VO,, con valores de 1.10 +0.26 mgO, g' h'a23°Cy 1.25
+0.08 mgO g' h'a 28 °C.
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Figura 60: Consumo de oxigeno (VO2: mgO2 h'!' g!) de los ejemplares de Pinna nobilis (n = 8) en funcién de la
temperatura del agua. Las letras A - D representan grupos estadisticamente diferentes.

Tabla 12: Resultados del coeficiente Qi para las mediciones fisioldgicas de la tasa de aclaramiento (CR) y el consumo
de oxigeno (VO2).

Temperaturas Qio
°C CR VO
85— 14 56.59 +47.37 6.60 £2.45
14 — 18 2.68 + 1.66 1.67 £0.45
18 —23 2.20+1.02 1.72 £0.56
23 —28 6.03 + 6.45 1.45 £ 0.60%

*No se detectaron diferencias significativas en el consumo de oxigeno entre los 23 y los 28 °C, por lo tanto el Q1o para
este rango de temperaturas podria ser considerado como 1.
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La ratio entre de CR y VO» se ilustra en la Figura 61. Mientras que en las temperaturas
intermedias la relacion CR/VO; mantuvo valores constantes en torno a 6.5, la ratio

disminuy6 a 2.1 y aument6 a 11.9 en, respectivamente, la temperatura mas fria y la mas

calida.

16 -

8.5 14 18 23 28
Temperatura (°C)

Figura 61: Ratio CR/VO,+ SD para las diferentes temperaturas experimentales.

110



Resultados

3.3 Pinna rudis como modelo de aspectos bioldgicos de la familia Pinnidae

3.3.1 Crecimiento de Pinna rudis

En febrero de 2018 se contabilizaron un total de 635 ejemplares juveniles de Pinna spp.
(70 £ 34 individuos en cada cabo) en los cabos de sujecion analizados en las instalaciones
de acuicultura de la Vila Joiosa (Alicante). El 94.6% de los individuos fueron
identificados como Pinna rudis y el 5.4% como P. nobilis. En este momento, los
individuos mostraron un tamafio medio de longitud de 34.9 + 6.2 mm (N = 39). Cuatro
meses después (junio de 2018), fueron recogidos los 80 ejemplares para el experimento
en jaulas de mar abierto, siendo en ese momento el tamafio medio de los ejemplares 48.6
+ 8.8 mm de largo y 27.98 + 5.7 mm de ancho. Después del primer afio en las jaulas
experimentales, los individuos del grupo 1 alcanzaron un tamafo de 215.2 £ 17.2 mm de
largo y 134.0 £ 14.4 mm de ancho, y al final del experimento (758 dias) mostraron un

tamafio de 279.0 £ 16.9 mm de largo y 163.2 £ 13.1 mm de ancho (Tabla 13).

Se registré un 0% de mortalidad natural en los ejemplares del grupo 1 y 2. Sin embargo,
la jaula 4 desapareci6 a los 15 meses junto con los cabos y bloques de hormigdn, sin

ningun indicio de las causas (Figura 62).

Figura 62: Fotografia del estado de los bloques de hormigén usados como soporte de las cajas después de la
desaparicion de la jaula 4. Se puede apreciar como dos de los bloques de las jaulas restantes habian sido arrancados y
arrastrados por el fondo. Foto: fuente propia.
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Tabla 13: Datos de largo y ancho de los ejemplares del grupo 1 para cada medicion.

Fecha N Longitud media (mm) Ancho medio (mm)
2018-06-29 40 48.64 + 8.84 2788 + 5.72
2018-07-25 40 69.46 + 8.46 4178 = 6.02
2018-08-29 40 93.53 + 10.49 57.86 + 9.40
2018-10-04 40 118.16 + 12.07 72.68 + 9.74
2018-11-08 40 143.64 + 14.72 88.65 + 12.11
2018-12-05 40 156.00 + 13.92 9843 + 11.71
2018-12-27 40 163.93 + 1535 106.78 + 11.84
2019-02-05 40 173.18 + 17.10 109.49 + 13.28
2019-03-04 40 181.80 + 17.41 111.71 + 12.79
2019-04-04 40 188.63 + 17.64 118.88 + 13.89
2019-04-30 40 19220 + 17.44 121.68 + 13.98
2019-06-03 40 20243 + 17.23 12545 + 14.73
2019-07-05 40 21523 + 17.15 134.03 + 14.42
2019-07-25 40 21998 + 16.78 135.50 + 14.96
2019-08-28 40 22743 + 17.39 135.65 + 14.79
2019-09-26 30 231.87 + 17.68 13720 + 1542
2019-10-30 30 239.57 + 16.80 139.77 + 13.52
2019-12-10 30 24837 + 16.95 144.67 + 1231
2020-01-09 30 250.60 + 16.02 14547 + 12.59
2020-02-04 30 25140 + 15.40 145.67 + 12.29
2020-02-28 30 25530 + 15.64 14793 + 12.07
2020-04-27 30 26433 + 16.61 156.67 + 14.23
2020-05-26 30 27577 + 16.75 160.60 + 14.54
2020-06-29 30 27693 + 1642 162.03 + 13.34
2020-07-27 30 27897 + 1691 163.17 + 13.09
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El crecimiento maximo registrado para un so6lo juvenil (individuo A1.2) fue de 34.3 mm
el 7 de julio de 2018, durante un periodo de 26 dias (1.32 mm d!). Para un periodo de un
afio, el crecimiento maximo detectado para un individuo (Al.1) fue de 209.0 mm de
longitud (0.57 mm d'). Los datos de crecimiento medio de longitud (mm d') se

encuentran en la Figura 63.
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Figura 63: Crecimiento medio de la longitud (mm dia™') para cada periodo de medicion. Los valores atipicos se
consideran valores superiores al Q3 o inferiores a Q; en 1.5 veces el rango intercuartilico.

Se encontr6 una correlacion positiva entre longitud-ancho (R = 0.94, p-valor < 0.001) y
longitud-DW (R = 0.97, p-valor < 0.001) mediante regresion lineal (Figura 64 y Figura
65). El modelo de crecimiento mostré un L de 29.06 cm, un K de 1.16 y un to de -0.18.
Los resultados estandarizados revelaron que el 94.56% de los datos se encontraban dentro

de 2 desviaciones estandar de la media.
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Los datos de crecimiento con la tendencia separada (serie de datos de crecimiento
original, tendencia de la serie y crecimiento estacional) se presentan en la Figura 66A. El
crecimiento estacional mostrd una correlacion significativa con la temperatura (0.67, p-
valor < 0.001), clorofila a (-0.56, p-valor < 0.01) y OD (-0.58, p-valor < 0.01) y ninguna
correlacion con la turbidez y la salinidad (p-valor > 0.05). Los datos de crecimiento

estacional, temperatura, clorofila @ y OD se muestran en la Figura 66B.
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Figura 66: A) Crecimiento de longitud (mm d™') sin tendencia (dato original, tendencia de los datos y dato estacional).
B) Datos sin la tendencia (crecimiento estacional) en mm d-!' con temperatura, oxigeno disuelto y clorofila a.
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3.3.2 Fisiologia energética de Pinna rudis

3.3.2.1 Colocacion de los ejemplares en los tanques

Como se puede observar en la Figura 67, las pruebas preliminares para evaluar el efecto
de la posicion de los ejemplares (horizontal/vertical) en los tanques en relacion a las
determinaciones fisiolégicas mostraron que la posiciéon del animal no afectd al
aclaramiento de microalgas (#-test, p-valor > 0.05). De acuerdo con este resultado, las
determinaciones fisiologicas descritas a continuacion se obtuvieron de animales
dispuestos en horizontal con la excepcion del consumo de oxigeno, que se realizd en

camaras selladas con los individuos dispuestos en posicion vertical.
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Figura 67: Variacion de la concentracion de particulas en funcion del tiempo para individuos de Pinna rudis colocados
en posicion horizontal y vertical.

3.3.2.2 Analisis biométrico de Pinna rudis

Las medidas biométricas para cada grupo de individuos se muestran en la Tabla 14. Todos
los grupos presentaron tamafos similares, alrededor de 18 cm de longitud y un DW

estimado de 1.8 g ind"!, sin que se encontraran diferencias estadisticas entre grupos.
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Tabla 14: Medidas biométricas para cada grupo de individuos de Pinna rudis. DW = Peso seco; WW = Peso hiimedo.

Dieta Longitud (cm) Ancho (cm) DW (g)* WW (g)

Control 18.48 + 16.88 10.54+9.19 1.82+0.41 101.83 £21.55
Dieta shellfish 1837+ 16.36 10.58 £ 15.38 1.79+0.39 92.28 +£22.75

Dieta mixta 1871+ 17.21 10.51+9.75 1.87+0.41 99.49 + 16.87

*Peso seco de biomasa corporal estimado a partir de la regresion talla-peso establecida segun el apartado “2.3.1.4.
Relacion morfométrica y andlisis estadistico”.

3.3.2.3 Tasas fisiologicas

Los resultados de las mediciones fisiologicas se muestran en la Figura 68 y sus

equivalentes energéticos se detallan en la Tabla 15.
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Figura 68: Box-plot de las tasas fisiologicas estandarizadas a 1 g de biomasa corporal en peso seco (DW): A) Tasa de
aclaramiento (CR); B) Tasa de ingestion (IR); C) Eficiencia de absorcion (AE); D) Tasa de absorcion (AR); E)
Consumo de oxigeno (VO»); F) Potencial de crecimiento o scope for growth (SFG). El efecto de la dieta se evalud
mediante ANOVA y el Tukey’s honestly significant differences (HDS) para las comparaciones multiples donde las
diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas (p < 0.05). Las letras A-C representan grupos
estadisticamente diferentes.
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La tasa de filtracion (CR) de Pinna rudis con las dietas experimentales utilizadas fue
sobre 5.5 1 g! h'! para las dietas control y mixta, no observandose diferencias
significativas entre ambas. Sin embargo, hubo una importante reduccién de la filtracion,
superior al 50% (2.2 1 g!' h'") en el grupo alimentado con la dieta shellfish. Como
consecuencia, la tasa de ingestion de la dieta de control (IR de 4.2 mgMO g! h'!) y la
dieta mixta (5.1 mgMO g! h'!) fue tres veces mas alta que la ingestion de la dieta shellfish

(IR de 1.5 mgMO g'' h'h).

Tabla 15: fndices fisiologicos medidos para cada dieta. Los datos muestran el promedio de 10 individuos de Pinna
rudis + desviaciones estandar. CR es la tasa de filtracion expresada como 1 g™ h'!, IR es la tasa de ingestion en J g h-
!, AE es el porcentaje de absorcion del alimento ingerido, AR es la tasa de absorcion en J g'' h'!, VO, es el consumo
de oxigenoenJ g' h''y SFG es el margen de crecimiento, también expresado como J g™ h™!. Todas las tasas fisiologicas
se relacionan con el peso seco de carne estimado para cada individuo. Las letras A-C representan grupos
estadisticamente diferentes.

Control (CO) Dieta shellfish (SF) Dieta mixta (MX)
CR(1g'hh 5.29+1.0734 2.18 £0.828 587+1.44
IR(Jg'hh 100.86 = 20.454 33.97 +12.878 115.88 £27.84*
AE (%) 60.60 + 13.54 3533 +8.5¢ 46.47 + 6.88
AR (Jg'hh 58.64 + 15.844 12.03 £5.798 53.94 +15.58%4
VO:(Jg'h™) 23.07 £5.914 17.70 +3.308 21.79 £ 4.014
SFG(Jg'h™) 37.71 £ 16.664 -5.67 +5.888 32.15 + 14.604

La EA en la dieta de control (CO) fue del 60.60% y disminuy6 a casi la mitad (35.33%)
en la dieta shellfish (SF). En la dieta mixta (MX) se obtuvo un valor intermedio de
46.47%, detectandose diferencias significativas entre las tres dietas. La AR de la dieta de
control (2.5 mg g'! h'!) fue casi 5 veces mayor que la SF (0.5 mg g'! h'!), sin embargo se
obtuvo un resultado similar al control en la dieta MX, con una AR de 2.4 mg g'! h'!. El
mayor VO se observo en el control (1.6 mg O, g'! h'!) con una disminucion de casi el
25% enla SF (1.2 mg O, gt h'!). El VOzen la dieta mixta fue ligeramente menor que en
el control (1.5 mg O, ¢! h'!), aunque no se observaron diferencias estadisticas entre ellos.
Si se encontraron diferencias significativas en el VO entre los ejemplares alimentados
con CO y MX respecto a los ejemplares alimentados con SF. La integracion de las
diferentes tasas fisiologicas en la ecuacion de balance energético nos permite calcular el

SFG, que fue positivo y similar para el control (37.71 J g'! h'!) y la dieta mixta (32.15J
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g’ h'l). Por el contrario, los animales alimentados con la dieta SF mostraron un valor

negativo de SFG, -5.67 J g'! h'l.
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Figura 69: Eficiencia de crecimiento bruta (izquierda) y neta (derecha) para cada dieta experimental. El * indica
diferencias significativas con la dieta control.

La mayor eficiencia de crecimiento bruto (k1) se observo en la dieta de control, donde el
38.2% de la energia ingerida se utiliz6 para el crecimiento (Figura 69). Dado que el SFG
para los animales alimentados con SF fue negativo, K1 también mostré un resultado
negativo. Se observo un K1 significativamente menor (33.1%) con la dieta MX en
relacion al control. Esta diferencia significativa entre la dieta de control y la mezcla
desaparece cuando se considera la eficiencia del crecimiento en relacion con la absorcion
(K2). En ambos casos, la eficiencia de crecimiento neto estuvo cerca del 60% de la

fraccion absorbida, mientras que la dieta SF mostr6 nuevamente valores negativos para

K2 (Figura 69).

Tabla 16: Analisis de la correlacion de Pearson entre las tasas fisiologicas y el SFG.

CRg AE AR VO,
SFG 0.89%** 0.74% %% 0.99%#* 0.30
CRg 0.46* 0.91%%+ 0.47%
AE 0.76%** 037
AR 0.46*

***p-valor< 0.001; **p-valor < 0.01; *p-valor < 0.05.

La correlaciéon méaxima con el SFG para las tasas fisiologicas se apreci6 en la AR (0.99,
p < 0.001). El VO- fue la tnica tasa fisioldgica sin correlacion significativa con el SFG

(valor de p > 0.05). Los resultados de todas las correlaciones se muestran en la Tabla 16.
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Discusion

4.1 Habitat de las poblaciones de Pinna nobilis en Calp (Alicante)

Los resultados de las variables oceanograficas muestran una estacionalidad tipica de
mares templados (Miller, 2009), con inviernos suaves en los que las temperaturas no
suelen bajar de los 14 °C en aguas abiertas y temperaturas calidas por encima de 26 °C
que solo se superan en zonas mas superficiales. Segun las observaciones realizadas por
Trigos et al. (2015) este rango de temperaturas indicaria que la poblacion de Pinna nobilis
de Calp, y, por extension, aquellas poblaciones de mar abierto con condiciones
oceanograficas similares, se encontrarian durante algunos periodos del ano fuera de la
zona de confort de la especie. Sin embargo, los resultados observados en el presente
trabajo (3.2.4. Influencia de la temperatura en la filtracion y el consumo de oxigeno de
Pinna nobilis) mostrarian que el rango de confort de temperaturas de la especie podria
ser mas amplio y que se encontraria dentro de las variaciones estacionales tipicas del
Mediterraneo. Por lo tanto, la poblacion de Calp se encontraria a lo largo de todo el afo

en un rango térmico confortable para la especie.

Por su parte, las variaciones de salinidad observadas son minimas al encontrarse en mar
abierto y dentro del rango entre 34—40 psu adecuado para Pinna nobilis (Butler et al.,
1993). De hecho, P nobilis también estd presente en ambientes paralicos donde la
salinidad presenta valores mas extremos, como es el caso de la laguna del Mar Menor
(Murcia) donde la salinidad puede alcanzar valores entre 42—47 psu (Fernandez-
Torquemada y Sanchez-Lizaso, 2011) o en la bahia del Fangar, en el delta del Ebro
(Tarragona), donde la salinidad oscila entre 20 y 35 psu (Carrasco et al., 2008).

Del mismo modo, la variacion del oxigeno disuelto nunca alcanza valores que pudieran
suponer un riesgo para la especie. Para bivalvos, la concentracion letal 50 (CLS50,
concentracion a la cual moririan el 50% de los individuos) es del.42 + 0.14 mg! y en
moluscos, la concentracion subletal 50 (CSL50, concentracion a la cual el 50% de los
individuos mostrarian efectos no letales) es de 1.99 +0.16 mg™! (Vaquer-Sunyer y Duarte,
2008). De hecho, ningun bivalvo de los recogidos en la revision de Vaquer-Sunyer y
Duarte (2008) muestran una CL50 por encima de los 4 mg!. Las observaciones en otros
moluscos y bivalvos junto con los resultados obtenidos por Basso et al. (2015a) en los
que se observo tolerancia de ejemplares de Pinna nobilis sometidos a concentraciones de

3.07 mg’!, parecen indicar que las variaciones de oxigeno disuelto en Calp nunca
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alcanzaron valores que pudieran suponer un riesgo para la especie ya que los valores

siempre estuvieron por encima de los 5 mg I'!.

