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INTRODUCCION GENERAL

El rdpido crecimiento demografico desde mitad del SXX ha tenido como consecuencia un
incremento de la presidn sobre los ecosistemas. En las Ultimas décadas se ha podido advertir un
creciente deterioro del medio ambiente provocado principalmente por factores de origen
antrépico, que en algunos casos ha determinado la viabilidad de ciertos ecosistemas
(McMichael, 2002; Foley et al., 2005). Segun la Unién internacional para la Conservacién de la
Naturaleza (IUCN) en este momento hay mas de 42.100 especies amenazadas de extincién, es

decir el 28% de las especies evaluadas por la IUCN se encuentran a punto de desaparecer.

En la actualizacién de la lista roja de especies en peligro que la IUCN publicé en 2019, de las
150.732 especies evaluadas 873 se han extinguido ya (https://www.iucnredlist.org/). Se estima
que la pérdida de biodiversidad global ha llevado a la extincidon de cientos de especies, por lo
gue es necesario abordar acciones de conservacion destinadas a mitigar las amenazas a las

especies en peligro (Gilbert et al., 2017).

Al mismo tiempo que la comunidad global se enfrenta a crecientes desafios medioambientales,
se hacen necesarias politicas de conservacion tajantes que consigan frenar el creciente deterioro

ambiental y las amenazas a las que se enfrentan las especies (Unsworth et al., 2019).

Las estrategias de conservaciéon de especies en peligro de extincién necesitan enfoques
multidisciplinares y requieren una combinacién de acciones in situ y ex situ, seleccionadas
teniendo en cuenta las necesidades especificas de cada especie y las amenazas a las que se

enfrenta (Zegeye, 2017).

Las acciones in situ estan encaminadas a la conservacidon de las especies en sus habitats
naturales fundamentalmente estableciendo medidas de proteccién del habitat donde viven
dichas especies (Heywood, 2015). Algunos aspectos clave en la conservacion in situ incluyen
ademas de la conservacion del habitat, el establecimiento de medidas regulatorias que ayuden
a preservar los ecosistemas de dafos potenciales, la monitorizacion de las especies y el
seguimiento de sus poblaciones, o la promocién de practicas sostenibles para comunidades
locales y los diferentes actores relacionados con los ambientes a conservar (Caldecott et al.,

1996).

Las acciones ex situ suelen implicar el traslado de las especies en peligro desde sus habitats
naturales a ambientes controlados con el principal objetivo de estudiar su biologia, lo que
permite obtener importantes conocimientos destinados, entre otras cosas, al desarrollo de
protocolos que permitan garantizar la viabilidad de estas especies. Los protocolos de
mantenimiento y reproduccidn ofrecen la posibilidad de abordar, si el caso lo requiere,

proyectos de recuperacién en el medio natural (Fitzsimons et al., 2020). Por otra parte, la
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INTRODUCCION GENERAL

creacion de bancos de material genético garantiza la viabilidad de las especies en el tiempo

(Brush, 2000).

La conservacidon de organismos acuaticos y en concreto marinos supone un nivel mayor de
complejidad, relacionado con la necesidad de proporcionar un ambiente adecuado y de calidad

a las especies con las que se va a trabajar ex situ (Leal et al., 2016).

En relacidn con las especies marinas mas amenazadas, los elasmobranquios (tiburones y rayas)
son los mas afectados con un 37% de las especies evaluadas, amenazadas de extincidn (Cashion
et al., 2019). Entre los corales formadores de arrecifes son un 36% de las especies amenazadas
(Descombes et al., 2015) y en otros invertebrados como los crustaceos, alrededor de un 28% de
los evaluados se encuentran en peligro. En el grupo de los moluscos también hay un gran
numero de especies catalogadas en peligro debido a distintos factores, principalmente
sobrepesca u otros factores antrépicos, aunque es interesante destacar el caso de Pinna nobilis,

en el Mediterraneo.

La nacra, Pinna nobilis, es un molusco bivalvo endémico del Mediterraneo que tradicionalmente
se extendia por toda su cuenca litoral, en rangos batimétricos muy amplios con sustratos
diversos (Guallart y Templado, 2012). Como especie sésil, es muy vulnerable a determinados
impactos sobre el medio natural como la pesca de arrastre, la degradacion del habitat o el
fondeo de embarcaciones entre otros (Basso et al., 2015b). Ademas, hace pocas décadas se
recolectaba para decorar, para la produccidn de seda con su biso o para su uso en gastronomia
(Katsanevakis et al., 2021). Esto llevé a su clasificacion como especie Vulnerable a la extincion
dentro del Catalogo Espaiiol de Especies Amenazadas (Guallart y Templado, 2012; Prado et al.,
2020b). Sin embargo, en 2016 comenzé un evento de mortalidad masiva de individuos de P.
nobilis que continla hasta la (Vazquez -Luis et al., 2017). En septiembre de 2016 se detecto la
muerte de algunos individuos de nacra en las costas espafiolas. La mortalidad de individuos
comenzé a observarse en otras partes del Mediterraneo en 2017, y en 2018 ya se habia
extendido por toda la cuenca mediterrdnea, dejando mortalidades del 99% de los individuos en
la mayoria de las zonas (Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Estas dramaticas tasas de mortalidad
llevaron a la recategorizacion de la especie como En Peligro Critico, con un nivel de proteccion
mucho mayor (BOE 2018, UICN, 2019). La causa de la muerte de los individuos era desconocida
durante las primeras etapas del evento de mortalidad, pero en 2017 se detectd una nueva
especie de protozoo del género Haplosporidium, que infecta a los organismos y ataca sus
sistemas digestivos. Este protozoo fue reconocido como Haplosporidium pinnae, una especie

que solo infecta a P. nobilis y a ningln otro bivalvo (Darriba, 2017; Catanese et al., 2018).
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Posteriormente se detectd la presencia de otros pardsitos que, en sinergia con H. pinnae,
agravan la situacién y provocan una muerte mas rapida de las nacras, como bacterias del género
Mycobacterium (Carella et al., 2019). No es descartable que actien otros patdgenos en este

grave episodio.

En la actualidad, las Unicas poblaciones supervivientes de Pinna nobilis conocidas en todo el
Mediterraneo han quedado relegadas a ciertas zonas donde, debido a las caracteristicas
especificas del medio, H. pinnae parece no haberse expandido o tiene poca capacidad de
dispersion; principalmente lagunas costeras, deltas y bahias (Katsanevakis et al., 2021). En la
costa espafola, las dos Unicas poblaciones supervivientes de P. nobilis conocidas, se encuentran
en la laguna costera del Mar Menor (Murcia) y en el Delta del Ebro (Catalufia). Se cree que las
diferencias en los niveles de salinidad con respecto al Mediterrdneo han impedido la
propagacion del patégeno en ambas zonas (Prado et al.,, 2020b). H. pinnage tiene un rango
optimo de salinidad entre 36,5 y 39 ups (Prado et al., 2022), mientras que el Mar Menor tiene
una salinidad mas alta (alrededor de 42 ups), y la salinidad del Delta del Ebro es inferior a 36
ups. Desafortunadamente, ambos ecosistemas presentan una importante influencia
antropogénica, por lo que es necesario implementar medidas de conservacién para asegurar la
supervivencia de la especie. El Delta del Ebro se ve impactado por los vertidos de los arrozales
adyacentes y las actividades relacionadas con el sector turistico o la acuicultura (Prado et al.,

2020a).

A pesar de colonizar recientemente la laguna, Pinna nobilis llegd a ser una especie muy
abundante en el Mar Menor, con densidades relativamente altas y mds de un millén y medio de
ejemplares, ocupando el 60% de su superficie en 2014 (capitulo 1 del presente trabajo) Sin
embargo, desde 2016, la laguna esta sufriendo graves episodios de eutrofizaciéon y colapso
ambiental que han provocado la muerte de un enorme porcentaje de los individuos de nacra,
entre otras muchas especies (Sandonnini et al., 2021). La entrada constante en la laguna de agua
con una alta concentracién de sedimentos, materia orgdnica y nutrientes procedentes
principalmente de la agricultura, pero también de las aguas residuales, y de la ganaderia,
provoca un crecimiento masivo del fitoplancton, lo que conlleva una reduccién de la luz y la
muerte y descomposicion de la materia organica de la laguna. Esto, a su vez, provoca hipoxia,
anoxia e incluso euxinia tanto en la columna de agua como en el sedimento, especialmente a
partir de los 3 metros de profundidad (Ruiz et al., 2019, Sandonnini et al., 2020). En 2017, todos
los individuos de P. nobilis que vivian por debajo de 3 metros de profundidad murieron, y por

encima de los 3 metros, la tasa de mortalidad se acercé al 90% (capitulo 1 del presente trabajo).
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En 2021, se estimaba que los supervivientes no superaban los 1.500 ejemplares en toda la laguna

(capitulo 1 del presente trabajo).

Entre las acciones que se han activado para intentar la conservaciéon de esta especie se
encuentra tanto el seguimiento de las poblaciones in situ, como el avance en el conocimiento

del mantenimiento y cria ex situ.

A la hora de plantear una plan de trabajo apropiado para el cultivo de Pinna nobilis, es
importante tener en cuenta que se trata de una especie catalogada en peligro critico (Orden
TEC/1078/2018 (MITECO, 2018)) cuya poblacién natural en el Mediterrdneo se ha reducido en
un 99-100% (Darriba 2017, Catanese et al. 2018, Cabanellas-Reboredo et al. 2019), de la cual
solo quedan grupos de ejemplares en dareas costeras reducidas caracterizadas por unas
condiciones de salinidad fuera del rango de tolerancia de Haplosporidium pinnae, entre 36,5y
39 ups (Prado et al., 2022). En el Delta del Ebro, estas condiciones de salinidad fluctdan por
debajo del rango dptimo para el parasito (< 36 ups), con una poblacién total cercana a los 90.000
ejemplares. En el Mar Menor la salinidad se situa por encima del rango 6ptimo del parasito (42-
45 ups) aunque la estima de poblacidn no alcanza los 1500 ejemplares. Es por ello que cada
ejemplar de la especie, especialmente de la poblacion del Mar Menor, tiene un valor excepcional
y debe ser tratado con sumo cuidado, evitando procedimientos que impliquen técnicas invasivas

capaces de dafiar al ejemplar, los cuales podrian debilitarlo e incluso provocar su muerte.

El presente trabajo estd dedicado a la conservacion de Pinna nobilis, y se estructura en tres

bloques principales.

El primero de ellos es un estudio in situ sobre el diagndstico y la evolucién de la poblacion de
Pinna nobilis en el Mar Menor, que ofrece una idea sobre la historia de la nacra en la laguna. En
este bloque se ha caracterizado la poblacion de P. nobilis antes y después del colapso ambiental
ocurrido en la laguna en 2016. Se han identificado las principales vias de entrada en la laguna
de esta especie desde los primeros ejemplares; se ha analizado el proceso de colonizacién de P.
nobilis desde los primeros ejemplares en los afios 80’s hasta los afios previos al colapso
ambiental de 2016; se han localizado los principales factores que determinaron la distribuciéon
de la especie en la laguna; posteriormente se ha realizado una evaluacién de la situacidn de la
poblacién de P. nobilis tras la crisis de eutrofizacién y su declive en los afos posteriores y se han

identificado los principales factores que describen la distribucién de la especie en la actualidad.

El segundo bloque estd dedicado al establecimiento de los protocolos de mantenimiento de
Pinna nobilis ex situ, en el cual se han disefiado los sistemas de recirculacién apropiados para la

especie, se ha seleccionado la tecnologia apropiada para reproducir las condiciones ambientales
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y sus variaciones anuales en ambientes controlados de laboratorio y se han realizado avances en

la elaboracidn de dietas adecuadas para asegurar su viabilidad en el tiempo en instalaciones.

El tercer y ultimo bloque se ha dedicado a uno de los objetivos clave para evitar el declive de la
poblacién de Pinna nobilis y su extincidn, avanzar en el desarrollo de protocolos de reproduccion
ex situ, teniendo en cuenta los procedimientos de maduracién in situ y ex situ, asi como la puesta

a punto de la metodologia para asegurar la supervivencia larvaria.
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1.1 RESUMEN

Las poblaciones de nacra (Pinna nobilis) han disminuido progresivamente en las ultimas
décadas como consecuencia de actividades antropogénicas. La regresién de la especie se ha
incrementado desde 2016, afio en el que se produjo un evento de mortalidad masiva
desencadenado por el parasito Haplosporidium pinnae, aunque existen pruebas de que bacterias
del género Mycobacterium e incluso otros patégenos, pueden haber desempefiado un papel
importante en el evento. De hecho, la epidemia se ha extendido por todo el Mediterraneo,
relegando a sus poblaciones a lagunas costeras o estuarios con salinidades fuera del rango de
36,5-39,7 ups. El Mar Menor es una de las dos localizaciones con estas caracteristicas en el litoral
espanol. A principios de la década de 1980, P. nobilis aparecié en la laguna del Mar Menor y
rdpidamente se convirtiéo en un componente importante del bentos. Sin embargo, la colonizacidn
de la laguna por la nacra se vio interrumpida en 2016, en paralelo a la mortalidad masiva que
tenia lugar en el Mediterrdneo, cuando la poblacidn fue diezmada por una crisis que afecto a
mas del 99% de los ejemplares como consecuencia de las deficientes condiciones ambientales y

los eventos de eutrofizacién y anoxia, que llegaron a ser criticos en 2016, 2019 y 2021.

En el presente trabajo se ha estimado las variaciones de la distribucién potencial y la
densidad de P. nobilis en los diferentes periodos desde la colonizacidn de la laguna hasta el
momento, para lo que se han utilizado modelos de distribucidn de especies en dos etapas
(estimacidon de presencia/ausencia y modelizacion de la densidad). Se han estudiado las
principales variables ambientales que determinaron la dispersién y colonizacién del Mar Menor
por el bivalvo en etapas anteriores a 2016, asi como las variables que han modificado su
distribucidon en la laguna tras las sucesivas crisis de eutrofizacién. Se estima una superficie

potencial de 200,97 ha y una densidad media de 1,05 ind.100 m2 para 2020.

La viabilidad de la poblacién del Mar Menor depende de acciones de gestidon disefiadas

tanto para la especie como para mejorar el estado ambiental de la laguna.

PALABRAS CLAVE: Laguna costera del Mar Menor - Pinna nobilis - Hipersalinidad - Crisis eutréfica
- Modelos de distribucién de especies — MDE- Machine learning — Ramdom Forest- Regresion

kriging
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1.1 ABSTRACT

Populations of the Mediterranean pen shell (Pinna nobilis) have progressively declined in recent
decades because of anthropogenic activities. The species' regression has increased since 2016,
when a mass mortality event triggered by the parasite Haplosporidium pinnae occurred,
although there is evidence that bacteria of the genus Mycobacterium and even other pathogens
may have played an important role in the event. In fact, the epidemic has spread throughout the
Mediterranean, relegating its populations to coastal lagoons or estuaries with salinities outside
the range of 36.5-39.7 psu. The Mar Menor is one of two such locations on the Spanish coast. In
the early 1980s, P. nobilis appeared in the Mar Menor lagoon and quickly became an important
component of the benthos. However, the colonisation of the lagoon by the pen shell was
interrupted in 2016, in parallel to the mass mortality taking place in the Mediterranean, when
the population was devastated by a crisis that affected more than 99% of the specimens as a
consequence of poor environmental conditions and eutrophication and anoxia events, which

became critical in 2016, 2019 and 2021.