Los niveles de clorofila a observados durante todo el periodo de estudio se situaron dentro
del rango habitual observado para areas con condiciones oceanograficas similares, sin
mostrar eventos extremos de concentracion. De manera semejante, el nivel de turbidez,
en general, tampoco superd valores extremos que pudieran perjudicar a los bivalvos en
general y Pinna nobilis en particular, con concentraciones habitualmente por debajo de
1.5 mg I'l. Sin embargo, si se observaron eventos puntuales de elevados niveles de
turbidez con concentraciones de hasta 4 mg I'! y tasas de sedimentacion superiores a 800
g (m?)! dia”! coincidiendo con grandes tormentas que, en estos casos, podrian suponer un
riesgo para P. nobilis, y no solo por el fuerte hidrodinamismo generado que afecta
negativamente a la especie (Garcia-March et al., 2007b; Hendriks et al, 2011). La
elevada turbidez puede tener un efecto negativo en los bivalvos a nivel fisiologico,
alterando la filtracion y la absorcion del alimento, generalmente como causa de un
incremento de la concentracion y del porcentaje de material inorganico en suspension.
Todo ello genera estrés en el animal y puede producir la muerte por agotamiento ante la
incapacidad de alimentarse e incluso respirar (Loosanoff, 1962; Beninger et al., 2008).
Asi pues, estos eventos puntuales con concentraciones mas elevadas podrian presentar un
efecto negativo sobre P. nobilis y tener un efecto de control de la densidad de individuos
a largo plazo, por provocar la muerte de los mas débiles que, sin este tipo de eventos,
probablemente podrian ser mas longevos. Aun asi, considerando que son eventos
puntuales muy esporadicos (2-3 eventos observados en todo el periodo de muestreo)
parecen indicar que las condiciones de turbidez en Calp son, en general, buenas para P.

nobilis.
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4.2 Pinna nobilis

4.2.1 Actividad de valvas

Los resultados observados indican que la temperatura es el factor responsable del cambio
de patron en la actividad de valvas de P1 a P2 en esta especie. A pesar del limitado numero
de individuos utilizados en el experimento (8) debido al estado de proteccion de la
especie, la respuesta de 6 de 8 de los individuos encaja con las predicciones establecidas,
basadas en los estudios realizados por Garcia-March et al. (2008); Garcia-March et al.
(2016). Si bien las condiciones de laboratorio pueden alterar la actividad de los bivalvos
(Williams y Pilditch, 1997; Robson et al., 2010b), el conocimiento previo en campo sobre
el comportamiento natural de la especie (Garcia-March et al., 2008; Garcia-March et al.,
2016) se utilizo6 para clarificar si estos resultados en los tanques era producto de los
tratamientos aplicados y, por lo tanto, un resultado relevante. En cualquier caso, el
limitado tamafio muestral haria recomendable replicar el experimento, con otras
poblaciones, para confirmar que el comportamiento de la actividad de las valvas esta
efectivamente regulado por la temperatura del agua, sin olvidar que los resultados con
individuos estabulados de la poblacion de Calpe, coinciden con lo observado in sifu en
las poblaciones de Moraira y Tabarca en Alicante (Garcia-March et al., 2008; Garcia-
March et al., 2016). La reduccion de la concentracion de oxigeno se evitd puesto que se
consiguid este cambio de patron Uinicamente con la temperatura y se considerd un riesgo
innecesario dado el estado de proteccion de la especie. Futuros experimentos controlando
la concentracion de oxigeno disuelto ayudarian a entender si este parametro tiene algin
efecto, quizd modulador de la respuesta a la temperatura, en la actividad de valvas de P.

nobilis.

Como muestran los resultados, el cambio entre patrones ocurrid una vez la temperatura
del agua alcanz6 24.5 °C. Todos los individuos del tanque A mantuvieron P2 a pesar de
mantener la temperatura del agua a 23.0 °C durante 5 dias. Los individuos de ambos
tanques Unicamente comenzaron a cambiar de P2 a P1 uno o dos dias después de alcanzar
los 24.5 °C. Este hecho, refuerza la idea de que, en el campo, son los picos de altas
temperaturas en verano los que provocarian este cambio de patron y no aguas calidas
mantenidas en el tiempo. 6 de los 8 individuos siguieron los periodos de iluminacion
marcados, mostrando efectivamente este cambio de P2 a P1. Los individuos abrieron sus

valvas con la luz y las cerraron durante los periodos de oscuridad, incluso cuando estos
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eventos eran repentinos y fuera de horario, inesperados, como pueda ser el fendmeno de
“luna llena” y oscuridad total durante el dia. Esto confirma la importancia que tiene la luz
durante P1 y que, durante este periodo, P. nobilis no predice los ciclos de luz ni muestra
este patron debido a un ciclo interno, mas bien se trata de una respuesta directa a la
presencia/ausencia de luz. Los beneficios que puede aportar este cambio de patréon y su
consecuente seguimiento de la luz durante los meses de verano no estan todavia claros.
De acuerdo con Ortmann y Grieshaber (2003), el cierre de las valvas durante la noche
podria ser una forma de ahorro de energia cuando el alimento es escaso. Sin embargo,
durante nuestros experimentos, la comida se proporcionaba regularmente cada 6 h, y
durante los momentos de oscuridad en P1 mantenian las valvas cerradas aun con alimento
a su disposicion. En condiciones naturales durante P1, la actividad de las valvas de Pinna
nobilis también fue independiente de la presencia de fitoplancton, tal y como constatan
Garcia-March et al. (2016). Alternativamente, el seguimiento de la luz mediante la
actividad de las valvas durante P1 supone un método de sincronizacion entre los
individuos de una poblacion. Esta sincronizacion podria tener beneficios para la
reproduccion durante los meses de verano. Observaciones indirectas de Cabanellas-
Reboredo et al. (2009); Kersting y Garcia-March (2017) sugieren que la reproduccion de
P. nobilis ocurre mayoritariamente entre junio y agosto, aunque analisis histologicos
realizados por Deudero et al. (2017) muestran como el evento reproductivo puede
comenzar en mayo, siendo mas intenso en los meses de junio y julio. Estas diferencias
podrian deberse a la profundidad a la que se encuentran las poblaciones, la posicion de la
termoclina, gradientes latitudinales u otros factores locales. En cualquier caso, la
sincronizacion con la luz podria marcar el momento idéneo para el evento reproductivo,

aunque esta hipotesis debera ser demostrada.

Dado que los individuos 4A y 4B mantuvieron P2 durante todo el experimento y
suponiendo que el seguimiento de la luz durante P1 estuviera relacionado con la
reproduccion, cabria la posibilidad que los individuos 4A y 4B, de menor tamafio, fueran
inmaduros. En este supuesto, la sincronizacion con el resto de individuos seria innecesaria
y el seguimiento de la luz significaria mas una carga que un beneficio. Si bien, cabe
considerar que Trigos (2016) sugiere que individuos de esta talla tendrian un tamano
suficiente para ser maduros. Lamentablemente, dado el estado de proteccion de P. nobilis,

los individuos no se sacrificaron para comprobar su estado de madurez.
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Garcia-March et al. (2016) postularon que el oxigeno podria estar involucrado en el
cambio entre patrones de actividad de valvas en P. nobilis. En su experimento inicamente
se analiz6 la respuesta en funcion de la temperatura, aunque estas variaciones, de forma
indirecta, inducen variaciones en el oxigeno disuelto. Esto podria explicar porqué Garcia-
March et al. (2016) detectaron correlacion con temperatura y oxigeno en el momento de
cambio entre los patrones de actividad de Pinna nobilis. Se requieren nuevos estudios
relacionados con la actividad de las valvas para comprender mejor lo que provoca que
algunos individuos no cambien de patron de actividad a temperaturas elevadas. Del
mismo modo, seria de interés conocer la posible relacion entre el estado de madurez de

las nacras y los patrones estacionales de actividad.

En la almeja gigante Hippopus hippopus, Schwartzmann et al. (2011) observaron un
comportamiento de la actividad de las valvas similar a P1. Esta especie tropical vive
siempre en aguas con elevadas temperaturas y con poca variacion estacional (21-28 °C).
Cabria la posibilidad de que la falta de aguas frias estuviera manteniendo a H. hippopus
en P1. Este comportamiento se ve alterado cuando la temperatura del agua se mantiene
en 27-28 °C durante varias semanas, causando gran cantidad de aberturas y cierres de las
valvas durante el dia, pero manteniendo los cierres durante la noche (Schwartzmann et
al., 2011). Si esta especie de almeja gigante estd siempre en P1 debido a las elevadas
temperaturas, no es descartable que pudiera cambiar a P2 si durante varias semanas se
mantuviera de manera artificial a temperaturas mas frias (18-20 °C). A pesar de que el
comportamiento de actividad de valvas de Crassostrea gigas se debe mayoritariamente a
las mareas, Mat et al. (2012) observaron un ritmo dual relacionado con el fotoperiodo en
condiciones naturales. Esta especie es diurna durante primavera-verano y nocturna
durante otofio-invierno, sin embargo, cambia de patrén incluso a temperatura constante
en el laboratorio, lo que sugiere que este cambio de comportamiento estd provocado por
causas endogenas (Mat et al., 2012). Las similitudes entre P. nobilis e H. hippopus, pero
no con C. gigas, sugieren que probablemente la influencia de la temperatura del agua en
la respuesta de la actividad de las valvas a la luz es una caracteristica comtin en bivalvos,
pero no universal. Nuevas investigaciones en otras especies de bivalvos podrian ayudar a

entender los beneficios evolutivos de esta influencia.

Durante la aplicacion del protocolo inverso, los individuos mantuvieron P1 a pesar de
mantener la temperatura a 18 °C durante 10 y 15 dias respectivamente para los tanques A

y B. De acuerdo con lo observado en el medio natural por Garcia-March et al. (2016), el
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cambio de P1 a P2 se esperaba que ocurriera por debajo de los 20 °C. Si la sincronizacion
con la luz tiene una finalidad reproductiva, como se sugiri6 anteriormente, seria posible
que los individuos de Pinna nobilis requieran de un tiempo minimo en P1, que les permita
la maduracion y desove, antes de cambiar de nuevo a P2. En este caso, el efecto de la
temperatura quedaria enmascarado por la necesidad de completar el ciclo reproductivo.
Alternativamente, seria posible que los ejemplares de P. nobilis requieran de mas tiempo
para el cambio entre patrones debido a requerimientos fisioldgicos intrinsecos. En este
caso, el método experimental aplicado no posibilitaria el cambio entre patrones debido al
corto espacio de tiempo entre un cambio y otro. Para definir en futuros estudios los
factores que provocan el cambio entre P1 y P2, seria recomendable aumentar el tiempo

de mantenimiento en cada patron.

El andlisis espectral (FFT), muestra una periodicidad de 23.11 h y 23.15 h para avA y
avB respectivamente, durante P1. Los resultados son similares a los obtenidos por Garcia-
March et al. (2016) para individuos en el medio natural durante P1. Sin embargo, durante
P2 en el laboratorio no se detect6 ningln ciclo circadiano, que si se producia en el medio

natural (Garcia-March et al., 2016) y unicamente se detect6 un ciclo de 5.96 h para avA.

La autocorrelacion confirma la periodicidad de 23.11 h y 23.15 h respectivamente para
avA y avB detectada por el FFT y relacionada con los ciclos de luz, con valores de 0.69
y 0.66 para avA y avB respectivamente (Figura 53C y Figura 53D). En cambio, la
autocorrelacion para las 5.96 h detectadas por el FFT (10728 segundos en la escala de
tiempo '2 segundos) durante P2 para avA fue mucho menor, con un valor de 0.28 (Figura
53B). Los ciclos de alimentacion, cada 6 h, produjeron una respuesta cambiante en los
individuos de Pinna nobilis, que detectaban los pulsos de comida y variaban la abertura
de las valvas de forma inconstante. La autocorrelacion para un ciclo circadiano durante
P2 fue mucho menor que la observada in situ por Garcia-March et al. (2016), siendo
indetectable como ya sugerian los resultados obtenidos por el FFT. Cabria la posibilidad
de que las condiciones de laboratorio hubieran alterado el ritmo circadiano, mas débil,
durante P2 (Garcia-March et al., 2016). En el caso de que el ritmo circadiano durante P2
no esté causado por un zeitgeber (nombre que reciben aquel o aquellos factores
ambientales que intervienen en los ritmos bioldgicos), como sugerian los estudios en el
medio natural, seria posible que fuera mas sensible a ser alterado por factores externos.
Este factor externo podrian ser los ciclos artificiales de comida (6h), que podrian explicar

el pico de 5.96 h detectado por el FFT para avA durante P2. También podrian ser el
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resultado de pequeias alteraciones aleatorias que se dan con facilidad en condiciones de
laboratorio. En conjunto, todo ello podria enmascarar los ritmos internos durante P2. Asi
pues, se recomienda realizar futuros estudios en condiciones de free running en ambos
patrones (P1 y P2), manteniendo constante la luz/oscuridad y el suministro de comida

para evitar su efecto y asi mejorar el conocimiento de estos ciclos internos.

La alta CC (Cross-Correlation) obtenida en la comparacion entre pares de individuos
durante P1, muestra la sincronizacion entre ellos siguiendo los ciclos de luz con la
abertura de sus valvas. Para P2, los valores de CC fueron mucho menores de lo esperado
segun el trabajo de (Garcia-March et al., 2016), lo que refuerza la idea de un reloj interno
rigiendo ambos patrones. Teniendo en cuenta que, mientras que la luz ejerce de “director”
durante P1 reforzando el ritmo circadiano, P2 seria mas facilmente alterable al no

presentar ningun factor ambiental que lo gobierne.

La relacion entre la actividad de las valvas y la temperatura en P. nobilis hace de esta
especie un potencial biomonitor en el contexto de cambio climatico. El seguimiento de
individuos para comprobar las variaciones del momento de cambio entre patrones podria
ayudar a entender la direccion de las variaciones ambientales y sus posibles efectos. La
combinacion de seguimiento de actividad de valvas en tiempo real y la esclerocronologia
de las conchas podria ayudar a descifrar la informacion contenida en las propias conchas,
aportando datos de series temporales climatoldgicas a nivel local. Futuros estudios,
combinando estas dos perspectivas para calibrar los datos obtenidos mediante estudios de
esclerocronologia, nos ayudarian a obtener series temporales a nivel local de datos

climatolégicos como la temperatura (Garcia-March et al., 2011b).

4.2.2 Modelos de crecimiento de Pinna nobilis

El presente trabajo constituye el primer estudio comparativo de crecimiento de la especie
actualmente en peligro critico de extincion Pinna nobilis, en 12 localizaciones del
Mediterraneo occidental en Espafia y Francia. Se detectd una considerable variabilidad
en el crecimiento y la longevidad en funcion de las condiciones ambientales y el grado
de exposicion al hidrodinamismo. El andlisis multivariante muestra 4 grupos de
poblaciones, cada uno de los cuales comparte caracteristicas ambientales comunes. Los
grupos son: 1) SO, poblaciones en mar abierto ubicadas en areas poco profundas y
profundas pero siempre al resguardo del hidrodinamismo (Gandulf, Racd, Tabarca,

Balearia y Port-Cros); 2) EO, poblaciones localizadas en mar abierto, en areas poco
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profundas y expuestas al hidrodinamismo (Olla, Moraira y Freus); 3) LG, poblaciones
ubicadas en lagunas marinas costeras (Embiez, Diana y Mar Menor); y 4) Alfacs,
separada de los demds grupos y la tinica poblacion estudiada que se encuentra en un

ambiente deltaico.

Si bien es deseable poder establecer modelos especificos para cada poblacion, los tres
modelos generales analizados en el presente estudio podrian considerarse como
referencia para otras poblaciones de Pinna nobilis localizadas en areas similares.
Desembocaduras como el delta del Ebro podrian considerarse en un modelo de
crecimiento general diferente; sin embargo, debido a que Alfacs (localizada en el propio
delta) fue la unica poblacion muestreada de este tipo de ambiente, seria preceptivo
analizar el comportamiento del modelo, incrementando el niimero de poblaciones en
ambientes deltaicos y poder respaldar su singularidad. Las poblaciones de EO muestran
tasas de crecimiento y L., mas bajas que otras poblaciones. Segun Garcia-March et al.
(2007b); Deudero et al. (2015), los efectos del hidrodinamismo alto de forma intermitente
o moderado pero continuado en el tiempo podrian aumentar la mortalidad y limitar el
crecimiento al provocar estrés y/o roturas de la concha. Garcia-March et al. (2016)
estudiaron la actividad de valvas in situ de Pinna nobilis, revelando que las corrientes
bimodales, como las generadas por las olas, causan una mayor perturbacion a los
individuos de P. nobilis que las corrientes unimodales como las mareas, incluso a
velocidades mas bajas del agua. El efecto de estas fuerzas disminuye con la profundidad
y con la presencia de Posidonia oceanica, ademas de la influencia de la topografia del

fondo marino (Garcia-March et al., 2007b; Hendriks et al., 2011).

Por lo tanto, se plantea la hipotesis de que el tamafio méximo de las poblaciones de EO
puede verse limitado por el oleaje, mientras que las poblaciones de SO y LG pueden
crecer a tamafios mayores puesto que, normalmente, se encuentran protegidas al

hidrodinamismo.

En general, en el medio marino las condiciones ambientales tienden a ser mas estables en
areas profundas. Por su parte, aunque las areas poco profundas estan protegidas del
hidrodinamismo, son mas propensas a los impactos antropogénicos y los extremos
climaticos. Por lo tanto, es razonable esperar que las poblaciones profundas en diferentes
areas del mar Mediterrdneo occidental tuvieran mas similitudes en sus parametros de

crecimiento que las poblaciones mds cercanas que viven en areas superficiales al
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resguardo del oleaje. Sin embargo, las poblaciones dentro del grupo SO muestran
patrones de crecimiento similares a pesar de vivir a diferentes profundidades. Esto apoya
la idea de que, efectivamente, en mar abierto, el hidrodinamismo puede ser un factor
determinante del crecimiento de la nacra que limita el tamafio de la concha en las
poblaciones que habitan en lugares expuestos. Por el contrario, cuando el efecto
hidrodinamico sobre la nacra es bajo, debido a que las poblaciones estan resguardadas o
situadas a mayor profundidad, por lo general el efecto del resto de factores ambientales
tendria poca capacidad de modular el crecimiento de la especie, independientemente de

la ubicacidn.

En este sentido, la poblacion estudiada hace unos afios por Garcia-March et al. (2007a)
en Moraira (Alicante, Espafia) y a 11-13 m de profundidad, ya mostré un modelo de
crecimiento con L., mayor que el de la poblacion EO, pero menor que el de la poblacion
SO, y una K menor que la de la poblacion EO, pero similar al de la poblacion SO. Esta
poblacion podria encontrarse en una situacion intermedia entre las poblaciones profundas
(20 m) y las expuestas, pudiendo estar parcialmente afectada por el régimen
hidrodinamico. Por otro lado, tal y como muestra el analisis multivariante, tanto L., y la
ratio de crecimiento se comportan de manera independiente en relacion con el estatus de
proteccion legal del area. Este andlisis no detecta diferencias estadisticamente

significativas entre poblaciones con o sin algun tipo de proteccion legal.

Las poblaciones de Alfacs y LG se localizan en aguas confinadas. Estas poblaciones
destacan por su mayor tasa de crecimiento de 5 a 9 afios, por su mayor L., (Alfacs) y una
mayor tasa de crecimiento, entre 2 a 7 afios (LG) en comparacion con las demas
poblaciones estudiadas (Figura 56). Las condiciones especificas que existen en estos
ambientes pardlicos podrian ser responsables de estos extremos. Una mayor
disponibilidad de alimento en comparacion con el mar abierto podria explicar esta
discrepancia, como se ha demostrado para las diferencias de crecimiento y supervivencia
de Pinna nobilis entre ejemplares que viven en ambientes eutrdficos versus oligotroficos
(Alomar et al., 2015). Las aguas del delta del Ebro estan enriquecidas en nutrientes por
entradas provenientes del riego agricola (Mafiosa et al., 2001; Sierra et al., 2002; Falco
et al., 2010; Prado, 2018). Lo mismo ocurre con las lagunas costeras, también afectadas
por el aumento de la poblacion en las zonas costeras, por la agricultura o la industria.
Estos impactos, junto con las condiciones ambientales tales como la baja circulacion del

aguay su baja renovacion, hacen que estas areas sean mas susceptibles al enriquecimiento
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de nutrientes y el crecimiento fitoplanctonico (Kennish y Paerl, 2010). Esta situacioén ha
sido especialmente relevante e intensa en la laguna del Mar Menor en Murcia durante los
ultimos afos, en los que ha sufrido diferentes grados de eutrofizacion (Pérez-Ruzafa et
al., 2005b; Velasco et al., 2006; Garcia-Ayllon, 2018). Se desconoce la razén por la que,
para la poblacion Alfacs, L. es 18.5 cm mayor que el valor predicho por el modelo de
crecimiento general para LG. Los regimenes de salinidad de los ambientes paralicos
muestran mayores fluctuaciones que los de los ambientes de mar abierto debido a sus
caracteristicas ambientales (Kennish y Paerl, 2010). Sin embargo, estas fluctuaciones no
se reflejan en las tendencias de crecimiento observadas en las poblaciones de nacra que
viven en estas areas. La salinidad en Alfacs suele ser menor que la del mar abierto debido
a la precipitacion y descarga de canales de riego (Solé et al., 2009). Por el contrario, el
Mar Menor es una laguna hiperhalina que puede alcanzar niveles de salinidad de hasta 51
psu (Pérez-Ruzafa et al., 2005a). Las lagunas de Diana y Embiez en Francia, muestran
niveles de salinidad mas bajos que el Mar Menor, pero a menudo oscilan por debajo y
por encima del nivel del mar abierto después de las estaciones humedas y secas (De
Gaulejac y Vicente, 1990; Burgeot et al., 1996; Rouanet et al., 2009). En conjunto, los
datos sugieren que factores ambientales distintos a la salinidad podrian tener mas peso en
la determinacion de las tendencias de crecimiento observadas en los ambientes paralicos.
Sin embargo, antes de descartar definitivamente la posibilidad de que el crecimiento de
la nacra se vea afectado por la salinidad seria deseable profundizar con estudios

adicionales en mayor nimero de poblaciones de nacra en medios de salinidades anomalas.

Por otra parte, se detectd una variacion importante en relacion con la supervivencia y la
edad maxima entre las poblaciones estudiadas. Las poblaciones EO, LG y Alfacs
presentaron las edades maximas mas bajas de los individuos estudiados (17, 12 y 15 afios
respectivamente). En 4reas expuestas, el efecto de las condiciones hidrodinamicas, como
se sefial6 anteriormente, podria ser responsable de una menor supervivencia, sin embargo,
las condiciones hidrodindmicas suelen ser suaves en ambientes de lagunas/deltas. El
hecho de que las poblaciones de lagunas/deltas sean las unicas en las que L. es mayor
que Max_Ht podria indicar que, en estos lugares, los individuos mueren antes de alcanzar
el tamaflo maximo y/o que, por roturas traumaticas de las conchas, la parte posterior se
ha reconstruido aparentando menor tamafio del que deberia tener por edad. La rotura de
la concha es frecuente en estos habitats debido al intenso trafico de embarcaciones, que a

menudo las golpea y fragmenta (Prado ef al., 2014). Este hecho podria explicar el estado
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de la poblacion Alfacs, donde 19 de 20 conchas mostraban evidentes marcas de
reconstruccion. Por lo tanto, multiples factores podrian estar afectando a la esperanza de

vida de las poblaciones de lagunas/deltas, como son:

1) En comparacion con los ecosistemas de mar abierto, estos presentan condiciones
extremas mas estresantes (Quintana et al., 2018a). Durante el invierno y la temporada de
lluvias, la temperatura y la salinidad podrian acercarse al limite de tolerancia de la
especie. Lo mismo ocurre durante el verano, cuando se producen altas temperaturas y
altos niveles de salinidad (excepto en el caso del delta del Ebro, donde la salinidad
disminuye en verano debido a los vertidos agricolas) y las concentraciones de oxigeno

pueden alcanzar niveles peligrosamente bajos (Cataudella et al., 2015).

2) La presencia de contaminantes quimicos producidos por las actividades antropogénicas
es comun en estos ambientes (Kennish y Paerl, 2010), como es el caso del delta del Ebro
(Sol¢ et al., 2000; Mariosa et al., 2001; Kock et al., 2010), Mar Menor (Pérez-Ruzafa et
al., 2000; Quintana et al., 2018a) y la laguna de Diana (Burgeot et al., 1996; Galgani et
al., 2006).

3) Aunque aun no se ha sido demostrado para Pinna nobilis, en algunos taxones, el
crecimiento rapido y el tamafio corporal grande parecen estar relacionados con una

esperanza de vida mas corta (Metcalfe y Monaghan, 2003).

Ya sea aisladamente o en conjunto, estos factores podrian limitar la esperanza de vida de
las poblaciones de nacra que viven en ambientes de lagunas/deltas. En consecuencia, el
modelo general de LG debe usarse con precaucion. Las oscilaciones que ocurren en las
lagunas costeras debido a las condiciones naturales y los efectos antropogénicos podrian

inducir variaciones estocasticas en el crecimiento de Pinna nobilis.

Los efectos antropogénicos van mas alld de la contaminacién y se ha demostrado que
otras amenazas como el anclaje de embarcaciones, la pérdida de habitat y la pesca furtiva
de conchas diezman las poblaciones de nacra (Katsanevakis ef al., 2011; Hendriks et al.,
2013; Vazquez-Luis et al., 2014; Basso et al., 2015¢; Deudero et al., 2015; Vazquez-Luis
et al.,2015). Es resefiable que las edades méaximas detectadas, 38 y 34 afios, se dieron en
ejemplares obtenidos del parque nacional de Port-Cros, que fue creado en 1963. Las
demas reservas marinas, la Reserva Nacional Marina de Tabarca y el parque nacional

maritimo-terrestre del Archipié¢lago de Cabrera, en comparacion con Port-Cros, son
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relativamente recientes (creados en 1986 y 1991, respectivamente). En estas reservas
espanolas se localizaron individuos de 27 afos, edad similar a la de las propias reservas
en el momento del muestreo de las conchas. Las edades mdximas de las poblaciones
muestreadas sugieren un posible efecto positivo de la proteccion de las dreas marinas en
relacion con la longevidad de Pinna nobilis, si bien, se recomienda estudios adicionales
para determinar de manera concluyente la relacion entre el estado de proteccion y la

longevidad de ejemplares.

Lamentablemente, la situacion actual de P. nobilis es critica a raiz del reciente evento de
mortalidad masiva que afecta a la especie, diezmando practicamente todas las poblaciones
de nacra (Catanese, 2020; Garcia-March et al., 2020; Kersting et al., 2020a; Ondes et al.,
2020; Ozalp y Kersting, 2020; Sari¢ et al., 2020). Solo algunas poblaciones de aguas
confinadas como lagunas y deltas consiguen resistir, aunque se desconocen las razones
de ello. Entre las poblaciones abordadas en el presente estudio, sélo las poblaciones del
Mar Menor, Alfacs (Garcia-March et al., 2020) y Diana (Nardo Vicente, com. Pers.)
permanecen en la actualidad con ejemplares vivos, mientras que el resto de poblaciones
en aguas abiertas han experimentado una mortalidad practicamente del 100% (Garcia-
March et al., 2020). En la situacion actual, una estrategia para asegurar el futuro de la
especie se encuentra en la cria en cautividad y reintroduccion de juveniles al medio
marino. Tras el andlisis realizado en este trabajo, las poblaciones de Port-Cros, Gandulf
y Tabarca parecen ser los lugares mas optimos para la reintroduccion de Pinna nobilis
segun los tamafios y edades alcanzadas por los individuos y el estado de proteccion de
estos puntos. Sin embargo, la persistencia a largo plazo de la enfermedad convierte estas
areas en inadecuadas para la reintroduccion de la nacra, a menos que fuera con ejemplares
resistentes, que son extremadamente escasos. Ante este panorama, las lagunas y deltas se
presentan como la tnica esperanza para la supervivencia de esta especie a corto plazo,
gracias a los individuos que actualmente sobreviven en ellas y por su capacidad de
albergar juveniles no resistentes criados en cautividad. Los parametros de crecimiento de
las poblaciones que habitan estos entornos indican que pueden ser buenas zonas para el
crecimiento de la especie durante los primeros afos de vida. Sin embargo, las poblaciones
que habitan en lagunas, y en menor medida en el delta del Ebro, parecen estar en un
habitat inestable a largo plazo, la corta vida 0til de las nacras en estos entornos sugiere
que estas poblaciones dependen de un reclutamiento abundante. Ademads, la

supervivencia de los individuos introducidos podria verse limitada a largo plazo por la
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inestabilidad de estos ecosistemas debido a factores tanto naturales como antropogénicos
(Reizopoulou y Nicolaidou, 2007; Kennish y Paerl, 2010) que podrian conducir a un
colapso repentino de las mismas. En la laguna del Mar Menor, la eutrofizacion ha estado
amenazando al ecosistema durante décadas, hasta que termind por colapsar el fragil
equilibrio ecologico de la laguna durante el verano de 2015 y la primavera de 2016
(Garcia-Ayllon, 2018; Pérez-Ruzafa et al., 2019). Ademas, la recolonizacion o llegada de
juveniles de P. nobilis a estas lagunas costeras o deltas después de un colapso y
recuperacion del hébitat seria muy complicada al haber desaparecido las poblaciones en
mar abierto, ya que tendria que haber una conexion directa a través de las corrientes entre
estos ambientes paralicos, por lo que seria necesario llevar a cabo una reintroduccion
manual de nacras (Garcia-March et al., 2020). En cambio, la alta diversidad genética en
las poblaciones de P. nobilis y la poca diferenciacion entre ellas (Wesselmann et al.,
2018; Gonzalez-Wangiiemert et al., 2019) permitiria preservar la variabilidad genética de
la especie solo con preservar algunas de estds poblaciones aisladas o unos pocos

ejemplares mantenidos en acuarios (Peyran et al., 2021).

Por otro lado, el cangrejo azul Callinectes sapidus procedente del Atlantico, especie
invasora en el Mediterraneo, se estd extendiendo por todas las costas riberefias. Ha sido
observado recientemente en el delta del Ebro (Fuentes et al., 2019) y se ha constatado su
presencia de manera permanente en el Mar Menor durante los ultimos afios (Castejon y
Guerao, 2013; Mancinelli et al., 2017). Este voraz crustaceo es una potencial amenaza
para los juveniles de P. nobilis en estos reservorios de nacras. Por lo tanto, como también
sugieren los parametros de crecimiento y la longevidad, la supervivencia de las
poblaciones de nacra de estos ambientes podria estar en peligro debido nuevamente a la
ausencia de conectividad con otras poblaciones. Se hace prioritario implementar medidas
urgentes para aumentar la estabilidad a largo plazo de estas areas en el futuro y asi

preservar a P. nobilis de la extincion.

Los datos obtenidos en este trabajo también pueden servir para predecir la resiliencia de
la nacra en el contexto del cambio climatico, situacion que puede producir un escenario
de fendmenos meteoroldgicos extremos en conjunto, con un mayor oleaje en el mar
Mediterraneo (IPCC, 2018). Se espera que las poblaciones supervivientes en las areas
expuestas experimenten un estrés hidrodindmico creciente en el futuro, lo que
probablemente resulte en individuos que morirdn mas jovenes y creceran a tamafios

menores. Es necesario realizar mas estudios que permitan generalizar estos modelos a
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otras condiciones ambientales y ajustar las variaciones morfologicas inherentes a las
conchas de P. nobilis. La forma de la concha parece estar relacionada con las condiciones
ambientales en las que crecen los individuos y podria usarse bidireccionalmente. Seria
factible separar los modelos de crecimiento dentro de una poblacion segun la forma de la
concha y seria viable lograr estimaciones mas precisas de la tasa de crecimiento y la edad.
Por otro lado, el método podria usarse junto con las estimaciones de los parametros de

crecimiento como indicador de las condiciones ambientales.
4.2.3 Evento de mortandad en Pinna nobilis

4.2.3.1 Seguimiento del evento de mortandad

Los datos recopilados durante los dos afios posteriores al inicio de la mortalidad (octubre
2016) mostraron que la enfermedad estaba causando muchas bajas en las poblaciones de
Pinna nobilis, llegando a no detectarse ejemplares vivos en muchos sectores que hasta la
fecha presentaban poblaciones muy numerosas. Es muy probable que el patéogeno se
transmita por el agua y se propague con las corrientes (Véazquez-Luis et al., 2017;
Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Las observaciones directas han demostrado la rapida
propagacion en cuatro afios desde el inicio de la mortandad masiva de ejemplares desde
el sureste de Espafia hacia el este y noreste de Espafia y hacia otros paises como Francia,
Italia, Malta, Grecia, Chipre y Croacia (Katsanevakis et al., 2019; Panarese et al., 2019).
La presencia de células uni y multinucleadas capaces de infeccion directa, junto con la
presencia de esporas resistentes, confieren a Haplosporidium pinnae una fuerte capacidad
infecciosa y de propagacion a la vez que una fuerte resistencia a los cambios en las
condiciones ambientales (Catanese et al., 2018). Por lo tanto, el parasito podria
permanecer vivo en algun tipo de reservorio como puedan ser huéspedes intermedios atn
desconocidos o sedimentos, infectando a los nuevos colonos de manera similar a Bonamia
ostreae (Culloty y Mulcahy, 2007). Este hecho limitaria la repoblacién de habitats
después de la extincion local. Hasta la fecha, no se ha detectado asentamiento de juveniles
en las areas afectadas, a pesar de los reclutas encontrados en colectores de larvas en las
temporadas de reclutamiento de 2017 y 2018. En el Mediterraneo espaiiol, la especie ha
sido acorralada en la laguna costera del Mar Menor y el delta del Ebro (bahias dels Alfacs
y del Fangar), aunque la enfermedad se constata que ha comenzado a afectar a la bahia
dels Alfacs, y la poblacion del Fangar fue arrasada por la Dana Gloria de enero de 2020.

Como se ha comentado anteriormente, estas areas paralicas son habitats fuertemente
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antropizados, sujetos a una serie de impactos que los hacen muy vulnerables y propensos
a cambios ambientales repentinos (Vidovic et al., 2016; Nasi et al., 2018). Estos impactos
comprometen la supervivencia de las comunidades locales, como por ejemplo en la
laguna del Mar Menor (Garcia-Ayllon, 2018; Quintana et al., 2018b) y pueden llevar a la
extincion casi total de las poblaciones de nacra en todo el mar Mediterrdneo espafiol. De
manera similar, en el resto del Mediterraneo, practicamente solo han quedado algunas
areas costeras donde ha podido sobrevivir P. nobilis como diversas lagunas costeras en
el golfo de Leon (Peyran et al., 2021), la laguna de Marano (Curiel et al., 2020) y el mar
de Mérmara (Cinar et al., 2021). Se desconocen los factores que explican por qué las
nacras pueden sobrevivir mds tiempo al parésito en estas areas y debe considerarse qué
cambios ambientales provocados por acusas antropicas o naturales podrian terminar con
estos refugios, de momento los Unicos para las nacras, lo que tendria consecuencias
fatales y catastroficas para la especie. Una vez ocurrido un cambio de las condiciones en
estas lagunas, la recolonizacion de forma natural de P. nobilis, en el caso que las
condiciones retornaran a un estado 6ptimo, seria impracticable debido a la barrera que
suponen las aguas abiertas con la presencia del parasito. Por otra parte, debido a la escasez
de individuos vivos resistentes en aguas abiertas en la actualidad, es improbable que
puedan reproducirse debido a su bajo nimero y aislamiento, lo que los hace descartados
como fuente de semillas para repoblar poblaciones diezmadas. En consecuencia, es
razonable suponer que P. nobilis podria estar enfrentandose a la extincion total a medio
plazo, a menos que se actue sobre los ejemplares actualmente vivos, por ejemplo, con
acciones de repoblacion artificial de hébitats libres de parasito utilizando individuos de
poblaciones supervivientes o repoblacion con individuos resistentes. Esta actuacion se
veria favorecida por la baja diferenciacion interpoblacional caracteristica de P. nobilis
debido a la alta conectividad y bajo aislamiento de las poblaciones (Wesselmann ef al.,
2018; Peyran et al., 2021). Los registros de extinciones de invertebrados marinos son
extremadamente raros (Carlton, 1993; Carlton et al., 1999; Boero et al., 2013) y no se
han documentado previamente de manera consistente. Ademas, los recientes episodios de
extincion se han relacionado principalmente con anomalias térmicas positivas y una
exposicion prolongada a condiciones de verano mas célidas, junto con la estabilidad de
la columna de agua y la reduccion de los recursos alimentarios (Coma et al., 2009; Rivetti
et al.,2014). Las muertes debidas a enfermedades casi nunca se incluyen entre las causas
de extincion, con algunas excepciones, como Dulvy et al. (2003). En esta ocasion, la lapa

Lottia alveus se extingui6 en la década de 1930 debido al catastréfico declive de su hébitat
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principal, Zostera marina desde el Labrador hasta Nueva York en el océano Atlantico
occidental. En este caso, la lapa no pudo adaptarse al refugio en agua salobre de Z. marina
y se extinguid (Carlton et al., 1991). La propagacion y virulencia de la infeccion por
Haplosporidium pinnae y la distribucion geografica de la nacra, endémica del mar
Mediterrdneo, proporcionan predicciones igualmente pesimistas para P. nobilis. La
capacidad de vivir en ambientes paralicos parece ser actualmente la {inica oportunidad
ecoldgica que queda para evitar el mismo destino que L. alveus, pero Unicamente

supondria un receso en el destino de la especie, si se mantienen las condiciones actuales.