In the present work, we estimated the variations in the potential distribution and density of P.
nobilis in the different periods from the colonisation of the lagoon to the present, using two-
stage species distribution models (presence/absence estimation and density modelling). The
main environmental variables that determined the dispersion and colonisation of the Mar Menor
by the bivalve in stages prior to 2016 have been studied, as well as the variables that have
modified its distribution in the lagoon after the successive eutrophication crises. A potential

surface area of 200.97 ha and an average density of 1.05 ind.100 m2 is estimated for 2020.

The viability of the Mar Menor population depends on management actions designed both for

the species and to improve the environmental status of the lagoon.

KEY WORDS: Mar Menor coastal lagoon - Pinna nobilis - Hypersalinity - Eutrophic crisis - Species

distribution models - DEM- Machine learning - Ramdom Forest- Regression kriging
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1.2 INTRODUCCION

A finales de 2016 se registré un evento de mortalidad masiva de Pinna nobilis, en el
Mediterrdneo espafiiol, en el que se alcanzd en poco tiempo una pérdida de individuos préxima
al 100%. En pocos meses el episodio se extendid a otras zonas, llegando a afectar a todo el
Mediterraneo (Vazquez-Luis et al. 2017). El principal causante de esta epidemia es un pardasito
nuevo para la ciencia, Haplosporidium pinnae (Catanese et al. 2018). Debido al estrecho rango
de tolerancia del parasito a las variaciones de salinidad (Prado et al, 2021) los ambientes donde
todavia se pueden encontrar poblaciones de nacra son las lagunas costeras y los estuarios, zonas
donde la salinidad estd fuera de ese rango de tolerancia. En Espafia, el Delta del Ebro y el Mar
Menor son los sitios relictos donde todavia es posible encontrar ejemplares vivos de Pinna
nobilis (Cita). En el resto de paises Mediterraneos las localidades en las que sobreviven nacras
vivas estdn asociadas principalmente a este tipo de ambientes marinos lagunares. Las lagunas
costeras mediterrdneas son en este momento el habitat mas importante para las poblaciones
remanentes del segundo bivalvo mas grande del planeta. Se trata de son zonas transicionales y
dindmicas separadas del océano por barreras geograficas y ecoldgicas; son masas de agua
continentales poco profundas conectadas al mar por una o mas entradas restringidas que
permanecen abiertas al menos de forma intermitente (Kjerfve 1994). Las lagunas costeras estan
controladas por complejas interacciones entre la tierra, el océano y la atmdésfera. El caracter de
ecotono de estos ambientes los convierte en sistemas diversos, dindmicos y fragiles (Giménez-
Casalduero 2006, Viaroli et al. 2007). Sin embargo, las actividades humanas provocan cambios
en los procesos e interacciones ecoldgicas de estos ecosistemas (Basset et al. 2008), y la actividad
agricola cada vez mas intensiva que se desarrolla en las tierras de los alrededores aumenta los
aportes de nutrientes y puede llegar a provocar episodios graves de eutrofizacion (McGlathery

et al. 2007).

La laguna costera del Mar Menor ha sido el habitat de Pinna nobilis desde su primer registro a
principios de los afios 80 ‘s (Rodriguez Babio y Navarro Tarrega, 1983; Murillo y Talavera, 1983)
hasta la actualidad. En todo este periodo de tiempo la nacra ha pasado por una importante fase
inicial de expansion hasta 2015, seguida de un significativo periodo de regresién, que coincide

con las sucesivas crisis de eutrofizacidn observadas en la laguna.

Para entender el patrdn de colonizacion de esta especie hasta 2015, es importante identificar las
vias de entrada de los primeros pulsos de colonizacién, los factores ambientales que

determinaron su dispersién y preferencias de habitats en la laguna. Y de igual forma, el declive
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poblacional debe ser explicado a partir de los distintos episodios ocurridos en la laguna desde

2016.

Tras el primer periodo de colonizacidn y estabilizacién, en 2016 se produjo un evento de alta
mortalidad de esta especie en el Mar Menor, pero todas las evidencias indican que la causa de
esta mortalidad no fue la epidemia de Haplosporidium pinnae (Catanese et al. 2018) que
diezmaba la poblacidn del Mediterraneo, sino las devastadoras consecuencias del colapso
ambiental ocurrido en la laguna desde la segunda mitad de 2015 (CACMM, 2017; Ruiz et al.,
2020). La laguna del Mar Menor sufrié un episodio de floracién de algas nocivas (FAN) que
culminé en una crisis de eutrofizacion tras décadas de recibir aportes de nutrientes y
fitosanitarios procedentes principalmente de las actividades agricolas cercanas (Aguilar-
Escribano et al., 2016). En la primavera de 2016, la elevada concentracion de fitoplancton
impidié la entrada de luz, lo que inhibié la fotosintesis provocando la muerte del fitobentos por
debajo de los 3 m de profundidad, esta situacién afecté a mas del 85% de la superficie de la
laguna (Belando et al. 2017). Las nuevas condiciones ambientales de hipoxia incluso anoxia en
algunos puntos, provocaron, a su vez, la mortalidad masiva de muchos organismos bentdnicos,

entre ellos un alto porcentaje de individuos de P. nobilis (Giménez-Casalduero et al., 2020).

Posteriormente, durante el verano de 2019, se activé una crisis de eutrofizacion similar a la de
2016. Con un nuevo evento de “sopa verde” en ciernes y la columna de agua cargada de materia
orgdnica en descomposicidn, la laguna sufrié una entrada masiva de agua cargada de nutrientes
procedente de la gran avenida asociada a un evento de precipitacion extrema (DANA). Esta
intensa descarga de agua dulce procedente de la cuenca hidrolédgica provocé la estratificacién

de la laguna en dos masas de agua

Una masa de agua de baja salinidad, proveniente de la avenida, que alcanzé la laguna
"patinando" sobre la segunda masa de agua tipicamente lagunar de alta salinidad. Por lo tanto,
se formaron dos capas diferenciales: i) la superficial de baja densidad, cargada de nutrientes
procedentes de los arrastres del Campo de Cartagena v, ii) la profunda mas densa, donde el
proceso de eutrofizacién del verano habia llevado previamente al consumo de oxigeno vy al
predominio de bacterias anaerdbicas. Esta situacion de derivd en un proceso de euxinia (Ruiz et
al.,, 2019). La descomposicion de la materia organica debida a la acciéon de las bacterias
anaerobias generdé compuestos toxicos resultantes del metabolismo como sulfuros y metano.
La situacion de anoxia y presencia de estos compuestos altamente téxicos acabd de nuevo con
toda la vida existente por debajo de los 3 m de profundidad (Giménez-Casalduero y Martinez-

Fernandez, 2020; Ruiz et al., 2019; Sandonnini et al., 2021b). Esta masa de agua andxica y toxica
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emergié en la zona norte de la laguna el 12 de octubre de 2019, por efecto de los vientos de
levante lo que provocé la basculacidn entre las capas estratificadas y el afloramiento de la capa
profunda, provocando la muerte de un alto porcentaje de la macrofauna, incluida la colonia de
nacras geolocalizadas en la zona de la playa de Villananitos. Se ha estimado que una superficie
superior a las 9.000 has fue devastada de nuevo en el fondo de la laguna (Giménez-Casalduero

y Martinez-Fernandez, 2020; Ruiz et al., 2020).

En el presente trabajo se han estimado las variaciones de la distribucién potencial y la densidad
de P. nobilis en los diferentes periodos desde la colonizacién de la laguna, para lo que se han
utilizado modelos de distribucion de especies (SDM). La ventaja de este tipo de método es que
la informacién ambiental/geografica se utiliza para explicar patrones observados de presencia o
abundancia y densidad de especies (Elith y Graham 2009). En este estudio, se ha utilizado un
enfoque de aprendizaje automdtico, que es una alternativa mds robusta a los métodos
paramétricos. La naturaleza compleja de los sistemas ecoldgicos dificulta la capacidad para
generar modelos precisos utilizando el modelo de datos de frecuencias tradicional. Problemas
como las interacciones no lineales complejas, la autocorrelacidn espacial y temporal, la alta
dimensionalidad, la homocedasticidad o la normalidad multivariante son dificiles de abordar con
estos métodos, mientras que son mas faciles de tratar con algoritmos de aprendizaje automatico
(Evans et al. 2011). Aunque la aplicacién de los SDM al medio marino no ha sido generalizada,
los recientes avances tecnoldgicos en la recopilacién y el andlisis de datos han facilitado cada
vez mas su uso en la evaluacién del habitat de la fauna silvestre. Reiss et al. (2015) destacaron
la importancia de estos métodos en los ecosistemas bentdnicos marinos y revisaron

ampliamente los métodos mas utilizados y sus aplicaciones.

Los principales objetivos de este estudio han sido (1) caracterizar la poblacion de P. nobilis en la
laguna del Mar Menor antes y después del colapso ambiental de 2016, (2) identificar las
principales vias de entrada en la laguna y analizar el proceso de colonizacién de P. nobilis antes
de 2016, (3) identificar los principales factores que determinaron la distribucién de la especie en
la laguna, (4) realizar una primera evaluacion de la situacién de la poblacion de P. nobilis en la
laguna tras la crisis de eutrofizaciéon e (5) identificar los principales factores que describen

actualmente la distribucién de la especie.
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1.3 MATERIAL Y METODOS

1.3.1 Area de estudio

El Mar Menor situado en el suroeste del Mar Mediterraneo (37° 42' N, 00° 47' O), en una region
semidrida del sureste de Espafia, es la mayor laguna costera del Mediterraneo occidental (Fig.
1.1). Cubre un area de 135 km?, con una profundidad media de 3,5 m y una profundidad méxima
de 7 m. La zona se caracteriza por una baja precipitacion (< 300 mm afo-1), alta insolacion e
irradiacién, y altas tasas de evaporacion. Debido a esto, la laguna es hipersalina (38-47 ups),
calida y con cambios extremos de temperatura estacionales y diarios (8-32 2C). La laguna es la
zona mas baja de la cuenca sedimentaria del Campo de Cartagena, que se extiende 12500 km?
y recibe aportes de agua de 13 canales efimeros que desembocan en la laguna. La Rambla del

Albujén (66700 ha) es la cuenca hidrolégica mas importante tanto en extensién como en flujos

de sedimentos y nutrientes (Fig. 1.1B).

El aislamiento del Mar Menor sumado a otras caracteristicas geomorfoldgicas provoca unas
condiciones ambientales particulares, como estrés térmico y alta salinidad, por lo que estaba

dominada por especies eurihalinas y euritermas (Mas et al., 2017).

La conexién de la laguna con el Mar Mediterraneo estaba histéricamente limitada debido a la
presencia de una barra de arena conocida como La Manga, atravesada por 5 canales o golas muy
poco profundos, la del Charco, Torre, Ventorrillo, El Estacio y Marchamalo (Lillo 1979, Lépez-
Bermudez et al. 1981). La de la Torre y la del Ventorrillo son pasos naturales situados en el
paraje de la Encafiizada, San Pedro del Pinatar. Las otras tres (Marchamalo, el Estacio y El

Charco), fueron creadas total o parcialmente de forma artificial (Diaz del Rio, 1993).

Las Encafiizadas reciben su nombre debido a un arte de pesca creada en la época andalusi, un
sistema de trampas de pesca realizado con estacas y cafias que se continda aun utilizando en la
actualidad para pescar mujol, langostino y otras especies tipicas del Mar Menor (Palmero, 1972).
Es una zona de transicion natural entre el Mar Menor y Mar Mediterraneo cuyo nivel de agua
sufre grandes oscilaciones, dando como resultado una zona pseudomareal poco frecuente en el
Mediterraneo, con una extension total de unos 2 km?. Las variaciones del nivel hidrico de las
Encafizadas responden principalmente a cambios en la accidon del viento, balance precipitacidn-
evaporacién y a variaciones de presion atmosférica transmitidas a la laguna desde el
Mediterraneo a través de las golas (Baraza et al., 2004). Las Encainizadas constan de un conjunto

de islotes y canales colonizados por vegetacidn haléfita como las salicornias anuales. Es una zona
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de escasa profundidad (entre 0,1 y 2,1 m), por lo que se produce la emersién de extensas
superficies de sedimentos y praderas marinas cuando la marea esta baja o la presidon atmosférica
es alta (“secas”). Este humedal, incluido dentro del Parque Regional “Salinas y Arenales de San
Pedro del Pinatar” y del LIC “Salinas y Arenales de San Pedro del Pinatar” (ES0000175), ha sido
identificado en diferentes estudios como habitat 1140 de la Directiva de Habitat (llanuras no
cubiertas por agua cuando hay marea baja) en el litoral espafiol (Baraza et al., 2004; Belando et
al., 2014).

En 1976 se dragd y ensanchd la gola del Estacio, transformandola en un canal de 30 m de ancho
y 5 m de profundidad (Mas 1994), aumentando la conexién entre la laguna y el Mediterraneo En
total, las entradas a la laguna suman una anchura de 645 m (Pérez-Ruzafa et al., 2005). Esta
conexion modificod el régimen hidrodindmico de la laguna, alterando la tasa de renovacién del
agua. Como consecuencia, cambié su naturaleza sedimentaria, provocé un descenso de la
salinidad desde una media de 52 hasta 42 ups en 2015 y se amortiguaron los cambios anuales y
diarios de temperatura, acercdndose a valores similares a los del Mediterraneo (Baraza et al.
2003, Lloret et al. 2005). Las barreras ecoldgicas se debilitaron, permitiendo la entrada y
colonizacién de nuevas especies procedentes del Mediterraneo en la laguna, entre las cuales se
encontraba P. nobilis. Las prospecciones realizadas por Murillo y Talavera (1983) en 1981,
durante un estudio malacoldgico del Mar Menor, no detectaron la presencia de Pinna nobilis en
la laguna. Los primeros ejemplares fueron identificados en 1983 (Rodriguez Babio y Navarro

Tarrega 1983).

Las especies que han colonizado la laguna desde la ampliaciéon del Estacio varian desde la
tipicamente mediterranea P. nobilis, hasta especies consideradas invasoras, incluyendo el bivalvo
Bursatella leachii De Blainville, 1817 (Zenetos et al. 2004), o el cangrejo azul (Callinectes sapidus
Rathbun, 1896) (Gimenez-Casalduero et al. 2016). En pocos afios, la nacra se convirtié en un
componente importante del bentos (Belando et al. 2014) y una especie clave dentro de la

laguna.