4.2.3.2 Relacion entre la temperatura del agua y la supervivencia

Se postuld una hipétesis nula de acuerdo a las observaciones de mortalidad después del
desarrollo del programa de rescate, la cual parecia estar relacionada con el aumento de
temperatura del agua en los tanques con respecto a la temperatura del agua in situ. Esta
hipotesis postulaba que la temperatura del agua tendria poco o ningun efecto sobre el
pardsito y la extincidn comenzaria en Portlligat independientemente de la temperatura del
agua. En consecuencia, la reduccion de la temperatura del agua en los tanques tendria
poco o ningun efecto en la reduccion de la mortalidad de la nacra. Alternativamente, la
temperatura del agua y la mortalidad estarian correlacionadas, de modo que, si la
temperatura del agua fuera un factor importante para la infeccion y de la capacidad de
dispersion del parasito, la muerte de individuos comenzaria en Portlligat tan pronto como
la temperatura del agua aumentara del minimo invernal. Por su parte, la mortalidad en los
tanques se reduciria si la temperatura del agua se mantuviera a temperaturas similares al
minimo invernal en el mar Mediterraneo (entre 12 °C y 14 °C). Lo maés notable fue la
observacion del inicio de la mortalidad en Portlligat cuando las temperaturas subieron de
12.3°C a 14 °C (Figura 58), lo que indica la existencia de un umbral de temperatura para
la activacion del parasito situado entre estas dos temperaturas. Esta observacion coincide
con los célculos del modelo de Cabanellas-Reboredo ef al. (2019) y sugiere que las
temperaturas de refugio para Pinna nobilis estan por debajo de los 14 °C. La importancia
de la temperatura en la supervivencia de la nacra se vio reforzada por la mayor
supervivencia en los tanques donde se mantuvo una temperatura baja del agua durante
mas tiempo. En las instalaciones del IFAPA, donde la temperatura se mantuvo entre 14.1
°Cy 15.5 °C en el periodo de diciembre de 2017 a marzo de 2018, la mortalidad mostro
una tendencia menor que en las otras estaciones y se dispard en abril, inmediatamente

después del aumento a 15.5 °C en marzo. En el Oceanografic de Valencia, la mortalidad
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total de los individuos se produjo después de mantener una temperatura constante del
agua a 17 °C. Este resultado se interpreta como la existencia de un rango de temperaturas
entre 13.5 °C y 15 °C, en el que Haplosporidium pinnae parece activarse con virulencia
moderada y muestra la maxima capacidad de virulencia a temperaturas superiores, > 15
°C. Cabe sefialar que, en los tanques, una vez que la temperatura se redujo por debajo de
los 14 °C, los individuos enfermos podian permanecer con vida durante varios meses (a
diferencia de lo que ocurria cuando se mantenia una temperatura alta del agua como
ocurrid con los ejemplares del Oceanografic). Por lo tanto, la mortalidad de ejemplares
enfermos que se infectaron durante periodos de temperaturas calidas podria ocurrir
cuando la temperatura del agua estuviera fria (< 14 °C) meses después. El H. pinnae
necesitd mas tiempo para matar nacras a bajas temperaturas, una tendencia que se observo
claramente por el suave cambio en las pendientes de supervivencia de IEO en Murcia,
IMEDMAR-UCYV e IFAPA, una vez se redujo la temperatura del agua. La mortalidad de
los ejemplares enfermos continud durante varios meses a bajas temperaturas antes de
detenerse, ya que la reduccion de la temperatura del agua no detuvo automaticamente la

mortandad (Figura 58).

Las infecciones de Ostrea edulis por el protozoo Perkinsus marinus también son
estacionales, alcanzan su punto maximo en verano y otofio, disminuyendo en invierno y
primavera. La latencia de los parasitos podria ocurrir durante los meses mas frios del
invierno y reactivarse con el aumento de las temperaturas en primavera (McCollough et
al., 2007). Asimismo, las infecciones de Haplosporidium nelsoni adquiridas a fines del
verano por Crassostrea virginica pueden persistir durante el invierno y causar mortalidad
en abril/mayo del afio siguiente (Ford y Haskin, 1982) como se observd con

Haplosploridium pinnae en la poblacion de Portlligat en Girona.

En cuanto a los individuos rescatados de la bahia dels Alfacs (Tarragona) y alojados en
las instalaciones del IRTA, no se vieron afectados por Haplosporidium pinnae y su
supervivencia no se vio afectada por el umbral de 13.5-14 °C en la temperatura del agua.
La mortalidad de estos individuos se debid a una infeccion bacteriana (Vibrio
mediterranei) relacionada con las temperaturas calidas del verano cuando el agua en los
tanques super6 los 22 °C, mostrando un pico de mortalidad por encima de los 25 °C.
Rodriguez et al. (2017); Rodriguez et al. (2018) aislaron cepas de V. mediterranei en
nacras enfermas recolectadas en Almeria (Espafia) en octubre de 2016 y utilizando estas

mismas, observaron una mortalidad del 100% en infecciones experimentales de rodaballo
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(Scophthalmus maximus) y almeja de manila (Ruditapes philippinarum) a 25 y 24 °C
respectivamente. Estos valores de temperatura son muy similares a los observados
durante el pico de mortalidad en el IRTA. Considerando que V. mediterranei es una
especie cosmopolita (Tarazona et al., 2014) y que su virulencia depende de temperaturas
calidas de verano > 24 °C, las bacterias parecen ser oportunistas, afectando a algunos
individuos débiles pero no responsables de la muerte sucedida en aguas abiertas.
Recientemente se ha asociado una Mycobacterium con la extincion observada en el mar
Tirreno (Carella et al., 2019), lo que ha llevado a los autores a sugerir que se profundice
en el estudio de la importancia de las infecciones bacterianas y los efectos sinérgicos entre
diferentes patégenos en el aumento de la virulencia de la enfermedad. En contra de lo
sugerido por estos autores, los resultados observados en el informe de Navas et al. (2020),
el bajo nimero de ejemplares muestreados (n = 13) por la propia Carella et al. (2019) una
vez gran parte de la poblaciéon ya habia muerto y la deteccion generalizada de
Haplosporidium pinnae en areas con mortalidad de P. nobilis (Katsanevakis et al., 2019;
Garcia-March et al., 2020), indican que H. pinnae es el principal causante de la
enfermedad, mientras que el Mycobacterium actia mas como un patégeno oportunista.
Por su parte, la llegada de H. pinnae a la bahia dels Alfacs en julio de 2018 sugiere la
presencia de alguna barrera ecologica que limita su capacidad de dispersion o
supervivencia en este entorno, ya que murieron la mayoria de individuos que vivian en la

parte externa de la bahia, cerca de su desembocadura.

4.2.3.3 Reclutamiento y colectores de larvas

La presencia de juveniles del durante el verano de 2017 en los colectores de larvas de
Castellon y Alicante, cabos de la piscifactoria de Villajoiosa (Alicante) y la bahia dels
Alfacs (Tarragona), apuntan a que 2017 fue un buen afo para la reproduccion de la nacra,
aunque se desconoce el origen de estas larvas. Las cuatro fuentes principales que
estuvieron disponibles en el verano de 2017 probablemente fueron: Islas Columbretes,
delta del Ebro, Francia continental y Corcega (Wesselmann et al., 2018). Los juveniles y
las larvas de Ostrea edulis pueden estar infectados por Bonamia ostreae, pero la
mortalidad afecta principalmente a las ostras mayores de 2 afios (Arzul et al., 2011). Sin
embargo, las ostras juveniles de Crassostrea virginica expuestas a Perkinsus marinus se
infectan y mueren rapidamente (McCollough et al., 2007). La presencia de juveniles de
Pinna nobilis en los colectores y en los cabos de la piscifactoria, indica la posibilidad de

sobrevivir algunos meses en aguas abiertas. Sin embargo, si los juveniles de nacra
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pudieran sobrevivir hasta los dos afios, como los de Ostrea edulis infectados por Bonamia
ostreae, tendria que haberse detectado al menos parte de los juveniles asentados durante
el verano de 2016, cuyo tamafno deberia ser de aproximadamente 20 cm en verano de
2018 (Garcia-March et al., 2007a; Garcia-March et al., 2011a; Kersting y Garcia-March,
2017). Sin embargo, los datos recopilados hasta la fecha muestran que las areas afectadas
no estan siendo repobladas de manera natural por P. nobilis. La infeccién confirmada de
los juveniles de nacra mantenidos en tanques en el presente estudio, asi como la falta de
observaciones de nuevos juveniles in situ hasta la fecha, indican que los juveniles también
estan siendo infectados por el protozoo y que la respuesta es mas similar a la de C.
virginica infectada por P. marinus. Esta observacion difiere de la dinamica de
enfermedades infecciosas de otros invertebrados marinos, como el erizo de mar Diadema
antillarum en el Caribe. Poco después del inicio de la extincion sufrida por esta especie
en 1983—-1984, se observé un reclutamiento natural, probablemente de larvas que ya
estaban presentes en el plancton al llegar la enfermedad. Durante los siguientes 30 afos,
se observaron pequeios episodios de reclutamiento de individuos. Sin embargo, estos
nuevos reclutas sucumbieron posteriormente a la mortalidad, lo que se interpretd6 como
consecuencia de un factor desconocido de la mortalidad posterior al asentamiento. Las
poblaciones de D. antillarum se han recuperado hasta el 12% de las que existian antes de
la extincion, debido a que el reclutamiento en las poblaciones después del periodo de
mortalidad estuvo limitado de manera persistente durante décadas, a pesar de un
suministro de larvas que seguia aumentando lentamente (Lessios, 2016). En comparacion
con la ausencia total de reclutamiento natural observado en P. nobilis después de la
mortalidad, un resultado similar después de 30 afios parece ser un escenario optimista.
Teniendo en cuenta las limitaciones adicionales que encuentran las nacras para repoblar
las areas afectadas, podriamos ser testigos de su potencial extincion. La recuperacion de
las poblaciones de P. nobilis, si es posible, en cualquier caso, sera un proceso a largo
plazo que durard muchas décadas. Los eventos de extincion de invertebrados
mediterraneos reportados anteriormente fueron causados generalmente por el
calentamiento de las temperaturas del agua de mar y patrones andémalos de baja
circulacion durante el verano, tanto en habitats mas profundos (Garrabou et al., 2001;
Garrabou et al., 2009) como poco profundos (Kersting et al., 2013), y no han afectado a
Pinna nobilis. Sin embargo, estos eventos fueron generalmente puntuales y no mataron a
todas las poblaciones, por lo que las densidades se pudieron recuperar mediante el

reclutamiento después de unos anos (Cerrano et al, 2005). La actual extincion
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experimentada por la nacra es mas similar a la observada en Ostrea edulis, Cassostrea
gigas y en la lapa Lottia alveus (Carlton et al., 1991). En ultima instancia, es probable
que las poblaciones naturales de P. nobilis en el mar Mediterraneo desaparezcan en los
proximos anos, con la excepcion, quizds, de las poblaciones de lagunas costeras. Una
pandemia de este tipo es muy inusual en los organismos marinos y plantea interrogantes
sobre las acciones que deberian emprenderse en un futuro muy cercano, antes de que se
extinga toda la poblacion de mar abierto. Estas acciones deben planificarse teniendo en
cuenta la emergencia, ya que la enfermedad ha eliminado las poblaciones de nacra de las
costas espafiolas y se ha extendido a la mayor parte del mar Mediterraneo en solo un par

de afos.

4.2.3.4 Rescate de individuos

Los programas de rescate han demostrado que las nacras son resistentes a la extraccion y

el transporte, incluso a largas distancias, como se describe en el presente estudio.

4.2.3.4.1 Ejemplares de la Marina Real de Valencia

Las temperaturas superiores a 14°C durante el mantenimiento de los ejemplares
procedentes de la Marina Real de Valencia probablemente aceleraron su muerte,
especialmente en las instalaciones de IMEDMAR-UCV. Estos ejemplares se iban a
utilizar para la experimentacion de reproduccion in situ y se requerian temperaturas altas
para facilitar la maduracién de las gonadas. La primera exploracion realizada en esta
poblacion en diciembre de 2016 no mostraba signos de mortalidad. Sin embargo, dos
meses después, cuando se llevd a cabo la recoleccion de individuos, la mortalidad
alcanzaba el 40%. Es resenable comentar que, en ese tiempo, el patdogeno aun no estaba
identificado y que se desconocia la relacion entre la temperatura del agua y la virulencia
de la enfermedad. Por el contrario, se planted la hipdtesis de que mantener a los
individuos dentro de su rango de temperatura de confort conocida en el momento (entre
16 °C y 24 °C) (Trigos et al., 2015) podria ayudar a mejorar su capacidad para combatir
la enfermedad en condiciones de cautiverio. Asi pues, esta mayor temperatura en las
instalaciones de IMEDMAR-UCYV probablemente aceler6 la mortalidad de P. nobilis, no

quedando ningln ejemplar con vida 7 meses después de la recoleccion.

Procedentes también de la Marina Real de Valencia, 4 individuos sobrevivieron en buen
estado durante 18 meses en el acuario Oceanografic donde se mantuvieron a una

temperatura constante de 17 °C. Estas ejemplares deberian haber muerto si se infectaron
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porque la temperatura era lo suficientemente alta como para causar la muerte rapida de
ejemplares infectados. Es posible que estas nacras tuvieran algun tipo de resistencia y
mantuvieran al protozoo en una condicion cronica y que un debilitamiento incontrolado
de su sistema inmunolédgico pudiera haberlos llevado a su muerte final. Alternativamente,
los individuos estaban afortunadamente libres del protozoo cuando fueron recolectados y
permanecieron sin infectarse hasta julio de 2018, cuando el tanque pudo haber estado
expuesto involuntariamente al protozoo, provocando la muerte de las nacras.
Independientemente de las causas, dado que los individuos provenian de una poblacion
afectada y sobrevivieron durante 18 meses, se demuestra que es posible prolongar la vida

de los ejemplares de Pinna nobilis rescatados de areas afectadas.

4.2.3.4.2 Ejemplares de Portlligat y bahia dels Alfacs

En septiembre de 2018, 12 individuos (11%) de entre los rescatados de Portlligat seguian
con vida. En esta fecha la poblacion de donantes ya habia desaparecido y no se podia
encontrar ningtn individuo vivo en esta localizacién desde el mes anterior. El principal
factor que limit6 la mortalidad en los tanques fue la disminucion de la temperatura del
agua por debajo de los 14 °C. Nuevamente, queda patente que el rescate de individuos
prolong6 su vida, confirmando que es posible salvar nacras provenientes de poblaciones
infectadas. 4 priori solo se espera que sobrevivan aquellos ejemplares que no han sido
infectados, por lo que la supervivencia dependeria de la prevalencia de la infeccion en el
momento de la recoleccion. La supervivencia fue mucho mayor para los individuos de la
bahia dels Alfacs, lo que era esperable porque la enfermedad no habia llegado a esta
region cuando se recolectaron los individuos. Sin embargo, como se ha comentado
anteriormente, hubo una mortalidad durante el periodo de estabulacion asociada a Vibrio
mediterranei, que también se sabe que infecta a otras especies de bivalvos (Tarazona et
al.,2014). Con el nuevo conocimiento de la presencia de V. mediterranei en Pinna nobilis
en condiciones de cautividad, las muestras que se tomaron en ejemplares muertos y fueron
analizadas para detectar la presencia de Haplosporidium pinnae deben volver a revisarse
en busca de bacterias para evaluar la posibilidad de coexistencia de otros patdogenos

presentes.
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4.2.3.5 Jaulas de exclusion de depredadores

Todos los ejemplares de Pinna nobilis utilizados en este experimento murieron en agosto
de 2018. Seria posible que un mayor nimero de jaulas favoreciera la supervivencia de
algunos individuos —los mas resistentes—, sin embargo, instalar y mantener uno o dos
6rdenes de magnitud mas de jaulas sumergidas en el mar, resultaria un trabajo muy
exigente para los bajos niveles de éxito esperados. Considerando estos resultados, parece
mas razonable y asequible rescatar ejemplares y mantenerlos en condiciones de
cautividad, que protegerlos de depredadores in situ esperando que sobrevivan al parasito.
Sin embargo, el impacto mas positivo de enjaular respecto a rescatar individuos es que,
en el caso de la jaula, un superviviente implicaria una resistencia mucho mayor a
Haplosporidium pinnae, lo que lo haria mucho més importante a la hora de combatir la

enfermedad.