El Mar Menor ha sufrido en las Ultimas décadas una fuerte influencia antropogénica, debido
principalmente a la expansién de la agricultura intensiva de regadio y del turismo. Tales
actividades ocurren muy cerca de la laguna, y su intensificacion ha generado muchos problemas
ambientales, incluyendo una modificacién de los flujos de agua y nutrientes (Esteve-Selma et al.

2016).
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Figura 1.1: Localizacién de la laguna costera del Mar Menor. Fuente: BTN25 2006-2019 CC-BY 4.0 ign.es (datos
administrativos); Datos derivados de MDT25 2015 CC-BY 4.0 ign.es; DGSCM (2009) (batimetria).
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1.3.2 Periodos de estudio y fuentes de informacion sobre P. nobilis

En este estudio se han identificado tres periodos relacionados con la historia, colonizacién y
declive de la poblacion de Pinna nobilis en la laguna del Mar Menor. Para ello se han utilizado
varias fuentes de informacion, concretamente para analizar los procesos de colonizacién y
dispersion de P. nobilis en la laguna: (1) datos histdricos correspondientes al periodo de entrada
y dispersion de la especie 1983, 2005, procedentes de la bibliografia publicada (Rodriguez Babio
y Navarro Tarrega 1983) y de la base de datos de Lugares de Importancia Comunitaria (LIC) de la
Regién de Murcia (CARM 2003); (2) un conjunto de datos integrado de 2013-2014 , obtenidos
de muestreos especificos realizados para el presente estudio (2013) y de datos publicados
(Belando et al. 2014) vy (3) datos obtenidos de muestreos y censos visuales entre 2017 y 2020
Tabla 1.1).

Tabla 1. 1 Detalles de las fuentes de informacién de los datos de Pinna nobilis utilizadas en este estudio.

SERIEDE | CAMPANA
DATOS (ANO) METODOLOGIA FUENTE NUMERO DE PUNTOS
Presencia | Ausencia Total
. . Rodriguez Babio y
Histérica 1983 Visual Navarro Térrega (1983) 1 0 1
imi Buceo Scuba; snorkel
seguimiento 5505 5604 CARM (2003) 34 49 83
Habitat transectos; dron submarino
Buceo Scuba; acuaplano;
Integrado 2013 Presente trabajo 31 29 60
2013-2014 dron submarino
2014 Buceo Scuba Belando et al. (2014) 21 36 57
Integrado . i
2017-2020 2017-2020 Buceo Scuba; snorkel Presente trabajo 389 456 845
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1.3.2.1 Periodo de colonizacidn y dispersién. Estima de datos histéricos (1983 y 2003-2004)

La localidad donde se registraron los primeros ejemplares de P. nobilis en 1983 se muestra en la
Fig. 1.2-A (Rodriguez Babio y Navarro Tarrega 1983). Para caracterizar la distribucion de la
especie en 2003-2004, se utilizé la base de datos de la Zona de Proteccién Marina (ZPM) de la
Regién de Murcia (Fig.1.2-A). Esta base de datos incluye 1646 puntos de observacion de
presencia-ausencia muestreados durante 2003 y 2004; sin embargo, se trata de un conjunto de
datos muy desequilibrado, con 34 observaciones de presenciay 1611 puntos de ausencia debido
al tipo de muestreo realizado orientado al seguimiento de los habitats lagunares. Los datos
proceden de |la base de datos de LIC marinos de la Comunidad Auténoma de la Regién de Murcia.
Para cartografiar las biocenosis se realizaron transectos de buceo con escafandra auténoma vy
snorkel y se registré la presencia de especies clave como caballitos de mar, agujas de mar o
nacras (CARM 2003). Algunas biocenosis (como las zonas arenosas cercanas a la costa), con una

presencia muy escasa de P. nobilis, fueron sobremuestreadas.

El uso de un conjunto de datos desequilibrado para entrenar un algoritmo de clasificacién puede
producir un sesgo hacia la clase mas frecuente, lo que afecta negativamente al rendimiento del

modelo (Krawczyk 2016).

Se puede obtener una alta especificidad, pero un bajo grado de sensibilidad, lo que afecta a los
resultados a la hora de calcular la probabilidad de presencia. Kuhn y Johnson (2013) describieron
varias estrategias para resolver este tipo de problemas al modelizar, y recomendaron una
estrategia de seleccién basada en clusteres, con objeto de especificar puntos con condiciones
ambientales similares, en funcidn de las covariables de entrada. Para aplicar esta estrategia, en
primer lugar, se realizé un filtrado basado en la distancia. Se eliminaron las observaciones, con
una distancia inferior a 20 m entre si (el conjunto de datos incluye 674 observaciones que tienen
al menos un segundo punto a esta distancia). En segundo lugar, se realizd un muestreo
estratificado descendente a esta distancia. Los estratos (5 areas) se obtuvieron mediante un
método de clusters jerarquico basado en Strauss y von Maltitz (2017): Distancia Manhattan para
la disimilitud, método de Wald para la agregacion (Gongalves, 2019) y las mismas variables
utilizadas para ajustar el modelo (Fig. 1.2-A). Dentro de cada estrato, se elimind aleatoriamente
un numero de puntos proporcional al total de puntos que componian dicho estrato. Como
resultado, se obtuvo un nuevo conjunto de datos con 84 puntos (35 presencias y 49 ausencias),
Fig. 1.2-A. Con estos datos solamente se trabajo en observaciones de presencia - ausencia, sin

tener en cuenta su abundancia.
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Figura 1.2: Muestreo. (A) Datos de 2003 incluida la primera cita (Rodriguez Babio y Navarro Tarrega 1983, CARM

2003), incluidos todos los puntos, los puntos obtenidos por remuestreo y las 5 areas de conglomerados utilizadas para

el remuestreo, obtenidos mediante el método jerarquico basado en clusters.
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1.3.2.2 Periodo pre-colapso poblacional. Conjunto integrado de datos de 2013-2014

Se realizaron seis muestreos durante un periodo de 8 meses, entre marzo y octubre de 2013 (Fig.
1. 3-A). La laguna se dividioé en una cuadricula de 49 cuadrados (Fig. 1. 3-A) con una resolucién
base de 2000 m para obtener la maxima cobertura espacial para caracterizar la presencia y
distribucidn de la densidad del bivalvo. Se realizaron un total de 60 mediciones para evaluar la
densidad de nacras. En concreto, se realizaron inmersiones con escafandra auténoma en 29
estaciones, y en cada una de ellas se estudiaron 3 transectos lineales (30 m de largo y 2 m de
ancho). Se contaron todos los individuos observados en cada transecto. Ademas, se realizaron
25 mediciones de densidad usando un dron submarino, con el que se realiz6 un muestreo visual
de 200 m de longitud por 2 m de ancho. Se contaron todos los ejemplares dentro de la zona del

transecto.

Este muestreo se complementd con 2 transectos lineales utilizando un acuaplano sostenido por
un submarinista. El primer transecto tenia 2007 m de longitud y el segundo 2633 m; ambos
tenian 2 m de ancho en las zonas mas profundas (Buckland et al. 2001). El buceador con el
acuaplano fue arrastrado a una velocidad aproximada de 0,5 m s a una profundidad de trabajo

de 1-1,5 m sobre el fondo.

Como medida de seguridad, el buceador arrastraba una pequefa boya. La linea de seguimiento
se georreferencié desde la embarcacién mediante un GPS (Garmin e-Trex 20) y, cada minuto a lo
largo de la linea, se midié la profundidad con una sonda portatil (Hondex PS7). Las horas de inicio
y fin de la linea fueron registradas y sincronizadas entre el buceador y la embarcacién. El
buceador registré el nimero de ejemplares encontrados a lo largo del recorrido y el minuto de
la observacién. El primer recorrido se dividié en 11 transectos y el segundo en 14 transectos a
una distancia aproximada de 175 m. Se estimd la densidad media de 3 transectos seleccionados
al azar al principio, en medio y al final del recorrido. Asi se obtuvieron 3 valores de densidad para
cada linea de acuaplano. La posicidén de cada transecto se calculd cruzando el tiempo registrado

por el muestreador con los datos de la derrota del buque.

Se incorporaron un total de 57 estaciones de muestreo de Belando et al. (2014). Segun los
autores, el muestreo se llevé a cabo mediante buceo con escafandra auténoma a lo largo de 3

transectos, cada uno de 200 m de largo y 2 m de ancho (Belando et al. 2014).

El conjunto de datos del muestreo de campo de 2013 y el conjunto de datos de 2014 se
fusionaron y se utilizaron para ajustar un modelo de presencia-ausencia en la laguna. Tras
comprobar la calidad de los puntos, se seleccionaron 117 con 65 ausencias y 52 presencias (Fig.

1. 3-C).
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Figura 1.3: (A) Datos de 2013 (campafia especifica realizada en este trabajo); (B) datos de 2014 de Belando et al.
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1.3.2.3 Periodo post colapso poblacional. Conjunto integrado de datos de 2017 a 2020

Tras constatar la muerte de toda la comunidad benténica por debajo de los 3 m (Belando et al.,

2014), se llevaron a cabo muestreos intensivos entre 0 y 3 m de profundidad.

Se recopilaron datos de 101 dias de muestreo y 267 censos visuales entre 2017 y 2020 utilizando

tres enfoques:

A) Se realizaron 82 transectos lineales (LT) en un rango de 0-3 m de profundidad (Katsanevakis,
2007), incluyendo la linea de costa de las islas principales El Barén, La Perdiguera y El Ciervo (Fig
1.1). Todos los ejemplares localizados a menos de 3 m de la linea fueron contados vy
georreferenciados. Los recorridos de los transectos fueron registrados por un Sistema de
Posicionamiento Global (GPS GARMIN eTrex 20x y Montana 680t); B) Para estudiar la densidad
y tamano de la poblaciéon de P. nobilis, se utilizé una metodologia de transecto lineal modificado
(MLT) (Siletic y Peharda, 2003); consistente en un transecto de 50 m de longitud y 3 m de ancho
(drea total por transecto de 150 m?). Se utilizaron un total de 121 MLT a diferentes
profundidades en dos actividades complementarias: i) Se realizaron campafas complementarias
entre 0 y 3 m dentro de una actividad de ciencia ciudadana para completar la informacion
obtenida con los muestreos de LT. Se llevaron a cabo cuatro muestreos en tres localidades (San
Pedro del Pinatar, La Ribera, Cabo Romano) con un total de 43 censos visuales. En cada censo
se midieron los ejemplares encontrados segun la metodologia de Garcia-March y Ferrer (1995).
Antes de la actividad de muestreo, se impartié una charla formativa a los participantes sobre la
metodologia a utilizar, por parte del personal especializado. ii) Se realizd6 un muestreo intensivo
MLT (IS) en dos localidades (islas El Bardn y La Perdiguera) para identificar nuevos ejemplares y
analizar los cambios poblacionales de P. nobilis en profundidad y tamafio. Dos submarinistas con
escafandra autdénoma realizaron un total de 78 transectos lineales y submarinos
perpendiculares a la costa, contando los ejemplares vivos y muertos dentro de cada cuadrante
con observaciones visuales directas entre 2,5y 6 m de profundidad. Se contaron la densidad y
el tamafo de los ejemplares vivos y muertos. Para cada individuo se registré la longitud maxima
de la concha (Garcia-March y Ferrer, 1995); C) Para completar la informacion espacial de las
ausencias de P. nobilis, se afiadieron 64 puntos muestreados en las campafias de 2013-2014 tras

comprobar que P. nobilis seguia ausente.

Una vez obtenidas las localizaciones mediante los métodos anteriores, los datos procesados se
afadieron a celdas regulares de 10 x 10 m, obteniendo como resultado recuentos de P. nobilis
cada 100 m?2. El resultado fue un nimero de registros de presencia por unidad de superficie

como medida de abundancia y no de probabilidad (Renner et al., 2015). Este conjunto de datos

22



CAPITULO 1: DIAGNOSTICO

final se utilizé para calibrar y validar los SDM (Fig. 1.4), computando un total de 845 puntos, 389

con presencia de P. nobilis y 456 de ausencia, y un valor maximo de abundancia de 23 individuos

por 100 m? en laisla de El Bardn. No obstante, para estudiar la evolucién de 2017 a 2020, se han

incluido los puntos de presencia en Lo Pagan (9 puntos) y Las Encafizadas (2 puntos) (zoom en

la Fig. 1.4, cuyos individuos habian desaparecido en 2020.
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Figura 1.4: (A) Distribucion espacial de los puntos de muestreo y (B) conjunto de datos final obtenido como resultado

de su procesamiento. El mapa ampliado incluye la presencia de P. nobilis en 2017 en Lo Pagan y Las Encaiizadas que

desaparecié en 2020.

Se tomaron medidas de talla de la longitud anteroposterior fuera del sustrato (Hs). La altura

total de la concha (Ht) se estimd a partir de la anchura maxima de las valvas (Ic) utilizando la

siguiente ecuacion (Garcia-March y Ferrer, 1995):

Ht =179 -lc+0.5%0.2

Se realizé un recuento adicional de los ejemplares muertos, incluyendo el tamafio de la concha.

La distribucién de frecuencias de la densidad para la clase de tamafio y la profundidad se estudio

utilizando su asimetria y curtosis (Espinosa, 2009). Las diferencias en la distribucion de tallas y

densidad entre individuos vivos y muertos se comprobaron con un t-test (nivel de significacion
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= 0,05), basada en una tabla de contingencia de las clases de talla y los tipos de habitat (Zar,
2009). El resumen vy el anadlisis estadistico se realizaron con el programa informatico PAST

(Hammer et al., 2001).

1.3.3 Seleccidn de variables ambientales determinantes en la distribucion de P. nobilis

1.3.3.1 Descripcion de variables ambientales y fuentes de informacién en los periodos de

colonizacidn, dispersién y pre-colapso poblacional

De forma preliminar, se identificaron once variables ambientales distribuidas espacialmente que
a priori podrian determinar la dispersiéon de la especie dentro de la laguna. Para las variables
obtenidas a partir de datos puntuales (granulometria del sedimento, contenido en materia
organica, salinidad y profundidad), se estimaron superficies de interpolacién mediante ordinary
kriging (OK) y semivariogramas direccionales, o un semivariograma omnidireccional en caso de
no encontrar diferencias significativas entre los semivariogramas direccionales. Utilizamos el
paguete R 'automap' (Hiemstra et al. 2009), que permite la automatizacién de una estimacion
Optima por minimos cuadrados ponderados de los parametros del semivariograma utilizando el

algoritmo de Gauss-Newton (Bruno, 1988).

Para caracterizar el sedimento durante la campafia de 2013, se recogieron 2 cores (de 5 cm de
didmetro y 20 cm de longitud) por cuadrado en la zona de muestreo (Fig. 1.3A). El anélisis
granulométrico se realizd manualmente en una columna de tamices segin la escala
granulométrica de Wentworth, y la materia orgdnica del sedimento se determiné mediante el
método de Walkley y Black (Buchanan 1984). Las variables fisicoquimicas de la columna de agua
(temperatura y salinidad) se tomaron en el epicentro de cada cuadrado (Figura 1.3A) utilizando

un sensor CTD simultdaneamente con las campanas de densidad.

A continuacién se describen las variables con sus fuentes y métodos de procesamiento: (1)
DEPTH: profundidad, obtenida a partir de las curvas batimétricas y puntos de profundidad
disponibles en los estudios ecocartograficos de la Direccién General de Sostenibilidad de la Costa
y el Mar (MITECO 2009); (2) DSH: distancia a la costa; los cuatro siguientes corresponden con la
distancia a los canales que conectan la laguna y el Mar Mediterraneo y a la desembocadura de
la rambla del Albujon como principal fuente de entrada de agua dulce y nutrientes, todas
medidas en metros (m) (Fig. 1); (3) DEST: distancia a Canal del Estacio; (4): DENC: distancia a
Canal de las Encafiizadas; (5) DMAR: distancia a Canal de Marchamalo; (6) DALB: distancia a la

desembocadura de la Rambla del Albujdn; (7) SILT: porcentaje de limo (didmetro < 0,063 mm),
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(8) SAND: porcentaje de arena (1 = didmetro = 0. 063 mm), (9) GRAV: porcentaje de grava
(diametro >1 mm); (10) MO: materia organica; (11) SAL: salinidad interpolada con Kriging
ordinario a partir de datos recopilados previamente (Gonzalez-Wangiliemert et al. 2006, 2009).
Ademas, las coordenadas x e y (XCOOR e YCOOR) también se utilizaron como predictores como
una alternativa sencilla para indicar tendencias en el espacio geografico (Evans et al. 2011),

proximidad y conexion geografica entre observaciones (Hengl et al. 2018).

1.3.3.2. Descripcidn de variables ambientales y fuentes de informacién en el periodo post-

colapso poblacional

Inicialmente se consideraron 11 variables ambientales con informacién de distribucion espacial
determinante para la presencia potencial de supervivientes post colapso poblacional. Se
incluyeron seis variables auxiliares estaticas en el tiempo, todas ellas medidas en metros (m):
(1) DSH: Distancia a la costa; (2) DEPTH: Profundidad, variable obtenida por interpolacién
espacial (Kriging Ordinario, como en el periodo anterior) a partir de curvas batimétricas y puntos
de profundidad disponibles en los estudios ecocartograficos (DGSCM, 2009); (3) DEST: Distancia
al canal del Estacio ; (4) DENC: Distancia al canal de Las Encaiiizadas; (5) DMAR: Distancia al canal

de Marchamalo; (6) DALB: Distancia a la desembocadura de la Rambla del Albujén.

Se promediaron cinco variables dindmicas para el periodo 2017 y 2020: (7) CHL: concentracion
de clorofila (mg/m3); (8) TURB: turbidez (Turbidez nefelométrica - NTU); (9) O: oxigeno disuelto
(ml/1); (10) SAL: salinidad (ups) y (11) TEMP: temperatura del mar (2C). Estas variables con

informacidn espacial se obtuvieron del nivel L2 de la UPCT (2022).

1.3.4. Marco conceptual para la Modelizacion espacial de Distribucion de Especies (SDMs)

Los Modelos de Distribucién de Especies (SDMs) son modelos estadisticos de las relaciones
especie-ambiente basados en la localizacién de las especies y las medidas de las variables
ambientales que limitan su distribucion (Elith y Franklin, 2017) para explicar los patrones
observados. Los SDM se utilizan cada vez mas en el medio marino; Guillaumot et al. (2021) y
Robinson et al. (2017) realizaron amplias revisiones y evaluaciones de varios de estos métodos
cuando se aplican al medio marino. Martin et al. (2014) lo aplican a habitats de coraligeno y
maérl en la cuenca mediterranea; y Lauria et al. (2017) para investigar la distribuciéon de dos
octocorales en peligro critico en el Mediterrdneo central. Proponen un modelo de habitat

preferente (también conocido como modelo delta) basado en Modelos Aditivos Generalizados
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(GAM) de dos partes: un modelo de ocurrencia que utiliza datos de presencia-ausencia (familia
binomial) y un modelo de solo presencia que utiliza una distribucidon gaussiana; el modelo de
habitat preferente final se obtuvo multiplicando las predicciones de ambos modelos. Mas
recientemente, los SDM se han utilizado para evaluar el impacto del cambio climatico en las

especies marinas (Allyn et al., 2020; Roberts et al., 2022).

1.3.4.1 Modelos de clasificacion y regresion para los datos histéricos (2003 y 2004) y el

conjunto de datos integrados de 2013-2014. Validacion de los modelos

Se utilizé un modelo random forest (RF) (Breiman 2001) para obtener la probabilidad de
presencia de P. nobilis en cada periodo y determinar el drea de presencia potencial. Este modelo
se selecciondé de entre 4 métodos de clasificacion que se probaron previamente para identificar
el mas preciso (F. Gomariz-Castillo, F. Giménez- Casalduero y F. Alonso-Sarria, datos inéditos):
modelos lineales generalizados, maquinas de vectores soporte y regression-kriging (RK). Estos
métodos para la seleccidn de variables se implementaron en el paquete R 'caret' (Kuhn 2015) y
estan descritos en su totalidad por Hastie et al. (2009) y James et al. (2013). Tal y como proponen
Lauria et al. (2017), la abundancia (densidad de individuos) se predijo solo en zonas de alta

probabilidad de presencia que se estimaron previamente con los mismos métodos.

RF es un algoritmo no paramétrico que construye un conjunto de arboles de decisidon. Cada arbol
se calibra utilizando una submuestra de casos obtenidos mediante boot strapping (Dahlke et al.,
2009). Ademas, las caracteristicas para realizar cada divisién se seleccionan a partir de una
submuestra aleatoria de todo el conjunto de caracteristicas. Cuando todos los arboles han sido
entrenados, pero no podados, cada nuevo caso es analizado por todos los arboles, y la prediccion
final se obtiene como el resultado mas frecuente (clasificacion) o promediando los resultados
(regresion). RF utiliza 2 parametros: (1) nimero de arboles (nwee); utilizamos el valor por defecto
(500) ya que el algoritmo no es muy sensible a este parametro (Liaw y Wiener 2002); y (2)
numero de caracteristicas muestreadas aleatoriamente en cada divisién (m¢y). Este uUltimo
parametro se calibré para maximizar el area bajo la curva receiver operating characteristic (ROC)
(AUC) en la clasificacion y minimizar el error cuadritico medio (RMSE) en la regresion
(Mandrekar, 2010). También proporciona una medida de la importancia de las variables que

refleja el aumento de la precisién que producen en el modelo.

Para el conjunto de datos de 2013-2014, se utilizé random forest regression-Kriging (RFRK), que
incluye un componente global y otro local. RK (Hengl et al. 2004) es una técnica de prediccion

espacial que combina una regresion de la variable dependiente sobre variables auxiliares
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(componente global) con una interpolacién ordinary kriging (OK) de los residuos de la regresion

(componente local).

Los modelos se calibraron mediante una estrategia de validacion cruzada de k-block (k-block-CV)
(Dabbs y Junkers, 2016). Este método permite evitar la sobreestimacién de la precisidon debida
a la dependencia espacial entre los datos de entrenamiento y los de validacién. Los bloques y los
pliegues en k-fold-CV son similares; la diferencia fundamental es que estos Ultimos se muestrean
aleatoriamente, y los primeros corresponden a subconjuntos espaciales. El tamafio de dichos
bloques se define tras un analisis de autocorrelacion de los datos de estudio. Esta metodologia
fue propuesta por Valavi et al. (2019) y se implementa en el paquete R 'block CV'. El estudio de
los semivariogramas reveld que la distancia por encima de la cual se puede considerar que no
existe autocorrelacién espacial es de 6000 m, por este motivo, se generaron k = 6 bloques,
distribuidos en 9 celdas espaciales. Para validar los modelos de presencia-ausencia se utilizaron
el AUC (Fielding y Bell 1997), la precision global (Acc) y la kappa (Cohen 1960). El valor umbral
de probabilidad para decidir si la especie estaba presente se calculé mediante el método de
Youden (1950), que intenta maximizar tanto la especificidad como la sensibilidad. EIl RMSE se
utilizé para validar los modelos de abundancia. El AUC y el RMSE se estimaron mediante
intervalos de confianza y los resultados se utilizaron para comparar y seleccionar el mejor

modelo.

1.3.4.2 Marco de modelizacion para el conjunto de datos integrados de 2017-2020

El marco de modelizacidon utilizado para el analisis de este periodo consiste en un SDM de dos
etapas en el que primero se estima la presencia/ausencia con un modelo de clasificacion
binomial y la optimizacién del primer umbral de probabilidad para dividir presencia y ausencia
basado en el método del indice de Youden (Fluss et al., 2005). A continuacion, se modela la
densidad (mediante modelo de regresion) dentro del drea de presencia identificada con el
anterior. Este tipo de método ha sido utilizado con buenos resultados por autores como Lauria
et al. (2017) o Allyn et al. (2020), quienes destacan dos ventajas: a) el enfoque en dos etapas se
acomoda a situaciones en las que el nUmero de observaciones de ausencia excede las esperadas
de las distribuciones tradicionales de "conteo", obteniendo un mejor ajuste y b) en el caso del
marco propuesto, no requiere supuestos a priori y puede reproducir relaciones no lineales. La
metodologia descrita se implementd con el software R (R Core Team, 2022). Este enfoque
permite obtener tanto la probabilidad de ocurrencia como la densidad al mismo tiempo, asi

como los efectos de los predictores.
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1.3.4.3. Modelos de clasificacion y regresion para el conjunto de datos integrados de 2017-

2020. Validacion de los modelos

Tanto los SDM de presencia/ausencia como los de densidad se obtuvieron utilizando Random
Forest Regression-Kriging (RFRK), de forma similar a Hengl et al. (2007), tal y como se ha
procedido con el conjunto de datos integrados de 2013-2014. De este modo, es posible integrar
los efectos globales de los predictores sobre la distribucidn especial de la variable con efectos
locales autocorrelacionados. En este caso, de los dos parametros utilizados por RF (Breiman,
2001) se duplico el valor por defecto en nTree=1000, y mtry se calibré para maximizar el AUC en
clasificacidon y minimizar el RMSE en regresion, siguiendo el esquema de validacién cruzada (LLO-
CV) expuesto en la subseccion 2.4.1. RF tiene varias ventajas: es un método no paramétricoy no
lineal que produce resultados mas precisos que otros métodos de clasificacién-regresion,
incluso cuando la mayoria de las caracteristicas generan ruido, es menos propenso que otros al
sobreajuste, dando mds capacidad de generalizacién. Ademas, proporciona una métrica de la
importancia de los predictores basada en las diferencias de precisién cuando un predictor se

incluye o no en el modelo (Gomariz-Castillo et al., 2017).

La validacidn cruzada estandar fuera de la muestra puede ser demasiado optimista si los datos
no son espacialmente independientes, lo que potencialmente conduce a modelos que se ajustan
en exceso a la estructura local de los datos y a una interpretacion errénea, una visién demasiado
optimista de los modelos resultantes (Meyer et al., 2018; Roberts et al., 2017). Para resolver
este problema se pueden utilizar técnicas de re-muestreo por bloques. En este trabajo se ha
utilizado una estrategia de muestreo cruzado de validacién de bloques espaciales (LOO-BUF-CV)
implementada en Valavi et al. (2019), utilizada en el medio marino por Smith et al. (2021) entre
otros. Este enfoque es similar a la validacién cruzada /eave-one-out (LOO-CV), donde el nimero
de pliegues es igual al nimero de instancias del conjunto de datos, utilizando en cada iteracion
un Unico punto para validar el modelo y el resto de instancias para calibrarlo; da como resultado
una estimacion fiable y no sesgada del rendimiento del modelo (Hastie et al., 2009). La diferencia
con respecto a LOO-CV es que LOO-BUF-CV genera datos de entrenamiento y de prueba
separados espacialmente considerando buffers circulares de radio especificado alrededor de
cada punto de observacién, y no utilizando los puntos mas cercanos al punto de validacién como
conjunto de entrenamiento. De esta forma aumenta la independencia en la validacién cruzada.
Para este conjunto de datos se utilizd un radio de 500 metros, tanto para validar los modelos
como para seleccionar las covariables. Para validar los modelos de presencia/ausencia, se utilizé
la funcion AUC, la precisién global (Acc) y el indice kappa. El valor umbral de probabilidad para

decidir si la especie estd o no presente se calculd mediante el método de Youden, que trata de
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maximizar tanto la especificidad como la sensibilidad. Para validar los modelos de abundancia,
utilizamos el RMSE, el coeficiente de determinacién (R2) y la eficiencia de Kling-Gupta (KGE)
(Gupta et al., 2009). Este ultimo es quizas el menos conocido en este tipo de estudios, se
interpreta de forma muy similar a R? (oscila entre -Inf y 1) y resume correlacidén, sesgo y

variabilidad en un Unico indice, solventando algunas deficiencias de R? (Ruiz-Alvarez et al., 2021).

1.3.5 Seleccidn de Variables

1.3.5.1 Seleccion de variables ambientales en los periodos de colonizacidn, dispersiéon y pre-

colapso poblacional

Aungue la Ramdom Forest es un procedimiento robusto frente a predictores no informativos o
redundantes, tales caracteristicas pueden aumentar la incertidumbre, reducir la eficacia general
del modelo (Kuhn y Johnson 2013), aumentar la dificultad de interpretacion e impactar
negativamente en la estimacién de pardmetros. Existen dos enfoques basicos para la seleccion

de caracteristicas: filtrado y envoltura.

El filtrado es un enfoque previo a la modelizacién, en el que se calcula una medida de
importancia y se eliminan las caracteristicas que no alcanzan un valor adecuado. En este caso,
utilizamos el filtrado para evitar la multicolinealidad. En este estudio, la multicolinealidad se
analizé estimando un indice de correlacién global obtenido promediando los valores absolutos

de las columnas de la matriz de correlaciones (Kuhn y Johnson 2013).