4.2.3.6 Acciones y recomendaciones

A partir de la informacion recopilada durante los afios de seguimiento de la especie, se
pueden emprender una serie de acciones y recomendaciones para mejorar la
supervivencia de la nacra. Estas actuaciones darian mas tiempo y, por lo tanto, una mayor
esperanza de supervivencia de Pinna nobilis. Ahora bien, no es posible conocer si su
implementacion evitaria la extincién potencial de la nacra o no puesto que depende de
muchas variables incontrolables (algunas aun desconocidas). Una accidon inminente
deberia ser la proteccion de las poblaciones en lagunas, eliminando o minimizando las
actividades que podrian crear una amenaza para las nacras que viven en ellas. La
proteccion de los individuos en jaulas parece ser ineficaz, a menos que se proteja un gran
nimero de especimenes y, aun asi, el éxito de incrementar el nimero de jaulas deberia
ser reevaluado. Alternativamente, rescatar individuos parece ser una buena opcion
incluso si provienen de una poblacion afectada. Otro aspecto importante es comprender
el motivo por el que los ejemplares que viven en entornos paralicos no se ven afectadas
por la extincion (por ejemplo, la laguna del Mar Menor) o estdn menos gravemente
afectadas (bahia dels Alfacs). No parece claro si se trata de la temperatura y/o la salinidad
o de alguna condicion quimica que se produzca en estos ambientes, impidiendo la entrada
directa, matando al pardsito, o indirecta, eliminando algiin vector potencial del mismo.
Pese a que tanto la laguna del Mar Menor como el delta del Ebro no muestran variaciones
extremas de salinidad, sus salinidades son hiperhalina e hipohalina respectivamente, en

comparacion con el mar Mediterraneo, por lo que Haplosporidium pinnae podria no tener
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la capacidad de adaptarse a condiciones de temperatura y/o salinidad del agua
(Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Alternativamente, las nacras que sobreviven en estos
entornos estresantes podrian poseer algun tipo de resistencia. El estudio de las
condiciones ambientales de las lagunas y las diferencias genéticas entre los individuos
que viven dentro y fuera de las lagunas o deltas costeros, podria ayudar a comprender
mejor el comportamiento y los ciclos vitales de H. pinnae. Ademas, la obtencion de mas
informacion sobre otras nacras que sobrevivan en entornos paralicos en areas afectadas,
mejoraria la comprension de los factores que condicionan su supervivencia. El cierre del
ciclo de reproduccion en cautividad de Pinna nobilis seria un avance fundamental para
garantizar la supervivencia de la especie. Una vez que se domine el proceso de
reproduccion en cautividad, se podria aplicar a individuos resistentes para que desarrollen
semillas resistentes y repoblar las poblaciones devastadas de nacra. Finalmente, las
busquedas extensivas de individuos resistentes en poblaciones ya afectadas son de suma
importancia, ya que estos individuos podrian proporcionar las semillas para futuras

repoblaciones en aguas abiertas con juveniles producidos artificialmente.

En cuanto al rescate de individuos, es aconsejable extraer nacras antes de la llegada del
pardsito en aquellas escasas areas del Mediterrdneo donde ain no estd presente. De lo
contrario, se deben recolectar grupos pequenios entre 5 y 10 individuos para permitir la
seleccion de aquellos que gocen de buena salud, es decir, extension total del manto y una
respuesta de cierre rapido de las valvas ante estimulos externos. Después de colocarlos
en agua fria, preferiblemente a 12.5 °C, los individuos deben ser revisados diariamente,
especialmente la extension del manto, durante las siguientes semanas para mantener
unicamente a aquellos que muestran extension total del manto. Se recomienda la
reparticion de los ejemplares en el mayor numero de grupos posible, ya que, si algin
individuo esta infectado, puede infectar a otros en el mismo tanque, especialmente si la
temperatura del agua supera los 14 °C. Por lo tanto, es muy importante mantener una baja
temperatura y aislar rapidamente a cualquier individuo que presente cualquier sintoma de
la enfermedad. Es recomendable obtener muestras de manto de todos los individuos,
conservarlas en etanol absoluto y analizarlas para detectar la presencia del parasito
mediante PCR (Catanese et al., 2018; Lopez-Sanmartin et al., 2019). Perkinsus marinus
y Haplosporidium nelsoni, que infectan a Crassostrea virginica, experimentan una
transmision y prevalencia reducidas a temperaturas invernales de 10 a 15 °C, aunque P.

marinus puede sobrevivir a temperaturas tan bajas como 4 °C (Soniat et al., 2008). Los
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brotes repetidos también pueden reducir las infecciones por P. marinus en C. virginica a
temperaturas bajas, lo que resulta en una baja prevalencia general, una baja mortalidad
de ostras y un buen crecimiento (La Peyre et al., 2003). Ya hemos visto que Pinna nobilis
puede sobrevivir en ambientes paralicos sometidos a importantes oscilaciones
estacionales de salinidad y temperatura. Aunque existe una brecha de conocimiento con
respecto a sus limites de tolerancia, la distribucion del habitat sugiere que es una especie
eurihalina y euriterma. Considerando que la salinidad extrema del delta del Ebro y el Mar
Menor es una de las posibles variables ambientales que previenen la infeccion de las
nacras por el parasito, valdria la pena determinar si esta especie puede sobrevivir a bajas
temperaturas (< 8 °C) y a salinidad extrema (< 15 psu o > 45 psu). Tomando como
referencia los resultados publicados por Cabanellas-Reboredo et al. (2019), es razonable
sospechar que la transmision y replicacion de Haplosporidium pinnae puede verse
restringida al menos por las bajas temperaturas y probablemente también por las
salinidades extremas como se observa en otros protozoos similares. Un tratamiento
combinado con bajas temperaturas y salinidades extremas podria ser una buena opcion
para mantener a los individuos durante las primeras semanas de cuarentena. Esta
estrategia podria reducir la transmision de la enfermedad entre individuos, mientras que
los individuos sanos y enfermos son separados. Ademads, deberia estudiarse si la
prevalencia del parésito en los ejemplares infectados podria reducirse con este tipo de

tratamientos.

El mar Mediterraneo ha sido considerado un laboratorio para examinar procesos globales
(Krijgsman, 2002; Lejeusne et al., 2010) utilizando Pinna nobilis como especie modelo
(Basso et al., 2015c). Cuando comenzd este evento de mortalidad masiva de la nacra
muchos equipos de investigacion ya estaban estudiando la especie debido a su interés
ecoldgico y social. Como sugiri6 previamente Dulvy et al. (2003), las extinciones marinas
pueden subestimarse debido al bajo poder de deteccion y al lapso prolongado (en
promedio 53 afios) entre el ultimo avistamiento de un organismo y la notificacion de la
extincion. En el contexto actual de impactos antropogénicos y cambio climdtico, el caso
de la nacra muestra que la virulencia y velocidad de los eventos de mortalidad masiva
pueden aumentar. Se necesitaran respuestas rapidas de gestion a los eventos infecciosos
de mortalidad masiva provocados por el cambio climatico de modo que, tanto los
investigadores como las partes interesadas, deberan estar preparados para actuar en

colaboracion para responder a estas amenazas. Ademas, el actual evento de mortalidad
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masiva muestra que los efectos de las enfermedades infecciosas tienen implicaciones
importantes en la futura redistribucion de las especies y la biodiversidad. Esto justificaria
su consideracion en los modelos de prediccion como por ejemplo el de Jones y Cheung
(2015), porque sus efectos son globales y ocurren en periodos de tiempo muy cortos,
comparados incluso con la velocidad del cambio climatico, y pueden tener efectos

estructurales considerables en la comunidad biolégica (Harvell et al., 2019).

4.2.4 Influencia de la temperatura en la filtracion y el consumo de oxigeno

de Pinna nobilis

4.2.4.1 Mediciones fisiologicas

La temperatura es uno de los principales factores que afectan el metabolismo de los
bivalvos (Newell y Branch, 1980), incluida su capacidad de filtracion (Fuchs y Specht,
2018; Specht y Fuchs, 2018). La tasa de aclaramiento (CR) normalmente aumenta con la
temperatura hasta el limite de tolerancia de la especie, cuando se observa un rapido
decaimiento de la capacidad filtradora (Griffiths y Griffiths, 1987). En consecuencia, en
el presente estudio la CR en Pinna nobilis aument6 correlativamente con la temperatura,

alcanzando su maximo a 28 °C.

Sin embargo, mientras que la CR casi se duplico de 23 °C a 28 °C, el VO, apenas aumento,
como puede observarse por una ratio mas elevada en CR / VO, a 28 °C. El aumento de la
CR sin un aumento constante del VO indica la implicacion de un metabolismo
anaerdbico para mantener los gastos metabolicos de esta mayor actividad de filtracion.
En invertebrados marinos, la aparicion de este metabolismo anaerdbico en aguas
oxigenadas podria indicar los limites de la tolerancia térmica (Anestis et al., 2007).
Podriamos considerar este umbral a 28 °C como una temperatura por encima de la
temperatura de pejus, una temperatura a partic de la cual observariamos este
debilitamiento del suministro de oxigeno provocando un estrés metabdlico, provocando
que se alcanzara el limite de tolerancia a largo plazo (Portner, 2002). Por lo tanto, la
resistencia de los individuos se convertiria en una cuestion de tiempo dependiendo de sus
reservas y su tolerancia al hambre (Portner, 2002). En caso de alcanzarse una temperatura
critica se produciria el colapso del metabolismo, como observaron Anestis et al. (2007)
en Mytilus galloprovincialis, con un 20% de mortalidad durante los primeros 5 dias a 28
°C. Esta conclusion se veria reforzada por el alto coeficiente Q1o obtenido para la CR en

el rango 23-28 °C, que indicaria una alta dependencia térmica y por lo tanto la superacion
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del limite de confort térmico de la especie (Albentosa et al., 1994; Nie et al., 2017). De
manera similar, Basso et al. (2015b) observaron también un estrés térmico a 26 °C con
una mayor mortalidad de juveniles de P. nobilis mantenidos en cautividad en
comparacion con individuos mantenidos a temperaturas mas bajas de 20 y 23 °C durante
una exposicion a estas temperaturas de 36 dias. Prado ef al. (2019b) también observaron
una alta mortalidad de individuos como consecuencia del aumento de temperaturas por
encima de los 25 °C, aunque en este caso fue consecuencia de una infeccion por Vibrio
mediterranei. En el presente estudio, la exposicion a cada temperatura fue de una semana,
lo que podria ser insuficiente para causar un crecimiento excesivo de patdgenos o
condiciones de mayor estrés para causar mortalidad. Probablemente, una exposicion a
largo plazo habria puesto a prueba la capacidad de las nacras para tolerar altas
temperaturas (28 °C). Ademas, el estrés inherente del cautiverio podria hacer que P.
nobilis sea alin mas vulnerable a temperaturas elevadas y enfermedades asociadas en
comparacion con el mar abierto (Dickens et al., 2010). Se observo también una clara
disminucién de la CR y el VO, a bajas temperaturas (8 °C), y se observd un Qio
extremadamente alto en el rango de 8—14 °C, especialmente para la CR, lo que indica una
alta dependencia térmica (Albentosa et al., 1994; Saucedo et al., 2004). De manera similar
al limite térmico superior testado, a una temperatura fria de 8 °C, encontramos que se
habria sobrepasado la temperatura de pejus, por lo que la resistencia a largo plazo de las
nacras se veria comprometida a causa de la baja actividad ciliar de las branquias, lo que

causaria inanicion y baja absorcion de oxigeno (Pdrtner, 2002).

La CR especifica de masa registrada a 18 °C para Pinna nobilis (5.68 1 g! h'!) es similar
a la observada para Pinna rudis (5.29 1 g'! h'!) (ver apartado 3.3.2.3. Tasas fisiologicas).
Por el contrario, Nieves-Soto et al. (2013) observaron una CR mucho menor para todas
las temperaturas medidas en el pinnido Atrina tuberculosa (0.37, 1.39 y 3.96 1 g'! h!
respectivamente a 17, 22.5 y 28 °C para A. tuberculosa vs 5.68, 7.86 y 13.45 1 g! h'!
respectivamente a 18, 23 y 28 °C para P. nobilis). Las elevadas diferencias podrian ser
consecuencia de una aplicacion errénea de la FTC. La diferencia en la concentracion de
particulas entre la entrada y la salida debe ser inferior al 30% (Riisgard, 2001), sin
embargo, Nieves-Soto et al. (2013) observaron una diferencia del 90% (un flujo de 50 ml
min’! frente a una filtracidon minima observada de 45 ml min™'), subestimando asi la
capacidad de filtracion real de 4. tuberculosa. La CR especifica de masa en Pinna nobilis

fue mayor en general en comparacion con la de otros grupos de bivalvos como mejillones,
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vieiras, ostras y berberechos (Cranford et al., 2011), aunque se han reportado CR incluso
mas altas en otras especies como Pinctada margaritifera y Pinctada maxima (Yukihira
et al., 1998; Pouvreau ef al., 1999), con una RC méaxima de 25.88 1 ¢! h'! a 28 °C (frente

a un maximo de 19.67 1 g h'! para P. nobilis a la misma temperatura).

El efecto de la temperatura sobre el metabolismo y la CR en bivalvos resulta en una
influencia directa sobre el consumo de oxigeno (VO;) (Buxton et al., 1981), como
consecuencia del mayor gasto energético con el aumento de la CR (Navarro et al., 1992;
Velasco y Navarro, 2002). Por el contrario, Trigos et al. (2015) observaron un mayor VO»
a 20 °C que a 25 °C. Una posible explicacion podria ser el uso de diferentes individuos
por Trigos et al. (2015) para el experimento a 20 °C y 25 °C, especialmente considerando
que los resultados se muestran por individuo, no estandarizados. Ademas, Trigos et al.
(2015) observaron valores mas bajos de consumo de oxigeno por individuo a 16 °C (3.1
mg O indv'! h'') en comparacion con el presente estudio a 14° C (4.2 mg Oz indv! h'!) a
pesar de que los individuos en el presente estudio eran mas pequefios y la temperatura
mas baja. Por el contrario, Basso et al. (2015b) observaron un VO, muy superior al del
presente estudio, con valores superiores a 1.5 mg O, g'! h'! a 20 °C y 23 °C y superiores
a3.0mg O, g h'a26°C vs valores de 1.35 mg O2 g'! h'! en el presente estudio a 28 °C.
Las variaciones entre Basso et al. (2015b) y el presente estudio podria explicarse por
diferencias de tamafio. Los individuos utilizados por Basso et al. (2015b) fueron mas
pequetios (longitud méxima de 9.48 cm) que los del presente estudio, y se puede esperar
un VO, mas alto por g! en individuos mas pequefios. Alternativamente, las diferencias
en el VO2 podrian deberse a la variacion del 6ptimo térmico como consecuencia de las
distintas temperaturas de aclimatacion de los ejemplares (Newell et al., 1977; Buxton et
al., 1981), que fue de 20 °C en Basso et al. (2015b) vs. 14 °C en el presente experimento.
Ambos argumentos encajarian con los resultados observados en la presente tesis para
Pinna rudis (3.3.2.3. Tasas fisiologicas), donde un tamaio intermedio de individuos (18.4
cm), aclimatado a una temperatura intermedia de 18 °C, mostr6é un VO, intermedio por g
1'(1.61 mg O2 g' h'' a 18 °C en P. rudis vs 0.92 mg O, g! h'! a 18 °C en P. nobilis vs
1.55-3.51 mg Oz g' h'! a 20 °C en Basso et al. (2015b)).
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4.2.4.2 Rol ecoldgico de Pinna nobilis

La alta CR especifica de masa observada en Pinna nobilis, junto con su gran tamafo,
confirman la hipdtesis de que la nacra destaca por su gran capacidad como filtro de agua.
Los ejemplares estudiados, con un tamafo de = 30 cm mostraron una capacidad de
filtracion por individuo de 78.59 1 dia! a 8.5 °C, 608.78 1dia™' a 14 °C, 827.67 1 dia' a 18
°C, 1,142.82 1 dia! a 23 °C y 2,208.86 1 dia! a 28 °C. Ademas, cabe considerar que la
especie puede alcanzar hasta 120 cm (Zavodnik, 1991), siendo comtin observar tamafios
superiores a 50 cm (Garcia-March et al., 2019), y podria esperarse que se detecte una CR
mas alta por individuo en adultos mucho mas grandes que los individuos utilizados en el
presente estudio. Por tanto, el impacto ambiental de las nacras seria sustancial,
especialmente para aquellas areas cerradas con grandes poblaciones que son, ademas, las
unicas areas con poblaciones resistentes a la enfermedad, como la laguna del Mar Menor
(Giménez-Casalduero ef al., 2020), el delta del Ebro (Prado ef al., 2020b), varias lagunas
costeras del golfo de Le6n (Peyran et al., 2021), la laguna de Marano (Curiel et al., 2020)
y el mar de Méarmara (Cinar ef al., 2021).