Los métodos de ajuste eliminan caracteristicas mientras calibran el modelo con el fin de
seleccionar el conjunto de caracteristicas que maximiza la precisiéon del modelo. La mayoria de
los métodos de envoltura afiaden o eliminan caracteristicas una a una. En la eliminacion
recursiva de caracteristicas (RFE) (Guyon et al. 2002), las caracteristicas se eliminan en
subconjuntos por razones de eficiencia. Se calibra un modelo, y la importancia de las
caracteristicas utilizadas para su calibracidn se estima utilizando RF. A continuacidn, se eliminan
todas las caracteristicas cuya importancia esté por debajo de un umbral determinado y se vuelve
a empezar el proceso hasta que todas las caracteristicas del modelo se consideren
suficientemente importantes. La RFE se aplicd utilizando el esquema de validacidon cruzada
descrito anteriormente. En la RFE, el modelo se calibra utilizando todas las caracteristicas, luego
se calcula la bondad de ajuste del modelo (utilizando AUC para la clasificacion y RMSE para la
regresion) y la importancia de las caracteristicas; a continuacion, el modelo se vuelve a calcular

sélo con las caracteristicas mas importantes; estos procesos se repiten recursivamente hasta que
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se obtiene el nimero minimo de variables que maximizan la bondad de ajuste. La metodologia
descrita se implementd con el software R (R Core Team 2018), un programa de analisis de datos

de cddigo abierto, que permite la reproducibilidad a otras dreas de estudio y conjuntos de datos.

1.3.5.2. Seleccion de variables ambientales en el periodo post-colapso 2017-2020

El nimero de predictores en los SDM se redujo utilizando dos enfoques complementarios: Se
realizé una evaluacion general de la multicolinealidad entre predictores mediante el factor de
inflacion de la varianza (VIF). Primero se estimo el VIF de cada una de las 11 variables frente al
resto y se elimind la variable con el valor mas alto; este proceso se repitid iterativamente hasta
que el VIF de todas las variables restantes fuera inferior a 5 (Kutner et al., 2005). Ademas, en el
proceso de estimacion de cada SDM, se realizé una seleccién de predictores utilizando una
seleccién de caracteristicas hacia adelante (forward feature selection, ffs) (Meyer et al., 2019)
para mejorar el rendimiento de los modelos de aprendizaje automatico espacial. Esta estrategia
se basa en el uso de la validacion cruzada Leave-Location-Out (LLO-CV). El proceso comienza
estimando todos los posibles modelos de dos predictores para seleccionar el mas preciso segun
una LLO-CV de K=10 pliegues (area bajo la curva caracteristica de funcionamiento del receptor -
AUC- para modelos de presencia-ausencia y error cuadratico medio -RMSE- en modelos de
regresion). A continuacién, se prueban todos los modelos de tres predictores que incluyen los
dos seleccionados previamente, quedandose con el mas preciso. El proceso continta de forma
iterativa hasta que se detiene si ninguna de las variables restantes aumenta significativamente

la precision con respecto al modelo actual.
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1.4 RESULTADOS

1.4.1. Caracterizacion de la poblacion en los periodos de dispersion y pre-colapso (2003-2004

y 2013-2014)
1.4.1.1. Evaluacion global de los modelos

El modelo seleccionado para generar las superficies de distribucidon estimadas fue RF, con el
conjunto de variables reducido (tras VIF y RFE) para los conjuntos de datos de presencia-
ausencia, y RFRK para el conjunto de datos de densidad de 2013-2014. En los modelos de
presencia-ausencia, se alcanzé una precisién muy alta para la calibracidn (precisidon = 100%, AUC
=0,99); los valores de k-fold-CV fueron altos, con AUC = 0,845 + 0,033 (media * SE) en el conjunto
de datos de 2003-2004 y AUC = 0,85 + 0,025 en el conjunto de datos de 2013-2014. En el modelo
de densidad, se obtuvieron valores de RMSE = 1,755y r2 = 0,798 en la calibracidn; sin embargo,
la precision en k-fold-CV se redujo a r2 = 0,162 + 0,015 (media + SE) y RMSE = 2,574. Este valor

de RMSE sigue siendo relativamente bajo.

1.4.1.2. Seleccidn de variables y efectos de los predictores en los modelos seleccionados

Utilizando un enfoque de filtrado para eliminar la multicolinealidad de las variables en el periodo
pre-colapso poblacional, se seleccionaron 8 de las 13 covariables iniciales (Fig. 5). DMAR, SAND,
DALB, XCOOR e YCOOR con valores VIF superiores a 0,9 fueron eliminadas del modelo. Cabe
destacar la fuerte correlaciéon negativa entre DMAR y SAL (Fig. 5B) (p < 0,05, r = -0,8) y la
correlacion positiva entre DMAR y OM (Fig. 5F) (p < 0,05, r = 0,92) y entre DMAR y YCOOR (p <
0,05, r = 0,93). 93); SAND estaba altamente correlacionado con SILT (Fig. 5G) (p < 0.05, r =-0.98)
y DALB (p < 0.05, r = -0.84); DALB estaba altamente correlacionado con SILT (Fig. 5G) (p < 0.05, r
=0.88) y SAND (p <0.05, r =-0.84). La Fig. 5 muestra la superficie interpolada de las 8 covariables

incluidas.

En los modelos de presencia-ausencia para 2003-2004 y 2013-2014, y el modelo de densidad
para 2013-2014, se seleccionaron 8 variables independientes para explicar la distribucion
espacial de Pinna nobilis. Las variables mas importantes (factores mas relevantes) para explicar
el patrén de distribucion fueron, en general, las distancias a las conexiones con el Mediterraneo
(principalmente DENC y en menor medida DEST) y la profundidad (DEPTH); en el conjunto de

datos de 2013-2014, GRAV fue la variable mas importante en la distribucién de P. nobilis.
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Variables ambientales utilizadas como predictores en los modelos. Se incluyen las 8 variables

seleccionadas tras el filtrado de multicolinealidad. (A) DEPTH: profundidad obtenida a partir de curvas batimétricas y

puntos de profundidad; (B) SAL: salinidad; (C) DSH: distancia a la costa; (D) DEST: distancia al canal del Estacio; (E)

DENC: distancia al canal de las Encafiizadas; (F) OM: materia organica; (G) SILT: porcentaje de limo; (H) GRAV:

porcentaje de grava. Los detalles de las variables figuran en la seccién 2.3.1.
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La Figura 1.6 muestra los efectos de los predictores sobre la probabilidad de presencia de P.

nobilis para el conjunto de datos 2003-2004 desde el predictor mas importante hasta el menos

importante para este periodo. Los 4 mas relevantes son DENC, DEPTH, OM y DEST, es decir, las

distancias a los puntos de entrada de colonizacién, profundidad y materia organica.
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Figura 1.6: Efectos de los predictores en el modelo presencia-ausencia de random forest con las variables

seleccionadas por eliminacion recursiva de caracteristicas (RFE), 2003-2004. Las variables estan ordenadas de

mayor a menor importancia en el modelo. El resto de las variables no se consideran relevantes. La linea negra

discontinua representa el efecto estimado, las lineas rojas discontinuas los intervalos de confianza del 95 % y los

puntos rojos indican los valores parciales de los valores observados. (A) DENC: distancia al canal de las

Encafiizadas; (B) DEPTH: profundidad obtenida a partir de curvas batimétricas y puntos de profundidad; (C) OM:

materia organica; (E) DSH: distancia a la costa; (F) SAL: salinidad; (D) DEST: distancia al canal del Estacio. Los

detalles de las variables figuran en la seccién 2.3.1
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Para DENCy DEST, se observa un valor algo estable, con probabilidades de aparicién de alrededor

de 0,5 hasta una distancia de 10000 m para DENC y 6000 m para DEST; para distancias mayores,

la probabilidad disminuye.
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Figura 1.7: Efectos de los predictores en el modelo presencia-ausencia de random forest con las variables seleccionadas

por eliminacidn recursiva de caracteristicas (RFE), 2013-2014. Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia

en el modelo. El resto de las variables no se consideran relevantes. La linea negra discontinua representa el efecto

estimado, las lineas rojas discontinuas los intervalos de confianza del 95 % y los puntos rojos indican los valores parciales

de los valores observados. (A)GRAV: porcentaje de grava; (B) DSH: distancia a la costa; (C) DENC: distancia al canal de las

Encafiizadas;(D) SAL: Salinidad; (E) DEST: distancia al canal del Estacio; (F) DEPTH: profundidad obtenida a partir de curvas

batimétricas y puntos de profundidad. Los detalles de las variables figuran en la seccién 2.3.1
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En cuanto a la profundidad (DEPTH), se observa un aumento mas o menos lineal de la
probabilidad de aparicién desde los puntos mas profundos hasta una profundidad de 3,75 m,

donde se alcanza la maxima probabilidad, tras lo cual se observa un punto de inflexidn.

El comportamiento de esta curva parece estar relacionado con una preferencia por zonas poco
profundas enmascarada por la presion costera antropogénica. Para el MO, se observa un
aumento de la probabilidad de encontrar el bivalvo cuando la concentracién de MO alcanza
valores > 5%. Para DSH, se observa una preferencia maxima a una distancia de aproximadamente
500 m, un resultado coherente con el encontrado para la profundidad 6ptima. La SAL en el
periodo 2003-2004 oscild entre 44 y 45 ups, y la probabilidad de presencia de nacra disminuyd

al aumentar la salinidad (Gonzalez-Wangliemert et al. 2009).

El mismo resultado se observa en relacion con el DEST, que crea una zona tampdn de alta
probabilidad de encuentro en los primeros 5000 m desde el punto de conexion. En relacidon con
la PROFUNDIDAD, la probabilidad de presencia de P. nobilis fue mayor por debajo de los 3 m de
profundidad. El patrén en relacién con la SAL muestra una mayor probabilidad de aparicion en
zonas de mayor salinidad dentro del rango que caracteriza a la laguna, aunque las diferencias

son sutiles.

Los resultados de densidad de especimenes (Fig. 1.8) muestran patrones similares a los
encontrados con el modelo de presencia-ausencia en términos de DENC y DEST o DSH, mientras
que parametros como SAL muestran tendencias opuestas. Se observa una alta densidad de P.
nobilis con valores minimos de salinidad dentro del rango descrito en la laguna, y existe un pico

de densidad del bivalvo asociado con SAL alrededor del 40 ups y MO del 4% en el sedimento.
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Figura 1.8: Efectos de los predictores en el modelo de densidad de poblacién de random forest con las variables
seleccionadas por la RFE, 2014. Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en el modelo. El resto
de las variables no se consideran relevantes. La linea negra discontinua representa el efecto estimado, las lineas rojas
discontinuas los intervalos de confianza del 95 % y los puntos rojos indican los valores parciales de los valores
observados. (A) DENC: distancia al canal de las Encafiizadas; (B) SAL: Salinidad; (C) SILT: Porcentaje de limos ;(D) MO:
Materia organica; (E) DSH: distancia a la costa; (F) DEST: distancia al canal del Estacio. Los detalles de las variables

figuran en la seccion 2.3.1
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1.4.1.3. Prediccidn espacial de los modelos SDM

La Fig. 1. 9 muestra la distribucidn potencial de P. nobilis segun la probabilidad de ocurrencia
predicha y la zona potencial, obtenida a partir de la reclasificacidén de la probabilidad utilizando
como punto de corte el método de Youden (1950) (0,501 en 2003-2004 y 0,503 en 2013-2014).
Hay que tener en cuenta que, aunque una de las ventajas de RF es que predice la presencia o
ausencia de la especie en todos los puntos observados, la fiabilidad de la superficie resultante
dependera de la calidad de los datos muestreados; por lo tanto, la distribucién en 2003-2004
(Fig. 1.9-A), que se obtuvo a partir de muestreos realizados con un objetivo distinto a la
observacién de P. nobilis, puede ser menos fiable. Sin embargo, los resultados obtenidos en
2003-2004 tras el proceso de remuestreo y su modelizacion permiten comprender mejor la

distribucion potencial de P. nobilis respecto a los estudios parciales de este periodo.
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Figura 1.9: Predicciones espaciales para Pinna nobilis. Probabilidad de ocurrencia de P. nobilis en (A) 2003-2004 y (B)
2013-2014; modelos random forest (RF) de presencia-ausencia con seleccion de variables; las dreas sombreadas se

refieren a las dreas potenciales de distribucidn (probabilidad de aparicidn por encima del punto de corte).
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Comparando el area potencial en 2003-2004 (Fig. 1.9-A; 2985 ha, 22% de la laguna costera del
Mar Menor) con la de 2013-2014 (Fig. 1.9-B; 7385 ha, 54,7% de la laguna costera del Mar
Menor), aparece en el primer muestreo una concentracién en la parte norte de la laguna,
limitada por las islas centrales, siendo la Unica excepcidon un punto donde se evidencia la
presencia del bivalvo junto a la entrada de la conexiéon del canal de La Gola (Gola de
Marchamalo).Este patrén espacial podria explicarse por la alta probabilidad de presencia del
bivalvo en las entradas de la laguna (principales vias de entrada) y su progresiva expansion hacia
las demas zonas. En 2013- 2014 (Fig. 1.10), aunque la expansidn hacia el sur es evidente, la mayor
probabilidad se sigue observando en las zonas mas cercanas a las entradas (principales vias de
entrada), lo que concuerda con los efectos mostrados en la Fig. 8. Aparece un maximo
secundario al norte de las islas. También se observa una tendencia a extenderse hacia el sur
desde las entradas a las islas, y una expansion gradual desde alli, de nuevo hacia el sur, que

puede estar relacionada con el patrén de colonizacién.

El modelo de densidad estima valores que varian entre 0,01y 21,6 ind. 100 m-2, y una densidad
media de 2,181 + 0,004 (media * SE) ind. por 100 m-2 (excluyendo los valores de densidad fuera
del 4rea de distribucién potencial en 2013-2014), por lo que el numero total estimado en la

laguna para 2013-2014 es de 1 609 943 + 3309 (media % SE) individuos.
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Figura 1.10: Prediccion espacial de la densidad de Pinna nobilis para el conjunto de datos de 2013- 2014; modelo
random forest regresion-kriging (RFRK) con seleccién de variables utilizando areas potenciales en 2013- 2014 como

mascara.
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Figura 1.11: Distribucidn potencial de Pinna nobilis en 2013-2014. 2014 (modelo random forest de presencia-
ausencia [RF] y dreas potenciales areas basadas en la probabilidad de ocurrencia por encima del punto de corte de
corte) frente a los datos de 2017. Se incluyen los datos muestreados en 2017 y 2013-2014 estdn incluidos. La zona

de "eutrofizacion grave se refiere a zonas por debajo de los 3 m de profundidad.
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1.4.2. Caracterizacidon de la poblacién en periodo post-colapso poblacional (2017-2020)
1.4.2.1. Estructura de la densidad de poblacion

La longitud media de los 82 transectos lineales de snorkel (LT) fue de 2314 + 268 m con un
tiempo de seguimiento de 93 + 9 minutos. Estos transectos, y los 121 transectos lineales
modificados (MLT), registraron un total de 686 individuos vivos de nacra, de los cuales el 86 %

fueron georreferenciados.

Durante el muestreo intensivo (IS), se encontraron 89 ejemplares vivos y 69 muertos. Los
individuos vivos se localizaron entre 0,4 y 2,9 m de profundidad, y el 85% de ellos entre 1,1y 2
m. El rango de profundidad observado para los individuos muertos se situé entre 0,4y 5,8 m, el
71 % de ellos a profundidades superiores a 4 m. En el rango de profundidad donde se
encontraron ejemplares vivos (0-3 m), sélo el 17,5% de los ejemplares estaban muertos,

mientras que por debajo de los 3 m de profundidad fue del 100% (Fig. 1.12).