Como parte del estudio sobre qué impacto podria tener la nacra como filtrador en estos
ambientes paralicos, se puede realizar una aproximacion considerando la CR observada
para ejemplares de Pinna nobilis = 30 cm para aquellos ambientes para los que hay datos
disponibles respecto al nimero de individuos. Ademas, estas areas son particularmente
susceptibles a sufrir acumulaciones de nutrientes debido a mayores impactos
antropogénicos y baja renovacion de agua (Kennish y Paerl, 2010), por lo que la
importancia de la filtracion de agua por parte de las nacras sera mayor en comparacion a
mar abierto. La bahia dels Alfacs, el lugar donde se extrajeron los ejemplares de P. nobilis
utilizados en este experimento, tenia una poblacion estimada de 90,303 individuos (Prado
et al., 2014). Esta bahia recibe aportes de nutrientes del riego agricola (Mafiosa et al.,
2001; Falco et al., 2010) y tiene un volumen aproximado de 150 hm? (Jordana et al.,
2015). El tiempo de renovacion de agua es de 45 dias en la parte interior de la bahia,
aunque el tiempo de renovacion disminuye considerablemente cerca de la desembocadura
de la bahia (Cerralbo et al., 2019). La filtracion de agua de la poblacion de nacras en esta
area podria alcanzar un 4% del volumen total de la bahia dels Alfacs en un mes (Tabla
17). Para el Mar Menor, el impacto de las nacras aumenta sustancialmente dado el mayor
aislamiento de la laguna y el mayor niimero de ejemplares. En la laguna de agua salada

mas grande de Europa, la amenaza de eutrofizacion ha sido constante durante afios
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(Velasco et al., 2006; Robledano Aymerich et al., 2008) antes del colapso de la laguna a
fines de 2015 (Garcia-Ayllon, 2018), cuando la poblacion estimada de P. nobilis era de
1,609,943 individuos para 2013-2014 (Giménez-Casalduero et al., 2020). Para esta
laguna, el volumen total se estima en 598.8 hm? y el tiempo de renovacion de agua es de
384 dias (Umgiesser et al., 2014). La capacidad de filtracion de la poblacion de nacras
podria llegar a un 16.6% del volumen total de la laguna en un mes (Tabla 17). Ademas,
es importante considerar que en ambas dreas era comUn encontrar ejemplares de P. nobilis
de tamafios mayores (> 30cm) (Garcia-March, 2005; Garcia-March et al., 2019) por lo

que se podria esperar una mayor capacidad de filtracion.

Tabla 17: Estimacion del porcentaje del volumen total filtrado al mes por las poblaciones de Pinna nobilis en la bahia
dels Alfacs y en el Mar Menor en funcién de la temperatura.

Temperaturas Porcentaje del volumen total filtrado
°C Bahia dels Alfacs Mar Menor
8.5 0.14 0.63
14 1.10 491
18%* 1.50 6.68
23 2.06 9.22
28 4.00 17.82

* Temperatura del agua media anual para el Mar Menor (Romero et al., 2020) y Alfacs (Fernandez-Tejedor

etal.,2010).

El interés de utilizar el cultivo de mejillones para mejorar la calidad del agua y la
sustraccion de nutrientes ha ido creciendo en los ultimos afos, reportando resultados
positivos y viabilidad econémica para los proyectos (Petersen et al., 2014; Ferreira y
Bricker, 2016; Bricker et al., 2017; Dvarskas et al., 2020). Las estimaciones realizadas
con Pinna nobilis son solo una aproximacion, pero un buen indicador del potencial de la
especie como bioextractor. Ademds, en algunos programas de restauracion se ha
incorporado un sustrato duro para mejorar el asentamiento de ciertos bivalvos como las
ostras (zu Ermgassen et al., 2020), y se ha demostrado que la gran superficie de concha
de P. nobilis proporciona una superficie dura sobre la que asentarse a multitud de
organismos, incluidas especies de moluscos como Mytilus galloprovincialis, Ostrea
edulis, Pinctada radiata y Anomia epphipium (Addis et al., 2009; Rabaoui et al., 2009).

La restauracion y el mantenimiento de las poblaciones de P. nobilis supervivientes es
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esencial para la especie, especialmente dada la resiliencia de Haplosporidium pinnae en
mar abierto, y esta linea de trabajo podria vincularse también como un programa de

restauracion para entornos paralicos bajo amenazas como la eutrofizacion.

Sin embargo, los resultados observados a 28 °C deben considerarse con cautela para las
poblaciones que habitan estos ambientes paralicos. Estas areas pueden alcanzar y superar
durante el verano los 28 °C (Yalgin et al., 2017; Prado et al., 2020b; Romero et al., 2020,
Llorca et al., 2021) y la resistencia de Pinna nobilis a esas temperaturas podria llegan a
su limite dado el aumento de la duracion y la intensidad de las olas de calor (Cramer et
al., 2018; Abbasnia y Toros, 2019). Por otro lado, temperaturas tan bajas como 8 °C son
infrecuentes en mar abierto (Garcia-March et al., 2011b), pero pueden ocurrir en areas
someras de las lagunas costeras, cuyo reducido volumen de agua y circulacion las hacen
mas propensas a condiciones climaticas extremas (Quintana et al., 2018a). La superacion
del confort térmico podria afectar la esperanza de vida de P. nobilis, como fue observado
por Garcia-March et al. (2019) para las poblaciones de nacra que habitan en lagunas

costeras y deltas.

4.2.4.3 Pinna nobilis en cautividad

Los datos proporcionados en los presentes experimentos son Utiles para implementar
protocolos de alimentacion para el mantenimiento a largo plazo de Pinna nobilis en
cautiverio y para mejorar la calidad de la semilla con el fin de cerrar el ciclo reproductivo
de la especie. Partiendo de los valores de la CR y el VO, obtenidos en este experimento,
hemos estimado los requerimientos alimenticios y el scope for growth (SFG) para
ejemplares de P. nobilis a diferentes temperaturas (Tabla 18). Para las estimaciones de
SFG, hemos asumido que i) la eficiencia de absorcion en P. nobilis no seria
significativamente diferente (60.6%) a la obtenida para P. rudis alimentados con la misma
concentracion de células de Isochrysis galbana (T-ISO) (apartado 3.3.2.3. Tasas
fisiologicas), ii) el contenido de energia de Isocrhysis galbana es de 23 I mg! y 1 ml de
oxigeno es igual a 20.33 J (Widdows y Johnson, 1988), iii) la energia perdida por
excrecion es insignificante ya que generalmente representa menos del 5% de la energia
adquirida (Bayne y Newell, 1983), iv) la POM en la dieta se considerd de 1.14 mg MO I
' en funcion de la ratio (0.54 mg MO (mm?)!) obtenida en el apartado 2.3.2.4.3.

Caracteristicas de las dietas (Tabla 4).
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El SFG estimado con una dieta de 1.14 mg MO I indicaria condiciones de alto estrés
para ejemplares de Pinna nobilis a una temperatura de 8 °C, con un SFG <5 J g! h'!
(Widdows et al., 2002), lo que se ajusta a la presuncion de un limite de tolerancia térmica
a 8 °C. La SFG obtenida a 18 °C fue mayor que la obtenida para P. rudis (37.7 J g' h'!,
ver apartado 3.3.2.3. Tasas fisioldgicas) a la misma temperatura sin embargo, la POM fue
menor en el experimento con P. rudis (0.83 mgMO 1!). La menor concentracién de
comida por lo tanto resultaria en una menor ingestion ante un nivel de filtracion similar,
lo que explicaria al menos parte de las diferencias observadas. De hecho, con una misma
dieta de 1.14 mgMO 1!, el SFG resultante habria sido muy similar (61.87 J g! h'! para P.
rudis). Sin embargo, el SFG obtenido a 28 °C debe considerarse con cautela. Como se
menciond anteriormente, los resultados obtenidos para la tasa CR/VO; mostraron claros
signos de un metabolismo anaerobico, por lo que la tasa metabodlica rutinaria estimada
para esta temperatura estaria subestimada, resultando en un menor SFG en un contexto

de estrés metabolico.

Tabla 18: Tasa metabdlica de rutina (RMR) expresada en J g'! h!, tasa de absorcion (AR) considerando la eficiencia
de absorcion de Pinna rudis (apartado 3.3.2.3. Tasas fisioldgicas) expresada en J ¢! h™!, tasa de mantenimiento (SFG
= 0) expresado como % del peso seco de ejemplares de P. nobilis y estimacion del alcance de crecimiento (SFG) para
el presente experimento con una dieta de 1.14 mgMO 1.,

Temperature RMR AR Dieta SFG=0 SFG
°C Jg'ht Tgl ! (%) Tgl !
8.5 3.69 £0.86 6.35+3.17 0.64 £ 0.15 2.66+2.55
14 997 £1.55 4942 +15.77 1.72 £0.27 39.44 + 14.87
18 12.14 £2.28 65.71 +21.75 2.10+0.40 53.56 +19.88
23 15.67+3.70 90.89 +30.50 2.70 £ 0.64 75.22 £ 28.05
28 17.80 £1.17 168.32 +37.18 3.06+£0.20 150.90 +36.97*

* Existen evidencias de una subestimacion de la tasa metabolica de rutina a 28 °C, lo que indicaria un
estrés metabolico a esta temperatura y un SFG menor al obtenido.

Es importante considerar que no existe consenso sobre si la eficiencia de absorcion (AE)
cambia en funcion de la temperatura o no. En algunos estudios se ha observado que esta
se mantiene con cambios de temperatura mientras que en otros disminuye o aumenta con
el aumento de temperatura dependiendo de la especie (Widdows y Bayne, 1971; Buxton

et al., 1981; Ezgeta-Bali¢ et al., 2011; Zhang et al., 2019). Por lo tanto, futuras
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investigaciones deberian enfocarse en dilucidar cudl es el efecto de la temperatura sobre

la tasa de absorcion en Pinna spp.

Teniendo en cuenta la filtracion continua por bivalvos y el umbral limite de la produccion
de pseudoheces, lo recomendable en la alimentacion de P. nobilis seria la administracion
de una dieta continua. Sin embargo, la administracion continua de una dieta no es siempre
posible en funcion de los medios disponibles, por lo que en segunda instancia se
recomendaria una dieta por encima del porcentaje minimo de DW distribuida en dosis
por debajo del umbral de pseudoheces, que deberia servir para el mantenimiento de los

individuos en cautiverio y favorecer su crecimiento somatico y gonadal.
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4.3 Pinna rudis como modelo de aspectos biologicos de la familia Pinnidae

4.3.1 Crecimiento de Pinna rudis

Las instalaciones de acuicultura proporcionan grandes superficies adecuadas para el
asentamiento y fijacion de larvas de multitud de organismos del denominado biofouling.
Este proceso a menudo se considera una molestia porque dafia las instalaciones y podria
tener efectos negativos en las especies cultivadas (Diirr y Watson, 2010; Fitridge et al.,
2012; Bannister et al., 2019). Sin embargo, entre el biofouling asentado, también se
pueden encontrar algunas especies en peligro de extincion, como indica Theodorou ef al.
(2015) respecto a Pinna nobilis, o el presente trabajo con P. rudis y P. nobilis. Aunque
generalmente pasan desapercibidas, estas especies se tratan en su conjunto con el resto de
organismos incrustantes y se descartan durante la limpieza de los cabos. Seria
recomendable aprovechar estos eventos de reclutamiento natural y utilizar lo que se
considera un desecho para la recuperacion de determinadas especies (Theodorou et al.,
2015). Ademas, la legislacion de estas practicas y la implicacion de la industria en
programas de conservacion ayudarian también a mejorar la percepcion publica de la
acuicultura (Bacher, 2015; Froehlich et al., 2017). En el género Pinna, una de las
principales causas naturales de mortalidad juvenil es la depredacion, que disminuye con
el incremento de la edad y el tamafio (Butler ez al., 1993; Basso et al., 2015¢). Los adultos
tienen una vida larga (Butler, 1987; Rouanet ef al., 2015; Nebot-Colomer et al., 2016),
aunque los tamafios mas grandes los hacen mas vulnerables a la hidrodinamica fuerte
(Garcia-March et al., 2007b; Hendriks et al., 2011; Nebot-Colomer et al., 2016), siendo
las caracteristicas del héabitat un factor determinante en su esperanza de vida (Garcia-
March et al., 2019). En el presente estudio, el experimento de mantenimiento en el medio
natural de Pinna rudis en jaulas sumergidas con luz de malla de 4.5 x 4.5 mm, previno la
mortalidad debido a depredacion y/o factores ambientales estresantes como la
hidrodinamica. Las jaulas mantuvieron a los individuos protegidos, evitando la
depredacion observada en otros estudios con juveniles de Pinna (Arizpe, 1995; Narvaez
et al., 2000; Beer y Southgate, 2006; Kozul et al., 2011). Wu y Shin (1998) también
observaron mortalidad por depredacion, aunque las mayores pérdidas (superiores al 90%)
se observaron en individuos trasplantados al fondo sin ningun tipo de proteccion. Esto
también fue observado por Cendejas et al. (1985), quienes compararon diferentes
métodos de cultivo y obtuvieron un 100% de supervivencia en aquellos que fueron

completamente eficientes para mantener alejados a los depredadores. En Pinna, la union
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al sustrato se logra mediante el biso (Basso et al., 2015¢), por lo tanto, los individuos
recién trasplantados necesitan tiempo para adherirse al fondo mediante estas fibras, lo
que los hace durante este periodo mas vulnerables a la hidrodinamica o los depredadores.
Asi pues, una fijacion natural para sujetarlos, jaulas anti-depredadores, o una extension
artificial del biso seria necesaria para fijar a los individuos al lecho marino y maximizar
su supervivencia (Hernandis et al., 2018). La alta tasa de crecimiento registrada en el
presente estudio (hasta 1.32 mm d') sugiere que la capacidad de alimentacion de los
individuos no se vio afectada por la malla. Wu y Shin (1998) también observaron que la
capacidad de alimentacidon no se vio afectada por la jaula para ejemplares de Pinna
bicolor, aunque utilizaron una abertura de malla mayor (65 mm), lo que podria haber
permitido la entrada de depredadores y explicaria la mayor mortalidad de juveniles
observada. En contraste, la abertura de malla de 4.5 mm utilizada en el presente estudio,
junto con la limpieza mensual de las jaulas, evitd la entrada de depredadores, al tiempo
que permitid la circulacion del agua. Ademas, este sistema podria haber proporcionado
condiciones mas estables y menos traumaticas para el desarrollo de Pinna rudis en el
interior de las jaulas, en comparacion con el medio natural, donde la hidrodindmica u
otros factores a menudo provocan roturas o erosion de la concha, modificando su forma.
Esto podria explicar la mayor correlacion alométrica de largo vs ancho observada en el
presente estudio (R? = 0.94, p-valor < 0.001), en comparacion con las encontradas por
Cosentino y Giacobbe (2006) para P. rudis (R? = 0.82, p-valor <0.001) y P. nobilis (R> =
0.57, p-valor < 0.01).

A pesar de la desaparicion de una de las jaulas con 10 individuos, el 0% de mortalidad
natural detectada en las de los grupos 1 y 2, respalda que el uso de una metodologia
similar seria un método de “engorde” eficaz para Pinna spp. Los ejemplares obtenidos
mediante el reclutamiento (Cabanellas-Reboredo et al., 2009; Kersting y Garcia-March,
2017), podrian criarse en jaulas suspendidas y luego trasplantarse cuando alcanzaran
tamafios mayores, haciéndolos menos vulnerables a la depredacion. Esta técnica podria
ser una herramienta util especialmente para la recuperacion de P. nobilis. De manera
similar, la estimacion del DW a través de la longitud en P. rudis podria usarse como una
aproximacion del DW en P. nobilis. DW es una variable comn utilizada en los bivalvos
para la determinacion de la proporcion de la dieta, que es necesaria para el mantenimiento
y la maduracion de los individuos y también para estandarizar los parametros fisiologicos

(Winter, 1978; Bayne y Newell, 1983; Albentosa et al., 2012b) y su aproximacién con P.
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rudis permite evitar la pérdida invaluable de individuos de P. nobilis. El crecimiento
maximo registrado para un individuo en el presente estudio (1.32 mm d!) es la tasa
mensual mas alta reportada para la familia Pinnidae, aunque anteriormente ya se habian
observado tasas de un crecimiento rapida en otras especies de la familia. De hecho, esta
es una caracteristica de supervivencia, porque la estructura fina y simple de la parte
posterior de la concha (Schultz y Huber, 2013), permite una rdpida regeneracion y
adaptacion de Pinna spp. a ambientes extremos, donde el dafio y la rotura de la concha es
habitual. Estos ambientes ocurren tipicamente en d4reas someras expuestas a
hidrodinamica (Garcia-March et al., 2019) o a otros riesgos como el impacto de
embarcaciones (Prado et al., 2014) o desecacion en aguas someras (Prado, com. Pers.).
Por ejemplo, los individuos de la bahia dels Alfacs (delta del Ebro) muestran altas tasas
de regeneracion de conchas, lo que permite la supervivencia de los individuos en
condiciones dificiles. Butler y Brewster (1979) estimaron un tamafo asintdtico de la
concha al ano de edad, de 20 cm para Pinna bicolor, aunque la edad podria haber sido
subestimada por la ausencia del registro externo de anillos de marcas musculares (Garcia-
March et al., 2011a). En P. nobilis, Richardson et al. (1999) estimé tasas maximas de
crecimiento de hasta 1 mm d! durante los meses mas calidos del primer afio de vida,
aunque se ha demostrado que la metodologia para la determinacion de la edad utilizando
el registro externo de las marcas del musculo aductor posterior proporciona medidas de
edad subestimadas (Garcia-March y Marquez-Aliaga, 2007; Garcia-March et al., 2011a).
En otros estudios de crecimiento en condiciones de cultivo en mar abierto, Narvaez ef al.
(2000) observaron una tasa de crecimiento de 0.77 mm d! en P. carnea durante los
primeros cuatro meses, seguida de una disminucion a 0.30 mm d-! en un periodo de 14
meses. Kozul ef al. (2011) detectaron un crecimiento maximo de 0.58 mm d-! durante un
mes en P. nobilis. Por su parte, Arizpe (1995) reportd para Pinna rugosa una tasa de
crecimiento de 0.65 mm d™!, muy destacable considerando que fue durante un afio entero,
con un pico maximo de 1.1 mm d'! durante un mes (mayo-junio). Beer y Southgate (2006)
reportaron una tasa de crecimiento promedio de 0.42 mm d™! durante un afio en P. bicolor.
Las tasas de crecimiento mas altas, generalmente se mantienen durante el periodo inicial
de vida. A partir de entonces, la tasa de crecimiento disminuye normalmente con la
llegada del primer invierno (Butler, 1987; Arizpe, 1995), al menos para las especies no
tropicales (Narvaez et al., 2000). De manera similar, los juveniles de P. rudis en el
presente estudio mostraron mayores tasas de crecimiento durante los primeros cuatro

meses, entre el 29 de junio y 8 de noviembre de 2018. La disminucion en las tasas de
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crecimiento coincidid con la caida de la temperatura por debajo de los 20 °C, caracteristica
ya observada para P. nobilis por Richardson et al. (1999). Del mismo modo, Cendejas et
al. (1985) detectaron correlacion positiva entre temperatura y crecimiento en P. rugosa.
Otros parametros ambientales, como la clorofila @ y el OD, mostraron una correlacion
indirecta con el crecimiento en el presente estudio. Por el contrario, Acarli e al. (2011)
encontrd una correlacion positiva entre el crecimiento, la clorofila a y la materia
inorganica particulada y ninguna correlacion con la temperatura en P. nobilis. Los
diferentes métodos utilizados para medir la clorofila @ en ambos estudios, impiden una
comparacion mas profunda de esta variable entre ellos. En un principio, parece
contradictorio que, en el presente estudio, los meses de crecimiento mas rapido de P.
rudis coincidan con los de menor presencia de clorofila a. Sin embargo, esto podria ser
un indicador de que, el lugar donde se ubicé el experimento, la disponibilidad de alimento
fue suficiente como para cumplir con las altas tasas de crecimiento observadas. Una
explicacion plausible es que la notable frecuencia de corrientes constantes en la zona de
ubicacion de las jaulas detectada por los buzos durante las inmersiones de muestreo
podria proporcionar el alimento necesario mediante la renovacion del agua incluso siendo
la concentracion de clorofila a relativamente baja. Wu y Shin (1998) encontraron una tasa
de crecimiento mas alta en los individuos de cultivo suspendidos en comparacion con los
del fondo, sugiriendo que un mayor flujo de corriente en la columna de agua puede
mejorar la disponibilidad de alimento. En este escenario, las correlaciones indirectas
observadas entre la clorofila a y las tasas de crecimiento estacional se deberian a que los
blooms estacionales de fitoplancton alcanzan su punto maximo en primavera y otofio y
disminuyen en verano siguiendo las tendencias de los nutrientes; estos patrones son
tipicos de los mares templados (Cognetti ef al., 2001; Miller, 2009). De manera similar,
la correlacion indirecta entre el crecimiento estacional y el OD seria el resultado de la
correlacion indirecta que existe entre la temperatura y el OD. Cabe resefiar que, durante
los dos afios de seguimiento, los picos maximos de crecimiento estacional se observaron
después de la ruptura de la termoclina en noviembre y coincidiendo con un aumento de
la concentracion de clorofila a (por encima de 0.4ug L"), ademas con temperaturas del
agua aun moderadas (por encima de 20 °C). Pero tan pronto como la temperatura
descendio por debajo de los 20 °C, las tasas de crecimiento cayeron drasticamente, a pesar
de concentraciones mas altas de clorofila a. Esto podria implicar que Pinna rudis podria
haber crecido incluso mas de lo observado durante los meses mas calidos del verano si el

alimento (representado por la concentracion de clorofila @) hubiera sido mas abundante
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durante este periodo, pero a pesar de la mayor disponibilidad de alimento, el crecimiento
cae por debajo de un umbral de temperatura del agua (aprox. 20 °C). La disponibilidad
de alimento ha sido sefalada como el factor mas importante que modula las tasas de
crecimiento de los bivalvos (Gosling, 2015), aunque Killam y Clapham (2018); Saulsbury
et al. (2019) encontraron en la temperatura su mejor predictor, especialmente para los
bivalvos de mares templados. Como se observa en el presente estudio, ambos factores
podrian jugar un papel importante en la modulacion del crecimiento, unas veces sumando
y otras contrarrestando sus efectos, dependiendo de su variabilidad anual y los limites de

tolerancia de la especie a su variacion.

En cualquier caso, las tasas de crecimiento observadas deberian poder confirmarse
también en otras poblaciones. Los juveniles del presente estudio se recolectaron a
principios de junio de 2018, pero la temporada de reproduccion ocurre supuestamente
durante los meses calidos del afo anterior, como también se observa para Pinna nobilis
(Deudero et al., 2017). De hecho, en el momento del hallazgo de los juveniles en febrero
de 2018, la longitud de la concha ya era de 34.9 = 6.2 mm, lo que respalda que el
reclutamiento se habia producido varios meses antes. Sin embargo, los individuos
mantuvieron un tamafio pequefio y un crecimiento bajo mientras estuvieron sujetos a los
cabos de la instalacion acuicola (34.9 £ 6.2 mm en el momento del hallazgo en febrero
frente a 48.6 £ 8.8 mm de los detectados y recolectados en junio de 2018) a pesar de que
se suelen observar las tasas de crecimiento mas altas durante el primer afio. Por lo tanto,
es plausible que los individuos podrian haber tenido entre 10 y 12 meses de edad cuando
se colocaron en las jaulas en junio de 2018. Se ha demostrado que las condiciones
ambientales modifican el tamano y el crecimiento de los individuos en P. nobilis (Garcia-
March et al., 2019) y es probable que las condiciones extremas de estar fijados a un cabo
a poca profundidad, restringieran el crecimiento forzando el pequefio tamafio de los
individuos. El colocarlos en las jaulas fondeadas y suspendidas podria haber resultado en
mejores tasas de crecimiento durante los meses siguientes, en comparacion con lo que se
esperaria en el campo. Independientemente de la causa, el modelo de crecimiento arrojo
una K de 1.16, muy superior a la obtenida por Nebot-Colomer et al. (2016) para otras
poblaciones de P. rudis y por Garcia-March et al. (2019); Prado et al. (2020b) para
diferentes poblaciones de P. nobilis (valor maximo de 0.39 para la poblacion de la bahia
del Fangar en Tarragona). Por el contrario, el L., obtenido en el presente estudio es menor

que el de otras poblaciones de pinnidos mediterraneos (Nebot-Colomer et al., 2016;
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Garcia-March et al., 2019; Prado et al., 2020b) y mas bajo de lo que podria esperarse para
ejemplares de P. rudis que crecen en, supuestamente, buenas condiciones en el habitat
natural. Sin embargo, el modelado de los primeros tres afos de vida (dos afios de datos)
en una especie longeva dificulta la determinacion del crecimiento asintdtico de estos
individuos. Una dréastica desaceleracion en la tasa de crecimiento, como se observa en el
presente estudio, podria interpretarse erroneamente en el modelo mateméatico como el
alcance de la asintota, a pesar de que los individuos podrian seguir creciendo a un ritmo
mucho mas lento, pero notable, hasta alcanzar tamafios méximos tipicos de la especie en
los siguientes afos. Alternativamente, las severas condiciones de vida en los cabos
acuicolas durante el primer afio después del reclutamiento podrian haber resultado en una
mayor tasa de crecimiento cuando los individuos fueron trasplantados a las jaulas, pero
haber producido también efectos deletéreos que limitaran su tamafio asintdtico.
Posteriores investigaciones sobre estos individuos podran clarificar si realmente han
alcanzado su tamafio maximo o si continuan creciendo mas lentamente. Futuros estudios
también serviran para esclarecer si el aumento de la temperatura del mar Mediterraneo
afecta al crecimiento y expansion de las poblaciones de P. rudis en el contexto del cambio
climatico. El calentamiento de los océanos, especialmente en aguas relativamente
cerradas como el mar Mediterraneo (Giorgi y Lionello, 2006; Diffenbaugh et al., 2007),
podria causar un impacto negativo en especies inadaptadas (Schwartz et al., 2006), pero
beneficiar a otras especies mas aptas para aguas calidas, como P. rudis (Barea-Azcon et
al., 2008). El presente estudio ha demostrado que el crecimiento de P. rudis se reduce
fuertemente a temperaturas inferiores a 20 °C, lo que significa que inviernos mas cortos
y calidos, como se predice en los modelos climaticos para el mar Mediterraneo (Moraitis
et al., 2019; Molina et al., 2020), extenderian el periodo de crecimiento estacional de P.
rudis. Un crecimiento mas rapido podria reducir la mortalidad por depredacion (Kersting
y Garcia-March, 2017) aumentando, por lo tanto, la densidad de la poblacion, lo que
podria conducir, eventualmente, a una expansion de su nicho ecologico sobre una parte

del que dej6 vacio P. nobilis.
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4.3.2 Fisiologia energética de Pinna rudis

4.3.2.1 Tasas fisiologicas: Andlisis cuantitativo

El presente estudio muestra la primera estimacion del crecimiento potencial o Scope For
Growth (SFG) en Pinna, género que ya se ha comentado, incluye grandes bivalvos
raramente criados en cautiverio. Pinna rudis, al igual que otras especies del género Pinna,
suelen encontrarse en posicion vertical o con cierta inclinacion con respecto al suelo. Las
pruebas preliminares de la tasa de filtracion (CR) mostraron que su capacidad filtradora
no se ve afectada por la posicion del cuerpo, vertical u horizontal, en condiciones de
laboratorio. En campo, donde las condiciones en la columna de agua y la re-suspension
del sedimento son variables, la posicion vertical podria tener la ventaja de poder filtrar
agua de mayor calidad (con menos particulas de sedimento) reduciendo el costo
energético que supone la produccion de pseudoheces para liberar el exceso de particulas.
Los experimentos desarrollados en laboratorio incluian una concentracion de particulas
por debajo del umbral de pseudoheces considerado para muchos bivalvos (Bayne et al.,
1979; Widdows et al., 1979; Bayne, 1993) y se consideré que la posicion del animal

parece ser irrelevante para los estudios fisiologicos.

Como se ha explicado anteriormente en material y métodos, el estado de proteccion de
Pinna rudis pesé en la decision de no sacrificar més individuos de los estrictamente
necesarios y, por lo tanto, la estandarizacion no se realizé por g de peso seco de biomasa.
Se tiene constancia de que la condicion de los animales es variable dependiendo de las
condiciones ambientales, enfermedades o estado de maduracion y, por lo tanto, se asume
que puede haber una variacion del peso seco (DW) real frente a la obtenida a través de la
ecuacion. Sin embargo, esta aproximacion podria ser la mejor opcion, y a veces la tnica,

para especies protegidas con densidades poblacionales bajas.

Uno de los principales roles ecologicos asociados a Pinna spp. es su contribucion a la
generacion de aguas limpias y claras por su capacidad de filtrar grandes volimenes de
ésta (Basso et al., 2015c). Las principales variables que afectan a la tasa de filtracion en
los bivalvos son la temperatura, la salinidad, la viscosidad del agua, la velocidad de la
corriente, la concentracion de alimentos y el tamano de los individuos (Winter, 1978;
Cranford et al., 2011). En el presente estudio, los individuos alimentados con la dieta
control mostraron una tasa de aclaramiento (CR) de 5.29 1 g'! h'!. Nieves-Soto et al.

(2013) observaron en Atrina tuberculosa una CR mucho menor de 0.37 1 g h'! para una
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temperatura (17 °C), POM (0.579 mg I'!) y tamafio de ejemplares (17.0-20.5 cm)
similares. Sin embargo, como se ha comentado anteriormente (4.2.4.1. Mediciones
fisiologicas) la discrepancia podria deberse a una aplicacion incorrecta del método de
camara de flujo continuo (FTC). Por el contrario, Arrieche et al. (2011) describieron para
otra especie de este género, A. maura, una tasa de ingestion dos veces a la observada para
Pinna rudis en nuestro estudio (229 J g'' h'!). Las diferencias podrian explicarse por una
concentracion de alimentos tres veces mayor, temperatura mas elevada (26 °C) y la menor
talla de los ejemplares (72.4 mm). Para otras especies de bivalvos, Albentosa et al.
(2012b) observaron un rango de CR entre 2.5y 6.83 1 g h'! para Mytilus galloprovincialis
a una temperatura menor de 15 °C y a una menor concentracion de alimento de 0.5 mg
POM L, o para el caso de Ruditapes philippinarum que mostré un CR de 5.8 1 g''h''a
la misma temperatura y a una concentracion de alimento similar a la del presente estudio
(TPM = 1.57 mg I'!, POM = 1.20 mg I'!) (Tamayo ef al., 2011). A pesar de que los
pinnidos son conocidos por su rapido crecimiento (Schultz y Huber, 2013), la tasa de
filtracion (CR) estandarizada por peso en P. rudis no fue diferente a la de otros bivalvos
conocidos (Cranford et al., 2011). Aun asi, Pinna spp. muestra su maximo crecimiento
durante el primer afio de vida (Butler y Brewster, 1979; Richardson et al., 1999; Narvaez
et al., 2000), por lo que cabria esperar unas tasas fisiologicas estandarizadas a peso seco

mas altas en individuos mas pequeiios que los utilizados en presente experimento.

La eficiencia de absorcion (EA) estd relacionada principalmente con el tiempo de
residencia del alimento en el intestino, dependiendo asi de la tasa de ingestion (IR) y, en
consecuencia, de la tasa de aclaramiento y concentracion de particulas (variables con las
que se calcula la IR, (Bayne y Newell, 1983)). Por debajo del umbral de formacion de
pseudoheces, la IR aumenta junto con la concentracion de alimentos y, como
consecuencia, disminuye la EA (Griffiths y Griffiths, 1987). Sin embargo, las diferencias
en la eficiencia de absorcion en la dieta de control (60.60%) con respecto a otros bivalvos,
fueron independientes de la concentracion de alimento. En este sentido, Ibarrola et al.
(2008) describieron una EA menor, con un rango entre 40—60%, para el berberecho
Cerastoderma edule, alimentado con una dieta de microalgas a una concentracion mayor
3 mm?1!, 1.6 mg POM I'"). Para concentraciones de alimento mas bajas (0.5 mg POM
I'Y), Albentosa et al. (2012b) obtuvieron también un rango de EA mas bajo (40-65%) para
Mpytilus galloprovincialis y con una concentracion de alimento similar a la del presente

estudio (1.3 mg POM L), Tamayo et al. (2011) describieron un EA menor, alrededor
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del 50%, en juveniles de Ruditapes. philippinarum. En el caso de otras especies del
género Atrina., la EA fue ligeramente superior a Pinna rudis, 70.00 y 74.44%
respectivamente para Atrina maura 'y A. tuberculosa (Arrieche et al., 2011; Nieves-Soto
et al., 2013). Sin embargo, estos resultados podrian no ser comparables ya que en esos
estudios las dietas experimentales estaban compuestas exclusivamente por microalgas sin
particulas de sedimento, tal y como se contempla en nuestro estudio, considerando la
aplicacion del método Conover que requiere la incorporacion de particulas inorganicas
(generalmente del sedimento) que aumentan la materia inorganica (componente trazador)
de la dieta dado el bajo contenido inorganico de fitoplancton (Conover, 1966; Albentosa

et al.,2012b).

Los requerimientos de energia para mantener las funciones vitales se reflejan en los
bivalvos a través del consumo de oxigeno (VO2) como el gasto de energia metabolica. El
VO, de Pinna rudis bajo la dieta Control fue 26.46 J g h™!, menor en comparacion a
Ruditapes Philippinarum (352 J g ! h™'), a pesar de una temperatura y tasa de
aclaramiento similares (Tamayo et al., 2011). Para Mytilus galloprovincialis, Albentosa
et al. (2012b) observo un VO, inferior (6-10 J g'' h'!') como era de esperar teniendo en
cuenta la temperatura mas fria (15 °C) y para Atrina maura, se observo un VO, maés alta
(66-160 J g'' h™!) probablemente como consecuencia también de una temperatura mas

alta, en este caso (26 °C) (Arrieche et al., 2011).

El alcance de los resultados de crecimiento potencial o Scope For Growth (SFG) para
Pinna rudis bajo la dieta Control (37.31 J g h™!) reflej6 un alto potencial de crecimiento
y condiciones de estrés bajas si lo comparamos con los valores de referencia dados en
otros estudios como Widdows et al. (2002) (> 15 J g' h'!) y Albentosa et al. (2012b) (>
18 J g 'h™!), siendo ademas comparables a los valores mas altos obtenidos para distintas
poblaciones de Mytilus galloprovincialis estudiadas por Albentosa et al. (2012b) y
superiores a los obtenidos por Tamayo et al. (2011) para Ruditapes Philippinarum (25.2
J ¢! h'!). En bivalvos, el exceso de energia se emplea para el crecimiento y la
reproduccion. Utilizando los datos de crecimiento in situ con Pinna rudis (3.3.1.
Crecimiento de Pinna rudis), realizamos una estima del coste energético del crecimiento
para la comparaciéon con los resultados de SFG obtenidos en laboratorio. Estas
estimaciones se realizaron de nuevo mediante la estimacion del peso seco (ver apartado
2.3.1.4. Relacion morfométrica y analisis estadistico) y transformado este incremento de

DW en J considerando un contenido organico de 0.82 y 1 mg de materia organica como
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23 J (Widdows y Johnson, 1988). Mediante esta aproximacion, observamos que el gasto
energético maximo en crecimiento in situ fue de 14.24 J g h™! (en el periodo junio-julio
de 2018 para un tamafio de 48.64 a 69.46 mm). Ademads, para una comparativa cercana a
las condiciones del estudio de fisiologia energética en laboratorio (a una temperatura de
18 °C y un tamano de = 18 cm), el periodo mas similar en términos de temperatura y
tamafio seria el de junio-julio de 2019, periodo en el que la estimacion del gasto
energético de crecimiento seria de 3.46 J g ' h™!. Por lo tanto, observamos que el gasto
energético in situ estimado resultaria en valores menores al SFG en condiciones de
laboratorio, lo cual es esperable dada la maximizacion de la disponibilidad de alimento
en el tiempo para los individuos de P. rudis estabulados. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta en cualquier caso que, para los ejemplares in situ, no se estd considerando la
posible inversion de energia en la acumulacion de reservas y la maduracion, por lo que el
gasto energético real, si se pudieran tomar datos reales del peso seco, podria ser superior

al estimado y, por lo tanto, acercarse mas a los valores observados en el laboratorio.