70 .
mLive

Dead

Pinna nobilis abundance

Depth rank

Figura 1.12: Distribucién de la abundancia de individuos vivos y muertos de P. nobilis en el rango de profundidad. Las

lineas coinciden con la linea de tendencia de la media movil.

La distribucion de los especimenes vivos por profundidad fue ligeramente platicurtica con un
valor de curtosis préximo a 3 (g2: 2,8) y una asimetria moderadamente negativa (g1: -0,69), pero
la distribucion de los especimenes muertos (D) por profundidad fue extremadamente

platicurtica (g2: -0,67) con una distribucion asimétrica muy negativa (gl: -1,04; <-1).

41



CAPITULO 1: DIAGNOSTICO

El analisis estadistico mostré que la profundidad media de los especimenes vivos (1,65 + 0,04
m) era significativamente menor que la profundidad media de los especimenes muertos (4,48 +
0,21 m) (prueba T, p < 0,001). Los especimenes muertos se encuentran generalmente a mayor

profundidad, y no hay ningin espécimen vivo por debajo del umbral de los 3 m (Fig. 1.13).
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Figura 1.13: Diagrama de cajas de la profundidad de los individuos de P. nobilis vivos (n=89) o muertos (n=69). Las
cajas representan los percentiles 252 y 752 de la distribucién de los datos. Los bigotes representan la dispersion
mediante el error estandar. El aspa dentro del recuadro marca la media, la linea dentro de las cajas representa la

mediana y los puntos representan los valores fuera de rango.

En relacién a la distribucién por clases de tamafio de los especimenes vivos y muertos de P.
nobilis y se observaron diferencias significativas (prueba T, p < 0,001) (Fig. 1.14). Los
especimenes muertos eran mas grandes, con un tamafio maximo de 84,63 cm y una media de
41,32 + 1,66 cm, mientras que en los vivos se la talla maxima era 58,48 cm y 33,57 £ 0,82 cm de
valor medio. Tanto los especimenes vivos como los muertos (Fig. 1.15) mostraron una
distribucidn de frecuencias de tallas moderadamente sesgada hacia las clases de talla de mayor
tamafio, parte derecha de la tabla (Lgl: 0,61; Dgl: 0,88), y ambas pueden considerarse como

platicdrticas (L g2: 0,93; D g2: 1,58) (Fig. 14).
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Figura 1.14: Distribucidn por clases de tamafo de los individuos vivos y muertos de P. nobilis en el rango de

profundidad. Las lineas discontinuas coinciden con la linea de tendencia de la media mévil.
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Figura 1.15: Diagrama de cajas de la altura total de la concha (Ht) de individuos de Pinna nobilis vivos (n=88) o muertos
(n=66). Las cajas representan los percentiles 252 y 752 de la distribucién de los datos. Los bigotes representan la
dispersién mediante el error estandar. El aspa dentro del recuadro marca la media, la linea dentro de las cajas

representa la mediana y los puntos representan los valores fuera de rango.

1.4.2.2 Evaluacion global de los modelos

La Tabla 1. 2 resume los estadisticos de bondad de ajuste LOO-BUF-CV obtenidos en los modelos

de presencia/ausencia y densidad. Para comparar los resultados de RF y RFRK con otros métodos
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ampliamente utilizados, se incluyen los resultados de validacion de un Modelo Lineal
Generalizado (GLM) y un Modelo Aditivo Generalizado (GAM), utilizando regresion logistica para
presencia-ausenciay regresion de Poisson para densidad. En los modelos GAM se utilizan splines

cubicos como funcién de suavizado (Hastie y Tibshirani, 1990).

RFRK tiene el mejor ajuste tanto en presencia-ausencia (AUC: 0.786, Cl: 0.030) como en densidad
(KGE: 0.772, Cl: 0.055), resultados muy similares a los obtenidos usando RF; lo que significa que
la mayor parte de la variabilidad es abordada por RF, incluyendo la autocorrelacién espacial. En
cuanto al resto de estadisticos de bondad de ajuste, destacan RFRK y RF, con valores R2 muy
elevados en los modelos de densidad y RMSE significativamente inferiores a GLM y GAM.
También cabe destacar los valores R2 muy bajos de GLM y GAM para el conjunto de validacién,
y los valores KGE negativos en el caso de los modelos basados en GLM; dichos valores indican
gue estos modelos no son adecuados para predecir el patrén espacial de P. nobilis en la laguna.
La precisién en los modelos de presencia-ausencia no es muy alta, pero puede estar subestimada
teniendo en cuenta que el sistema de validacién elimina los puntos mas cercanos a cada punto
evaluado, y que el patréon espacial actual de P. nobilis en la laguna estd muy concentrado en
unos pocos puntos. Ademas, tanto RF como RFRK en el modelo final (etapa de calibracién)
consiguen clasificar bien el 100% de los puntos del modelo final, obteniendo un KGE muy

cercanoal.

Tabla 1.2: Media e intervalos de confianza del 95% de los cinco estadisticos de validacion estimados para los seis
métodos y LOO-BUF-CV en enfoque de dominio espacial. RF: Ramdon Forest; GLM...... AUC:

Presencia-ausencia Densidad
Modelos AUC Acc RMSE R2 KGE
RF 0.744+£0.031| 0.692+0.032| 0.728 +0.033 0.899+0.014| 0.771+0.048
GLM 0.744+£0.035| 0.250+0.029| 2.078 =0.095 0.012+0.010| -0.109 + 0.092
GAM 0.670+£0.036| 0.427 +£0.034| 2.357 £0.107 0.012+0.010| 0.063 +0.095
RFRK 0.786 +0.030| 0.688 +0.033| 0.726 + 0.033 0.902 +0.013| 0.772 +0.055
GLMRK | 0.682+0.035| 0.499 +0.034| 2.020 + 0.092 0.035+0.020| -0.050 + 0.092
GAMRK | 0.509+0.039| 0.553+0.034| 2.356 + 0.107 0.013+0.011| 0.065 + 0.095
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1.4.2.3. Seleccidn de variables y efectos de los predictores en los modelos seleccionados

Para el periodo 2017-2020, se incluyeron siete variables tras el analisis VIF: DEST, DEPTH, DENC,
CHL, TURB, DSH y O.

La Fig. 1.16 incluye la matriz de correlacion de Pearson de las variables analizadas en 2020; las

Figs. 1.17 y 1.19 muestran sus distribuciones espaciales.
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Figura 1.16: Matriz de correlacion de Pearson. 2020. La matriz diagonal muestra los nombres de las variables. Arriba
a la diagonal, los circulos de area muestran el valor absoluto de los coeficientes de correlacién correspondientes.
Inferior a la diagonal muestra los coeficientes de correlaciéon. DEPTH: Profundidad; DALB: Distancia; DMAR: Distancia
a la gola de Marchamalo; TEMP: Temperatura; DEST: Distancia al Estacio; SAL: Salinidad; DENC: Distancia a las

Encafiizadas; TURB: Turbidez; DSH: Distancia a la costa; CHL: Nivel de Clorofila; O: Niveles de Oxigeno disuelto.

En la Fig. 1. 16, DALB, la distancia a la entrada principal de aportes de aguas superficiales y
subterraneas a la Cuenca del Mar Menor esta correlacionada negativamente con TURB (p <0.05,
r =-0.74), y en menor medida con SAL (p <0.05, r = -0.58), O (p <0.05, r = -0.52), CHL (p <0.05, r
=-0.47) y DENC (p <0.05, r = -0.47). DMAR esta muy correlacionada positivamente con TEMP (p
<0,05, r = 0,92) y negativamente con DENC (p <0,05, r = -0,81), y en menor medida con CHLy O.

45



CAPITULO 1: DIAGNOSTICO

TEMP también esta correlacionada con DENC (p <0,05, r = -0,62), y en menor medida con DEST

(p <0,05, r=-0,48) y CHL (p <0,05, r = -0,36). La correlacién de SAL con DEST, CHL, Oy TURB es

superior a 0,5, y con DALB y DEPTH es inferior a -0,5.
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Figura 1.17: Variables ambientales distribuidas espacialmente utilizadas en los modelos SDMs. (A) DSH: distancia a la

costa, (B) DEPTH: profundidad, (C) DEST: distancia al canal del Estacio, (D) DENC: distancia al canal de las Encafiizadas,

(E) DMAR: distancia al canal de Marchamalo y (F) DALB: distancia a la desembocadura de la Rambla del Albujén.
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Figura 1.18: Variables medioambientales distribuidas espacialmente utilizadas en los modelos SDMs. Estimaciones

para 2017. (G) CHL: clorofila, (H) TURB: turbidez, (1) O: oxigeno disuelto, (J) SAL: salinidad y (K) TEMP: temperatura

del mar.
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Figura 1.19: Variables medioambientales distribuidas espacialmente utilizadas en los modelos SDMs. Estimaciones
para 2020. (G) CHL: clorofila, (H) TURB: turbidez, (1) O: oxigeno disuelto, (J) SAL: salinidad y (K) TEMP: temperatura

del mar.

La Fig. 1.20 muestra la importancia de las variables en los modelos de RF, el andlisis de seleccidon
de caracteristicas (ffs) identificé cuatro variables como variables finales a incluir en los modelos
de presencia-ausencia y abundancia: DEST, DEPTH, DENC y CHL en los modelos de presencia-

ausencia (Fig. 1.20(A)) y DEST, DEPTH, O y CHL en el modelo de densidad (Fig. 1.20(B)). Las
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variables mas relevantes para explicar el patrén de distribucién fueron DEST y DEPTH. DENC se
incluye en tercer lugar sélo en el modelo de presencia-ausencia, mientras que O es la tercera

variable en el modelo de densidad. Por ultimo, CHL es la cuarta variable en ambos modelos.

(A) Pres/aus RF model (B) Density RF model
DEST - DEST -
DEPTH - DEPTH -
DENC - o}
CHL - CHL -
0 40 80 120 0 10 20
Mean Decrease Gini %IncMSE

Figura 1.20: Importancia de las variables para los modelos (A) presencia-ausencia y (B) densidad RF. Los valores se

han desescalado utilizando la relacion media/error estandar.

Las Figuras 1.21y 1.22 incluyen gréficos de dependencia parcial que exploran los efectos de las
covariables sobre la probabilidad de presencia (en el modelo presencia-ausencia) y la respuesta
(en el modelo de regresidn). La Fig. 1.21(A) muestra como la maxima probabilidad de presencia
se produce a cierta distancia del canal del Estacio (DEST), coincidiendo con las poblaciones de La
Manga préximas a esta via de comunicacién, y alcanza la maxima probabilidad de presencia a
unos 7.000 m de distancia, disminuyendo drasticamente a partir de este umbral. Algo similar se
observa en la Fig. 1.22 (A); curiosamente, la densidad aumenta en el rango 6.000-7.000 m,
coincidiendo esta distancia con las poblaciones de maxima densidad en la isla de El Barén. En el
caso del DENC en presencia-ausencia (Fig. 1.21 (C)) el patrén describe un aumento lineal de la
probabilidad a medida que nos alejamos de Las Encaiiizadas hasta un maximo en torno a los
10.000 m, distancia que coincide con las poblaciones de La Manga. Este patrén es diferente en
2017, ya que en ese afio aun existia una poblacién importante en las inmediaciones de Lo Pagan
y Las Encafiizadas y en la parte norte de la laguna (zoom en Fig. 1.4-B). Ambos nucleos

poblacionales desaparecieron en 2018 y 2019 respectivamente.
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Figura 1.21: (A-D) Efectos de los predictores en el modelo de presencia-ausencia de RF con las variables seleccionadas

por ffs. Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en el modelo (Fig. 1.20 (A)). La linea negra

discontinua representa el efecto estimado, las lineas rojas discontinuas los intervalos de confianza del 95 % vy los

puntos rojos indican los valores parciales de los valores observados.

El efecto de la DEPTH observados en los datos de presencia-ausencia y los valores de densidad

son similares (Figs. 1.21(B) y 1.22(B)). Las mayores concentraciones aparecen en el rango -1,1 a

-2,5 m, disminuyendo hacia la linea de costa y de forma mas drastica a medida que aumenta la

profundidad hasta alcanzar un claro limite a los 3 m, tal y como se observa en los estudios de

Giménez-Casalduero et al. (2020) o Ruiz et al. (2020). En cuanto a las variables fisicoquimicas,

CHL (Figs 1.21(D) y 1.22(D)) la presencia de nacra desciende para valores superiores a 3 ml/m?,

pero la maxima densidad se observa en niveles cercanos a esta concentracidn, lo que podria

deberse al cardcter filtrante de la especie (Davenport et al., 2011). En cuanto al oxigeno O (Fig.

1.22(C)), no se reflejan los valores en profundidad de situaciones andxicas y/o hipdxicas debido

a que la variable utilizada contempla valores medios para el periodo estudiado, no los episodios

concretos en los que se produjo esta situacion.
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Figura 1.22: (A-D) Efectos de los predictores en el modelo de densidad de Random Forest (RF) con las variables
seleccionadas por ffs. Las variables estan ordenadas de mayor a menor importancia en el modelo (Fig. 1.22(B)). La
linea negra discontinua representa el efecto estimado, las lineas rojas discontinuas los intervalos de confianza del 95

% y los puntos rojos indican los valores parciales de los valores observados.

1.4.2.4. Prediccion espacial de los modelos SDM

La Fig. 1.23 muestra la prediccién en términos de probabilidad de presencia para (A) 2017 y (B)
2020 vy las areas de presencia potencial (areas cuya probabilidad de presencia esta por encima
del punto de corte optimizado: 0,49). El patron espacial es muy similar en ambos casos, salvo
por la drastica reduccidon entre 2017 y 2020 en el norte de la laguna, en la zona de Las

Encanizadas (Fig. 1.21-C), y San Pedro del Pinatar y Lo Pagan (zoom en Fig. 1.4-B).

Como resultado, el area de presencia potencial en 2017 fue de 323,34 ha (2,40 % del area del
Mar Menor), mientras que en 2020 se estima en unas 200,97 ha (1,50 %). La zona del norte de
la isla de El Bardn, aunque no estd inventariada, se incluye en ambas fechas como area de

presencia potencial de P. nobilis en funcion de su probabilidad de presencia prevista.
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Figura. 1.23: Distribucidon potencial de P. nobilis en (A) 2017 y (B) 2020. Presencia-ausencia para modelos RKRF con
seleccion de variables (las dreas sombreadas se refieren a dreas potenciales de distribucion basadas en la probabilidad

de ocurrencia por encima del punto de corte).