El balance energético total permite estimar una raciéon de mantenimiento (SFG = 0), por
encima de la cual se obtendria un balance positivo y, por tanto, una energia disponible
para crecimiento y maduracion. Esta racion de mantenimiento, considerada como un
porcentaje diario del peso seco de los individuos, podria calcularse utilizando los gastos
metabolicos (consumo de oxigeno), la eficiencia de absorcion y considerando 1 mg de
materia organica como 23 J (Widdows y Johnson, 1988). El 3.96% de raciéon del DW
obtenido para los individuos de Pinna rudis es similar a las recomendaciones para otros
bivalvos, en las que se sugiere una relacion del 3—6% (Delgado y Pérez Camacho, 2003;
Marshall et al., 2014; Maneiro et al., 2020), considerando que Helm (2004) recomendo
raciones mas altas (> 6%) para impulsar el crecimiento y raciones mas bajas para el

acondicionamiento (2—4%).

A tenor de nuestros resultados, se puede asumir una buena asimilacion de Isochrysis
galbana (t-1SO), lo que indica que Pinna rudis puede adquirir suficiente energia para el
crecimiento y la maduracion a partir del fitoplancton vivo. Aun asi, Prado ef al. (2020a)
obtuvieron resultados deficientes de crecimiento y supervivencia en los juveniles
alimentados exclusivamente con fitoplancton vivo, en comparacion con las observaciones
de campo, a pesar de que se les proporciond una racion diaria elevada. En este sentido, la
baja eficacia observada por Prado et al. (2020a) podria ser consecuencia de la alta

concentracion de las dos tnicas dosis diarias administradas de 380-10° cel I'! que supone
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una cantidad seis veces superior a la suministrada en el presente estudio.
Cuantitativamente, las dosis proporcionadas por Prado ef al. (2020a) podrian contener
suficiente MO para satisfacer las necesidades energéticas diarias, pero es muy probable
que superen el umbral de pseudoheces, forzando a estos bivalvos a limpiar el agua
rechazando la comida antes de la ingestion tal y como sugieren (Bayne et al., 1989;
Bayne, 1993). Por tanto, para maximizar la produccion y aproximarse al crecimiento y
supervivencia observados en el medio natural, se recomendaria una alimentacion
continua o una distribuciéon de la racion diaria en dosis por debajo del umbral de

pseudoheces.

Se ha considerado la posibilidad de aportar fuentes adicionales de alimento, como grupos
de zooplancton para contrarrestar el menor crecimiento de Pinna nobilis en cautividad
(Prado et al., 2020a). De hecho, Davenport et al. (2011) encontraron especies de micro y
mesozooplancton en el contenido intestinal de P. nobilis y, por otra parte, Prado et al.
(2021) observaron una presencia significativa de fuente zooplancténica, hasta un 34.9%,
junto a una importante contribucion de fitoplancton mediante el uso de is6topos. Morton
y Puljas (2019) también destacan el potencial de la glandula bucal y el estdbmago para la
digestion de este tipo de presas y describe esta especie como depredadora oportunista,
que podria usar su oOrgano paleal para aturdir y capturar especies marinas
mesoplanctonicas, endo y epibentonicas. Como consecuencia, la necesidad de un
suplemento de zooplancton en Pinna spp. deberia ser considerado para su mantenimiento

en cautividad.

4.3.2.2 Comparacion de dietas

El uso de dietas alternativas para los bivalvos puede ahorrar los inconvenientes y costes
de la produccion de microalgas vivas (Coutteau y Sorgeloos, 1992; Helm, 2004; Willer y
Aldridge, 2019), sin embargo, la dieta artificial debe cumplir ciertos requisitos como un
tamano de particula adecuado para la ingestion, digestibilidad, un perfil nutricional
adecuado y no toxicidad (Knauer y Southgate, 1999; Cheng et al., 2020). El producto
comercial Shellfish Diet 1800® ha mostrado éxito para la cria de larvas de algunas
especies de bivalvos como la almeja gigante Tridacna noae (Militz et al., 2021) o la ostra
Pteria penguin (Southgate et al., 2016) utilizando una dieta basada al 100% en este
producto. Sin embargo, los individuos de Pinna rudis alimentados con la dieta shellfish

(SF) mostraron una disminucién importante, inferior a la mitad de la tasa de filtracion
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(CR), en comparacion con la dieta de control. Este hecho podria deberse a una adaptacion
para disminuir el gasto energético de la filtracion en una situacion de inanicion de estrés
nutricional como apuntan Albentosa et al. (2007). Esta caida en la capacidad de filtracion
de los individuos también se refleja en una menor eficiencia de absorcion (AE) para SF,
a pesar de que un mayor tiempo de transicion a través del intestino, dada la menor tasa de
ingestion (IR), deberia favorecer la absorcion. La AE es un indicador de la digestibilidad
de la dieta que refleja, por tanto, una menor digestibilidad del producto de SF, como
también se ha observado en otras especies con otras dietas 100% artificiales (Albentosa
et al., 1997; Amey et al., 2015). Se detectd un consumo de oxigeno menor (VO3 en los
individuos bajo la SF como consecuencia probablemente de la menor actividad de
filtracion que mostraron, al igual que se indica en los trabajos de (Navarro et al., 1992;
Velasco y Navarro, 2002), dando como resultado un menor gasto de energia. Ademas, los
deficientes resultados en la tasa de absorcion (AR) obtenidos de la IR y la AE mostraron
grandes diferencias entre la dieta SF y CO para el scope for growth (SFG) a pesar de que
el VO, fue menor para SF. Los individuos sometidos a SF expresan un balance energético
negativo (-3.00 J ¢! h™!), lo que indica condiciones de estrés elevado (Widdows et al.,
2002) y una insuficiente adquisicion de energia a través de la dieta para el mantenimiento
de los procesos vitales (Albentosa et al., 2007). Este fenomeno podria derivar en un
proceso catabolico ya observado en ejemplares estabulados de Pinna nobilis por Prado et
al. (2021). Se desconoce la causa de esta mala asimilacion de la dieta shellfish por parte
de P. rudis, aunque Prado et al. (2020a) también observaron un bajo rendimiento
utilizando un concentrado diferente de microalgas en P. nobilis, lo que podria indicar una

incompatibilidad entre la fabricacion de estos productos y estas especies.

La aceptacion de una dieta artificial puede mejorarse mediante la adicion de microalgas
vivas, mejorando la digestibilidad de la dieta artificial y permitiendo a su vez una
sustitucion parcial en la dieta de microalgas vivas (Brown y Robert, 2002; Doroudi et al.,
2002; Babuin, 2009; Arney et al., 2015; Tanyaros y Chuseingjaw, 2016). En este sentido,
la dieta mixta (MX) mejor6 considerablemente los resultados en comparacion con la dieta
shellfish (SF). Por consiguiente, no se observaron diferencias significativas en la tasa de
aclaramiento (CR) ni la tasa de ingestién (IR) entre la dieta control (CO) y MX. Sin
embargo, aunque la eficiencia de absorcion (EA) de MX mejord en comparacion con SF,
fue menor que CO, confirmando asi la baja digestibilidad de Shellfish Diet 1800® por

parte de Pinna rudis. Por su parte, el consumo de oxigeno (VO.) fue similar entre CO y
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MX, probablemente como resultado de gastos metabolicos parejos dados por un CR
similar. Sin embargo, a pesar de la EA mas baja en MX, se obtuvieron resultados de Scope
For Growth (SFQG) similares entre ambas dietas (CO y MX), lo que implica una cantidad
de energia disponible muy parecida, utilizando ambas dietas para el crecimiento y la
maduracion. La razén de un SFG andlogo, a pesar de las diferencias observadas en EA,
podria explicarse por un mayor IR en MX (no significativo, pero levemente mayor), lo
que implica una mayor ingesta de la dieta resultando en una mayor tasa de absorcion (AR)
y compensando el menor EA. De hecho, la IR es el principal pardmetro fisiologico que
influye en la tasa de crecimiento (Toro ef al., 2003). Aun asi, el resultado de una EA mas
baja podria indicar una inadecuacién de Shellfish Diet 1800® para Pinna spp., un
resultado altamente resaltado con la dieta SF. Babuin (2009) observ¢ la falta de proteasa
digestiva despué¢s de 60 dias de exposicion alimentaria, un tiempo mayor al
experimentado en nuestro trabajo. Asi pues, la exposicion prolongada a MX podria
deteriorar los resultados observados en el presente estudio como consecuencia de la
menor digestibilidad de la dieta, por lo que los resultados observados en MX deberian
tomarse con precaucion. En resumen, los resultados obtenidos sobre las dietas junto al
estado de proteccion de Pinna spp., especialmente Pinna nobilis, se desaconsejaria

también el uso de una dieta mixta en pinnidos, en favor de las dietas frescas.

4.3.2.3 Implicaciones para Pinna nobilis

Los distintos experimentos realizados en el presente estudio, centrados en Pinna rudis,
hasta la fecha una especie poco estudiada, pretenden, ademdas de incrementar el
conocimiento relativo a esta especie, poder trasladarlo a otras especies del género Pinna,
de manera especial, para el caso de Pinna nobilis, en peligro critico de extincion.
Lamentablemente, hasta la fecha no se han establecido técnicas de maricultura para estas
especies, probablemente debido al bajo interés comercial (Velasco y Borrego, 2004;
Basurto, 2006; Katsanevakis et al., 2008), si bien la situacion actual ha puesto a la nacra
en el centro de atencidon para tratar de evitar su extincion. Asi las cosas, la falta de
individuos vivos y sanos ofrece pocas posibilidades de investigar y mejorar las
condiciones y requisitos del mantenimiento en cautividad de P. nobilis. Los resultados
obtenidos en este trabajo que utilizan P. rudis como modelo, podrian ayudar a
comprender la fisiologia de esta especie proxima y asi poder acelerar el desarrollo de

protocolos para el mantenimiento de P. nobilis en cautividad.
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El uso de dietas alternativas en Pinna spp. se desaconseja a tenor de los resultados
obtenidos en el presente trabajo y los estudios previos de Prado et al. (2020a). El
fitoplancton se revela como la principal fuente de las dietas para bivalvos en la acuicultura
hasta la fecha y también deberia ser la base para Pinna spp. Las dietas alternativas podrian
evitar algunos de los inconvenientes de la produccion de microalgas vivas, pero ain no
se han mejorado lo suficiente para garantizar su viabilidad y desgraciadamente el margen
de error con P. nobilis es minimo. Sin embargo, el complemento de zooplancton en la
dieta debe ser investigado en profundidad dadas las peculiaridades de la especie y los
buenos resultados observados en otros estudios (Morton y Puljas, 2019; Prado et al.,

2020a).

La dieta de mantenimiento obtenida en este trabajo debe considerarse como una dieta
minima a incrementar para favorecer el crecimiento somatico y gonadal siguiendo las
recomendaciones de (Albentosa et al., 2012a) para otros bivalvos. Sin duda, ain son
muchos los pasos que dar para poder dominar el cultivo de esta especie y es importante
profundizar en el analisis de las variaciones de su metabolismo con la temperatura, factor
cuyo incremento favorece la maduracion (Utting y Millican, 1997) pero que deberia
reducirse para disminuir la mortalidad por Haplosporidium pinnae (Cabanellas-Reboredo
et al., 2019; Garcia-March et al., 2020). También es preceptivo poder estimar el coste
energético de la maduracion de las gonadas, asegurando un balance energético positivo
suficiente para la reproduccion. Se debe considerar que las similitudes entre especies
(Pinna rudis y P. nobilis) fomentan una comparacion cualitativa y por tanto se puede
esperar un efecto fisiologico similar de una dieta, pero desde el punto de vista
cuantitativo, podria ser necesario escalar los requerimientos energéticos habida cuenta
del mayor tamafio que puede alcanzar Pinna nobilis (Nebot-Colomer et al., 2016; Garcia-
March et al., 2019). Finalmente, considerando que el régimen de alimentacion y la
concentracion de la dieta afectan en gran medida el proceso fisiologico de otros bivalvos
(Barillé et al., 1997; Albentosa, 2002; Helm, 2004) deberia también ser estudiado en

Pinna. soo.
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Conclusiones

Durante el desarrollo de la presente tesis se han estudiado diferentes aspectos de la
ecofisiologia y el habitat de Pinna nobilis en un contexto de mortandad masiva causada
por el protozoo parédsito Haplosporidium pinnae. Para ello se han monitorizado las
condiciones ambientales en las que se encontraba la poblacion de Pinna nobilis de Calp
(Alicante), se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre su actividad de valvas y se
han desarrollado modelos de crecimiento para poblaciones de nacra habitando ambientes
diferentes. También se ha realizado un seguimiento del evento de mortandad que esta
asolando a las poblaciones de P. nobilis, en colaboracién con instituciones nacionales e
internacionales, analizando su evolucién e implementando medidas para mejorar el
conocimiento de la enfermedad y que permitieran mejorar la situacion de la especie.
Asimismo, se han desarrollado experimentos de fisiologia energética en laboratorio, tanto
con la especie objetivo P. nobilis como con su congénere P. rudis, que ha sido utilizada
como modelo bioldgico del género Pinna ante la situacion de peligro critico de extincion
de la nacra. Con la intenciéon de maximizar los resultados en su uso como modelo
biologico, se realizod un experimento de crecimiento en mar abierto para conocer el efecto
de las variables ambientales en su desarrollo. A tenor pues de los resultados obtenidos, se

plantean las siguientes conclusiones:

e El andlisis de los parametros oceanograficos estudiados muestra que la turbidez
alta que se alcanza durante fuertes tormentas puede suponer un alto riesgo para
ejemplares de Pinna nobilis, ya que estos valores pueden causar la muerte debido
al agotamiento de los ejemplares.

e Latemperatura controla el patron de actividad de valvas de Pinna nobilis. Hemos
observado que, por encima de 24.5 °C, las nacras mantenidas en el laboratorio
pasan de un patrén 2 de invierno a un patrén 1 de verano.

e Elestudio de crecimiento a partir de las conchas revela la existencia de al menos
tres modelos de crecimiento dependientes del ambiente en el que habitan las
poblaciones: SO, poblaciones de mar abierto en zonas someras o profundas y al
abrigo de hidrodinamicas perjudiciales; EO, poblaciones de mar abierto expuestas
a hidrodinamicas perjudiciales; LG, poblaciones de lagunas costeras.

e Las poblaciones de nacras que presentan una esperanza de vida mas baja y que al
mismo tiempo son las tnicas que han sobrevivido al evento de mortandad masiva,

son las localizadas en lagunas costeras y deltas. Los resultados de esta tesis
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apuntan a que estas poblaciones no garantizan la supervivencia de la especie a
largo plazo.

e Latemperatura por encima de los 13.5 °C favorece la incidencia de la mortandad
de ejemplares infectados por Haplosporidium pinnae. Los ejemplares mantenidos
en temperaturas mas frias son capaces de sobrevivir durante varios meses a la
infeccion.

e Lasjaulas de exclusion de depredadores no han supuesto una mayor supervivencia
de los ejemplares infectados, aunque esto puede deberse al bajo nimero de
ejemplares protegidos y la alta virulencia de la enfermedad.

e Se ha estimado por primera vez la capacidad de filtracion de Pinna nobilis. Asi,
por ejemplo, individuos de 30 cm pueden llegar a filtrar mas de 2500 1 dia™!' a una
temperatura ambiente de 28 °C, lo que indica el elevado poder de depuracion del
agua de esta especie.

e Pinna nobilis puede vivir a temperaturas extremas de 8.5 y 28 °C. Los datos de
fisiologia energética muestran que la exposicion a estas temperaturas supondria
la muerte de los individuos por agotamiento a corto/medio plazo. Temperaturas
entre 14 y 23 °C son las mas adecuadas para el mantenimiento de esta especie en
cautividad.

e Los experimentos realizados han permitido establecer la alimentacion adecuada
en funcion de la temperatura para el mantenimiento en cautividad de ejemplares
del género Pinna.

e Pinna rudis presenta el maximo crecimiento registrado hasta la fecha para un
bivalvo (1.32 mm dia!). De los distintos parametros ambientales estudiados, la
temperatura muestra la mejor correlacion con el crecimiento de esta especie.

e Se presenta una relacion entre el tamano de Pinna rudis 'y su peso seco, este ultimo
es fundamental para el célculo de la cantidad de alimento que debe suministrarse
a los bivalvos en cautividad. Los resultados de esta tesis muestran que se puede
utilizar como aproximacion para el calculo de la alimentacion de ejemplares de P.
nobilis.

e Seaconsejan dietas basadas en microalgas vivas en lugar de dietas artificiales para
el mantenimiento de ejemplares del género Pinna, dado que el Scope for Growth

con estas ultimas es muy inferior al que se obtiene con fitoplancton vivo.
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Conclusiones

e Habida cuenta de la delicada situacioén en la que se encuentra en la actualidad
Pinna nobilis, el cambio climatico puede tener consecuencias fatales sobre las
escasas poblaciones supervivientes en los ambientes paralicos, por lo que se hace

necesaria la busqueda de alternativas para la recuperacion de la especie.

Por 1ultimo, esta tesis pretende contribuir al inicio de la recuperacion de Pinna nobilis.
Para ello, sera necesario profundizar en los protocolos planteados para el mantenimiento
en cautividad de la nacra a largo plazo. Asimismo, el cierre del ciclo reproductivo y su
aplicacién a ejemplares resistentes supondra el punto de inflexion necesario para la

recuperacion de la especie.
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