En 2020 las dreas potenciales, coincidentes con los puntos muestreados donde P. nobilis esta
presente, se identifican en una franja de baja profundidad cerca de La Manga, desde El Estacio
hasta la isla de El Ciervo (Figs. 1.21 y 1.22). El modelo también recoge un cierto aumento de la
probabilidad de presencia en La Gola, aunque sin llegar a 0,495, casi conectando esta zona con
el area potencial identificada al sur de la laguna, en Playa Honda. También es destacable la alta
probabilidad de presencia en torno a las islas El Barén y La Perdiguera, también en el rango de
profundidades identificado en las Figs. 1.23 y 1.24. Por ultimo, se identifican dos areas
potenciales, donde se muestrearon unos pocos individuos, al suroeste de la laguna, en Punta
Brava y Los Urrutias, y en la zona de La Ribera al noreste de la laguna, siendo los Unicos
individuos aun vivos del grupo muestreado en 2017 en la zona de San Pedro del Pinatar y Lo

Pagan (zoom en Fig. 1.4B).
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La Fig. 1.24 muestra la prediccién del modelo de densidad. La densidad media estimada en la
zona de presencia es de 1,055 + 0,006 ind. por 100 m2 (media + SE) con valores que varian entre

0,01y 23 ind. por 100 m?2,
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Figura 1.24: Prediccion espacial de la densidad de P. nobilis en 2020: Modelo RFRK con seleccidn de variables

usando las dreas potenciales de la Fig. 1.22 (A) como mascara.
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Durante las campaiias de seguimiento de 2018 y 2019 se encontraron ejemplares arrancados y
derribados durante el calado y retirada de redes de pesca e incluso directamente extraidos. En
una de las localidades donde se observd esta situacién, la isla de La Perdiguera, la colonia

desaparecié por completo, posiblemente debido a las redes de pesca ilegales.

54



CAPITULO 1: DIAGNOSTICO

1.4 DISCUSION

La poblacion de Pinna nobilis se ha visto muy reducida en una gran parte del Mediterrdneo en
las ultimas décadas debido a la presidn antropogénica (Garcia- March et al. 2007, Katsanevakis
2007, Katsanevakis y Thessalou-Legaki 2009, Rabaoui et al. 2011). Sin embargo, desde 1983, afio
de la primera observacién de P. nobilis en el Mar Menor (Rodriguez Babio y Navarro Tarrega
1983), hasta 2014, la laguna fue testigo de la colonizacidon y estabilizacién de la nacra, con un
total de 7385 ha de habitat potencial. Para entender este proceso de colonizacion de P. nobilis
en el Mar Menor, es necesario interpretar el modelo de dispersién y la influencia de los

principales factores que determinan el proceso de colonizacidn.

Algunos de los mecanismos mas comunes para la transferencia de especies en aguas cercanas a
la costa incluyen el movimiento de comunidades fordneas en los fondos de los barcos o la
conexion de cursos de agua a través de canales artificiales (Ruiz et al. 1997). El establecimiento
de especies foraneas facilita cambios importantes en la composicién de la fauna de muchas
zonas cerradas y semicerradas como los estuarios, puertos y lagunas costeras del Mediterraneo
occidental (Cognetti y Maltagliati 2000). Esta invasidn podria producirse tras afios o décadas de
oportunidades de dispersién desde la region de origen a la receptora. El establecimiento
satisfactorio de especies exdticas suele requerir muchas inoculaciones, y el éxito dependerd en
parte del tamafio del inoculante, del estado fisioldgico de los individuos y de las condiciones
locales en el momento de la llegada (Roughgarden 1986). Es evidente que la ampliacion artificial
del canal del Estacio ha provocado la entrada de numerosas especies en la laguna. El descenso
de la salinidad debido al mayor intercambio de agua con el Mediterrdneo ha generado
condiciones mas favorables para la supervivencia de estas especies (Giménez-Casalduero et al.
2016). En el caso de P. nobilis, los canales parecen haber jugado un papel importante en la
entrada de larvas procedentes de las poblaciones mediterrdneas cercanas. Los resultados de
este estudio muestran que no sdlo el canal artificial de El Estacio, sino también los canales

naturales de las Encafiizadas han sido una importante puerta de entrada a la laguna.

El rango de tolerancia a la salinidad para P. nobilis se ha descrito entre 35 y 42 ups (Schlieper et
al. 1960, Butler et al. 1993). Es razonable suponer que esta especie no podria tolerar los altos
niveles de salinidad (valores medios de 52 ups) en la laguna antes de la apertura del canal del
Estacio (Aravio-Torre y Arévalo 1971). Sin embargo, la presencia de nacra desde principios de los
afios 80, varios afios después de la apertura del canal de comunicacién entre las 2 masas de agua
y justo cuando la salinidad en la laguna empezd a disminuir hasta un valor medio de 44,5 ups

(Azzati et al. 1987), demuestra que el limite superior de tolerancia de este bivalvo estd muy por
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encima de los valores descritos anteriormente (Schlieper et al. 1960, Butler et al. 1993). En el
presente trabajo, comprobamos que P. nobilis colonizé ampliamente la laguna, soportando un
rango de salinidad entre 44 y 45 ups durante varias décadas (1983-2014) antes de que se

produjera la crisis de eutrofizacién.

Es probable que su presencia en zonas menos salinas dentro de esta area de distribucion esté

mas relacionada con la distancia de los puntos de colonizacién que con la salinidad en si misma.

Desde el primer momento de la colonizacidon hasta principios de la década del 2000, la
distribucién de los individuos estuvo marcada por la distancia a los puntos de entrada a los
canales de las Encafiizadas y del Estacio, probablemente porque las larvas entraban por estos
puntos procedentes de los eventos reproductivos de la importante poblacidn situada en la
vertiente mediterranea y cuya mayor poblacién se encontraba a lo largo de una franja litoral de

aproximadamente 500 m de la costa y a 4 m de profundidad.

Tras la colonizacién de las larvas llegadas del Mediterraneo, los ejemplares alcanzaron la
madurez reproductiva y comenzaron a colonizar zonas mas alejadas de los puntos de entrada y
de la linea de costa, y la profundidad éptima de distribucidon de la poblacién aumentdé porque
colonizaron zonas mas profundas. Resulta interesante el hecho de que uno de los principales
factores que explican la poblacién en 2013-2014 es la presencia de grava. La alta correlacién
entre la distribucion de nacra y la presencia de altos niveles de grava (GRAV) en el sedimento
puede explicarse por el hecho de que, aunque P. nobilis es comiUn en zonas arenosas
(Katsanevakis 2005), necesita fijarse mediante sus numerosos filamentos de biso a particulas de
gran tamano, rizomas de praderas marinas o estructuras sdlidas del sustrato (Katsanevakis y
Thessalou- Legaki 2009, Basso et al. 2015b). EI Mar Menor se caracterizaba durante esa época
por la presencia en muchas zonas de una alta concentracidn de particulas como gravas de origen
conchifero, y muchos de los ejemplares de la laguna estdn adheridos a rizomas de Cymodocea
nodosa pero también a Bittium reticulatum o fragmentos de otras conchas (Mas et al., 2017;

Giménez Casalduero et al., 2020).

En el presente trabajo, encontramos una relacion inversa altamente significativa entre la
distribucidn potencial del bivalvo hasta 2016 y la distancia a las zonas mas eutrdficas e hipdxicas
de la laguna (ALB: la desembocadura de la Rambla del Albujén), aunque esta variable fue
eliminada de los modelos tras detectar una alta colinealidad en el anadlisis VIF con la variable
XCOOR Yy las variables de textura (SAND, SILT). La desembocadura de la Rambla del Albujén es un
punto donde el oxigeno alcanzé un valor medio de 5 mg I}, y valores minimos de 0,47 mg I*

(Velasco et al. 2006). Investigaciones previas han demostrado que los juveniles de P. nobilis son
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relativamente resistentes a una exposicion moderada a la hipoxia (3,07 mg 02 I}) (Basso et al.

2015a).

La distribucion de P. nobilis suele ser irregular (de Gaulejac y Vicente 1990, Butler et al. 1993), y
el reclutamiento puede estar influido por factores ambientales que sincronicen el desove
(Philippart et al. 2003, Cabanellas-Reboredo et al. 2009). Esta hipdtesis esta siendo analizada
actualmente en el Mar Menor por nuestro grupo de investigacion. En el Mar Menor se ha
observado una distribucién en parches, zonas de alta densidad rodeadas de zonas sin
ejemplares; este comportamiento ha sido descrito por diferentes autores como una
peculiaridad de esta especie (Butler et al., 1993; Garcia-March y Ferrer, 1995; Prado et al., 2022).
El tamafio de los individuos dentro de un grupo parece ser bastante homogéneo, lo que sugiere
que el reclutamiento en la laguna se produjo en pulsos, probablemente asociados a eventos
clave de condiciones ambientales favorables que sincronizan el desove, como un aumento de la
temperatura del agua de mar (Philippart et al., 2003; Cabanellas-Reboredo et al., 2009; Kersting
y Garcia-March 2017). Las temperaturas fluctuantes, que son comunes en la laguna, pueden ser
determinantes en los procesos reproductivos de P. nobilis, y es importante observar la relacién
entre factores ambientales como la temperatura y los periodos de desove y reclutamiento de
nacra (de Gaulejac 1993, Richard- son et al. 1999). También hay otros factores que parecen influir

en el éxito del evento reproductor y su viabilidad larvaria (Capitulo 3 del presente trabajo).

En la laguna se han observado episodios de pulsos reproductivos sincronizados asociados a
pequefios cambios en la temperatura del agua (Kersting y Garcia-March, 2017; Gimenez-
Casalduero, F. y Cortés E., obs pers). Desde 2017 se ha observado reclutamiento de juveniles en
el interior de la laguna, algunos de los cuales permanecen viables a lo largo del tiempo (Murcia,

obs pers).

En el Mediterraneo se ha descrito una segregacién de tallas relacionada con la profundidad, con
individuos de menor tamafio y ausencia de los mas grandes en aguas menos profundas (Barbera
et al., 1996; Moreteau y Vicente, 1982). La distribucion de ejemplares en el Mar Menor, antes
de la crisis de eutrofizacién de 2016, se corresponde con este patron. La distribucion de
ejemplares muertos, con una mayor densidad e individuos de mayor tamafo en las zonas mas
profundas (entre 5y 6 m de profundidad), también coincide con ese patrdn. Esto contrasta con
la situacion posterior a 2016, donde, ademas, el tamafio medio de los ejemplares supervivientes

es significativamente menor que los existentes antes de 2015.

Es interesante valorar que la nacra, al colonizar la laguna se encontré con un entorno con

cambios estacionales de temperatura, que son mas extremos (de 8 2C a 30 2C) en aguas menos
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profundas y cambios bruscos de salinidad superficial, debidos a la entrada de agua dulce durante
la época de lluvias o de agua mediterrdnea por tormentas. Esto puede explicar por qué la
primera zona de colonizacién de P. nobilis fue la zona mas estable y profunda como muestran
los modelos. Del mismo modo estos ejemplares crecieron mas porque llevaban mucho mas
tiempo en la laguna y con menos presiones antrépicas (en 2012 se encontré un ejemplar de 80
cm que podria tener 30 afios). Tras afios de adaptacidn, P. nobilis consiguid colonizar el resto de

la laguna, incluso las zonas menos profundas (Giménez-Casalduero et al., 2020).

Segln Garcia-March et al. 2020, los individuos de la poblacidn del Mar Menor pueden alcanzar
tamafios mayores que los de otras poblaciones debido a que suelen estar al abrigo de
hidrodinamicas perjudiciales. Aunque esto puede ser valido Unicamente para las poblaciones
profundas, ya que las superficiales estdn sometidas a las presiones continuas de los fondeos de

barcos, principalmente en verano, y el abundante calado de redes durante todo el aio.

La ausencia de grandes ejemplares en el rango de profundidad de 0-3 m, puede estar
relacionada con extracciones por parte de pescadores o turistas (Cortés-Melendreras et al.,
2021). Durante las ultimas décadas, la densa poblacién de P. nobilis ha dificultado el calado y
arrastre de redes de pesca en algunas zonas. Asi mismo, la alta densidad de ejemplares ha sido
un atractivo para los turistas que los recogian como curiosidades, aunque este comportamiento
es minoritario (Richardson et al., 1999). La desaparicion de los ejemplares de mayor tamafio,
localizados en las zonas profundas de la laguna, puede haber influido en la disminucidn de la
tasa de reproduccion de la poblacidon del Mar Menor, aunque este hecho parece estar mas
relacionado con la drastica disminucién del nimero de ejemplares reproductores que con su
tamanfio, ya que en las zonas someras también existian reproductores en etapas anteriores a los
problemas de eutrofizacién. Comparando la superficie de ambas dreas potenciales actuales con
las estimadas para 2013-2014 (7.385 ha) a la superficie estimada en el ultimo periodo post-

colapso poblacional 2020 (200,97 ha), es evidente el retroceso de P. nobilis en la laguna.

Todos los procesos de colonizacidn y establecimiento de P. nobilis en la laguna se vieron
interrumpidos por 2 eventos simultaneos ocurridos en la zona del Mar Menor y el Mediterraneo
durante 2016: (1) el dramatico episodio de eutrofizacion de la laguna que provocé una elevada
mortalidad de ejemplares; y (2) el evento de mortalidad masiva de P. nobilis en el Mediterraneo
que provocd la desaparicion de los reproductores que eran la fuente original de larvas

colonizadoras de la laguna.

Un estudio realizado entre abril y junio de 2017, después de la primera crisis y colapso de

eutrofizacion en el Mar Menor, confirmd la mortalidad de mas del 90% de los ejemplares adultos

58



CAPITULO 1: DIAGNOSTICO

en la laguna. Se observaron dos situaciones diferentes. En primer lugar, no se encontraron
individuos vivos por debajo de los 2,5 m de profundidad, incluso en zonas en las que, hasta 2014,
habia habido una gran probabilidad de apariciéon de individuos (Fig. 1.22). Esta profundidad
coincide con la descrita por Belando et al. (2017) que confirmaron la desaparicion total de
macrofitos benténicos por debajo de una media de 2,5 m de profundidad en toda la laguna, tras
el episodio de eutrofizacion de 2016 y su sustitucién por sedimento extremadamente viscoso y
anoxico. Es muy probable que, en estas zonas, la pérdida de luz producida por la elevada
concentracidn de fitoplancton en la columna de agua, fuera la responsable de la muerte de los
macroéfitos, mientras que la descomposicién de la materia orgdnica dio lugar a intensos procesos
de anoxia que provocaron la muerte de la macrofauna, incluida P. nobilis (Giménez Casalduero

et al., 2020; Sandonnini et al., 2021a).

Sin embargo, en la poblacién localizada por encima de los 3 m de profundidad se estimé una
tasa de supervivencia del 10% (Fig. 1.22), superior a la descrita para poblaciones afectadas por
Haplosporidium pinnae en el Mediterrdneo (Vazquez-Luis et al. 2017). Durante 2017 se realizé
un andlisis de PCR a un individuo de la laguna procedente de Las Encafiizadas, zona de conexion
entre el Mar Menor y el Mediterraneo, resultando negativo a la presencia de Haplosporidium
pinnae (Catanese et al. 2018). En ese periodo no se realizaron andlisis de micobacterias ni
pruebas de presencia de Vibrio spp. No se detectaron células infectivas en la glandula digestiva,
ni hemocitosis que pudieran sugerir la existencia de infeccion (A. Grau com pers). Sin embargo,
se observd una infeccion de las branquias por protozoos ciliados (parasitos oportunistas
saprofitos), posiblemente debido a la elevada carga organica existente. Las pruebas para
detectar la infeccién por micobacterias y vibrios podrian ayudar a resolver muchas dudas sobre

la mortalidad en la laguna.

Al comparar el patrén de distribucién de la especie en la laguna, en el afio 2021, en relacién con
el descrito en 2014, se observa una importante regresién y la poblacién se limita a zonas relictas
en un estrecho rango de profundidad entre 0,5y 2,8 m, el 90% de los ejemplares supervivientes
se concentran en una estrecha franja entre 1-2 m a una distancia media de 450 m de la costa.
Los ejemplares a distancias superiores a 1000 m de la costa se localizan en las islas (El Barén 'y
La Perdiguera). El patréon observado en 2014 era el contrario, con una menor probabilidad de
presencia en el litoral que aumentaba con la distancia a la costa y se estabilizaba a 1000 m en

un 50 %.

Este patrén de distribucion corrobora el limite de profundidad marcado por los episodios de

hipoxia y anoxia de la segunda mitad de 2015 y 2016 (Belando et al., 2017; Jiménez-Martinez et
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al., 2016). Las condiciones ambientales asociadas al proceso de eutrofizacion determinan la
distribucidon actual de P. nobilis en el Mar Menor; no se han encontrado ejemplares
supervivientes por debajo de los 3 m de profundidad, coincidiendo con el umbral de destruccidn
de la comunidad bentdnica tras la crisis de eutrofizacion (Belando et al., 2017; Ruiz et al., 2020).
Estos resultados, que coinciden con los datos obtenidos en el presente trabajo, no coinciden con
los resultados publicados en Nebot-Colomer et al., 2021, respecto a la presencia de ejemplares
vivos de nacra en 2017, en la zona cero del episodio de eutrofizacién de 2016. Este episodio
provocé la muerte de mds del 90% de la poblacion existente en 2014. Los resultados obtenidos
de las conchas encontradas de ejemplares de muertos recientes demuestran un cambio
significativo en la distribuciéon de la abundancia por profundidad, en comparaciéon con la
distribucidn actual de ejemplares vivos. Mientras que la mayor densidad de conchas muertas
(muchas de ellas aun ancladas en el sedimento) se encontraba entre los 5,6 y 6 m. de

profundidad, los ejemplares vivos se restringen ahora a zonas por encima de los 3 m.

Es probable que el episodio de eutrofizacion también afectara a un porcentaje de ejemplares
por encima de este umbral de profundidad, ya que alli se encontré el 17 % de conchas de
ejemplares muertos. La fragilidad de la concha hace improbable que se encuentren ejemplares
enteros pasado cierto tiempo, por lo que estos datos podrian ser un indicador aproximado de

como las zonas menos profundas se vieron afectadas por este evento de 2016.

Las distancias a los canales que conectan con el Mediterraneo no muestran un patrén de
gradiente para la distribucion de Pinna nobilis en el periodo post-colapso. La probabilidad de
encontrar ejemplares en zonas cercanas es del 30 %, muy inferior a la encontrada en 2014 (55
%). Llama la atencién que la distancia a la que comienza a aumentar esta probabilidad coincide
con las localizaciones poblacionales mas importantes de la laguna: Pueblo Calido (2750 m. DEST),
Cabo Romano (6055 m. DEST), Isla del Barén (6580 m. DEST) e Isla Perdiguera (7200 m. DEST).
Este patrén con un maximo a 10000 m de distancia, no se detectd en 2014. La probabilidad de
presencia observada en las proximidades del Estacio es aproximadamente del 35%, lo que
contrasta con los valores superiores al 50% detectados en 2014, pero mientras que en 2014 la
estabilizacion comenzd a disminuir mas alla de los 5000 m, en el presente estudio se detecta un
aumento de la probabilidad desde los 2500 m (distancia aproximada a la poblacién superviviente
de Pueblo Célido) hasta un maximo en torno a los 6500 m, con dos mesetas coincidentes con la

distancia a las poblaciones de la Isla Perdiguera, Cabo Romano y la Isla del Barén.

Las colonias de P. nobilis en zonas por encima de los 3 m se mantuvieron estables, con tasas de

mortalidad muy bajas. Sin embargo, en el drea de influencia de las Encafiizadas, la cuenca norte,
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se observé un abundante nimero de ejemplares a principios de 2017 (Giménez-Casalduero et
que sufrié una importante regresion durante los meses siguientes, finalizando con la muerte de

toda la colonia en 2018, probablemente debido a la infeccién por Haplosporidio.

El periodo comprendido entre octubre de 2016 y enero de 2017 fue el mas lluvioso de los ultimos
75 afios en la region (AEMET, 2022). Las abundantes precipitaciones en el entorno del Mar
Menor provocaron un descenso de la salinidad incluso mayor que durante el evento de 2019

(36,13 ups el 5 de abril de 2017) (Fig. 1.25).
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Figura 1.25: Salinidad media mensual en el Mar Menor durante 2017, 2018 y 2019. La linea discontinua roja indica el
umbral superior de infeccidn parasitaria en 39,7 ups y la linea discontinua verde indica el umbral inferior de infeccion

parasitaria en 36,5 ups. Datos obtenidos de la UPCT (2022).

Esta bajada de salinidad coincide con la posible entrada de agua mediterranea desde los canales
de las Encafiizadas y el Estacio producida por diferentes temporales en enero y febrero de 2017
con un oleaje de hasta 6 m en la boya de Cabo de Palos (MITMA, 2022) ofreciendo una
oportunidad para la entrada de Haplosporidium pinnae desde el Mediterraneo, esto explica la
desaparicién de P. nobilis cerca de las entradas en esas fechas, tal y como se observd en el censo
del presente estudio. Sin embargo, la posible entrada del protozoo estuvo aparentemente
controlada por el rdpido aumento de la salinidad de la laguna, que alcanzé los 42 ups en menos
de tres meses (UPCT, 2022), valores que deberian reducir la viabilidad del patégeno (36,5-39,7
ups) e impedir su expansion (Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Esta idea también arroja algo
de luz sobre los datos de infestacién de algunos ejemplares por H. pinnae en 2019, en zonas mas
alejadas de Encafiizadas y Estacio, hacia el sur de la laguna encontrados en Nebot-Colomer et

al., 2021.
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Ademas, en la segunda mitad de 2017, se detectd un extraordinario crecimiento de serpulidos
del género Hydroides (H. dianthus y H. elegans), respondiendo a la disponibilidad de materia
organica en suspension y bacterioplancton (Sandonnini et al., 2021a, 2021b). Su rdapido
crecimiento sobre algunos ejemplares de P. nobilis fue la causa de un nuevo episodio de

mortalidad, ya que bloqueaban sus conchas y colapsaban su capacidad de filtracidn.

Entre enero y septiembre de 2018, las condiciones ambientales generales en el Mar Menor
mejoraron debido a las politicas de control de vertidos agricolas y a unas condiciones
meteoroldgicas favorables con precipitaciones muy escasas (AEMET, 2022). Sin embargo, entre
septiembre y noviembre de 2018, varios eventos pluviométricos que afectaron al Mar Menor
produjeron nuevos aportes de nutrientes coincidiendo con el descenso invernal de la
temperatura del agua, por lo que no tuvo consecuencias inmediatas de eutrofizacidn, aunque

pudo tener un efecto acumulativo.

El primer semestre de 2019 fue seco con la excepcidn del mes de abril (AEMET, 2022). En la
campafia de muestreo de julio se detectd un inicio de eutrofizacién en la cuenca sur,
posiblemente debido a la acumulacién previa de nutrientes durante los meses de invierno. En
agosto, las abundantes precipitaciones produjeron entradas de nutrientes coincidiendo con
temperaturas maximas del agua y un proceso de eutrofizacién ya activado. Ademas, se observé

una relajacién de las medidas de control de vertidos, lo que acelerd el proceso de eutrofizacion.

Los dias 12 y 13 de septiembre de 2019, una Depresidn Aislada en Niveles Altos (DANA) afecté
a la cuenca del Mar Menor con cantidades de precipitacidn superiores a 300 I/m?, registrdndose
el récord histérico de precipitacion en 24 horas (MITECO, 2019) que provocé una subida del nivel
del mar de 80 cm con consecuencias muy negativas por coincidir con el episodio de
eutrofizacién. Esta subida del nivel del mar generd salidas de agua hacia el Mediterrdneo a
través de las Encafiizadas y el Estacio durante un periodo de unos 20 dias. Las diferencias de
salinidad entre el agua dulce que entrd durante las lluvias y el agua de la laguna favorecieron la
estratificacion de la masa de agua (Romero-Diaz y Pérez Morales, 2021). Se detecté una masa
de agua somera, de baja salinidad, con un nuevo proceso de eutrofizacion en marcha, que se
incrementd aun mas con el aporte de nutrientes arrastrados por el agua de lluvia, y por otro
lado, una masa de agua profunda, de alta salinidad, donde la descomposicion de la materia
orgdanica iniciada meses antes seguia su curso provocando situaciones extremas de anoxia y
generacion de compuestos toxicos a partir del metabolismo de las bacterias anaerobias

dominantes en esa capa de agua. Una vez equilibrada la salida masiva de agua entre el Mar
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Menor y el Mediterraneo, debido a la situacién anticicldnica se produjo un periodo de tiempo

sin practicamente intercambio de agua entre ambas masas de agua (Gilabert, J., com pers).

Es probable que la reinfeccion de individuos en diferentes zonas de la laguna, observada en
noviembre de 2019 (Nebot-Colomer et al. ,2021), se debiera a la activacién de formas de
resistencia del pardsito, presentes en el Mar Menor desde su primera entrada en 2017, durante

el nuevo episodio de baja salinidad.

En octubre de 2019, un movimiento basculante de esta masa andxica y tdxica, favorecido por
los vientos dominantes, provocéd un nuevo evento de mortandad masiva de peces e
invertebrados que afecté a la colonia de nacra situada en el "punto cero" de este afloramiento:

la Playa de Villananitos.

En agosto de 2021, se detectd un nuevo proceso de anoxia en diferentes zonas del fondo de la
laguna, de nuevo relacionado con un exceso de nutrientes en el agua y periodos de
eutrofizacién. En esta ocasién, una situacién de hipoxia prolongada afectd a zonas someras
proximas a La Manga del Mar Menor, provocando una situacién de estrés en las colonias

situadas en esa zona con una mortalidad del 14,3% (Cortés et al., 2021).

En cuanto al uso de SDM para caracterizar la distribucion espacial de P. nobilis, Katsanevakis y
Thessalou-Legaki (2009) estiman la densidad de P. nobilis en la bahia de Souda utilizando un
modelo GAM; Rabaoui et al. (2010) hacen lo propio utilizando modelos GLM y GAM en Tunez, y
comparan sus resultados con otros trabajos en el Mediterraneo; en Espafia, Vazquez-Luis et al.
(2014) utilizan regresién-kriging para predecir la distribucion potencial en el Parque Nacional de
Cabrera y Giménez-Casalduero et al. (2020) utilizan RFRK en dos etapas para caracterizar su
evolucidn temporal y distribucién espacial en 2003 y 2016 en la laguna del Mar Menor. Hemos
visto en este estudio que los estadisticos de bondad de ajuste obtenidos por RFRK indican una
mayor precision que los de los modelos GLM y GAM; asi, RFRK es una buena alternativa a los
métodos SDMs normalmente utilizados. Los mejores resultados pueden atribuirse a su mayor
flexibilidad para ajustar relaciones altamente no lineales (Figs. 1.21y 1.22) y a la incorporacién
de la autocorrelacion espacial, frente a los métodos puramente globales, lo que puede mejorar
la prediccidn en situaciones en las que la distribucién espacial de las especies muestra una alta

concentracion en zonas localizadas.

Para mantener la viabilidad de la poblacidn de nacras en el Mar Menor y lograr su recuperacion

se han disefiado diferentes actuaciones tanto in situ como ex situ.
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Las actuaciones in situ incluyen el seguimiento de la poblacién actual y la vigilancia frente a
eventos criticos puntuales que puedan afectar a dreas concretas de su distribucion, junto con la
caracterizacién de dreas adecuadas para su supervivencia donde poder translocar ejemplares
en peligro, asi como el seguimiento de eventos reproductivos y el reclutamiento de juveniles

mediante colectores larvarios.

La deteccién de sucesivos eventos reproductivos anuales junto con la observacién de la
viabilidad de gametos y diferentes estadios larvarios (obs pers) indica que puede existir un
reclutamiento efectivo. Aunque no se han obtenido larvas en los colectores larvarios, se han
observado juveniles en diferentes zonas de la laguna. En 2021 se detectd la presencia de un
ejemplar (etiqueta: 331 Bis) que posiblemente sea de nuevo reclutamiento. La edad estimada
es de aproximadamente 2 afios y no fue detectado durante el marcaje del ejemplar n2 331, en

2019 aun estando a menos de 30 cm de este (Cortés et al., 2021).

El deterioro de la calidad ambiental afecta directamente a la efectividad reproductiva. Por un
lado, la viabilidad de las larvas se ve limitada en un medio acuatico con altas concentraciones
bacterianas (Helm et al, 2006) como consecuencia de procesos de eutrofizacion y anoxia. Por
otro lado, cuando el evento reproductivo tiene éxito y los juveniles se asientan, a menudo se
ven afectados por la depredacion, causada principalmente por gasterépodos como Hexaplex

trunculus (obs pers).

Entre las actuaciones ex situ que podrian considerarse mas eficaces para la recuperacion de la
especie no solo en el Mar Menor, sino en toda su drea de distribucién, destacan el
establecimiento de protocolos de mantenimiento y reproduccién en cautividad, asi como la
experimentacidon en protocolos de criogenizacién, encaminados a conservar en el tiempo

gametos, embriones y larvas trocéforas de la especie.

Todas estas acciones encaminadas a la recuperacién de la especie no tienen sentido si no van
acompafadas de un conjunto de medidas eficaces encaminadas a mejorar las condiciones

ambientales de la laguna, que a dia de hoy siguen siendo inestables.

Recuperar el Mar Menor pristino de los afios 50 y 60 parece una tarea imposible, pero alcanzar
el estado ambiental observado en la laguna durante la época dorada de las nacras, en los afios
90 y la primera década de este siglo, sélo requiere que politica y sentido comun vayan de la

mano.
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1.6 CONCLUSIONES

En esta contribucidn se ha estudiado la distribucidn espacial de P. nobilis desde su entrada en la
laguna y posteriores periodos de colonizacidn y expansion hasta la actualidad, incluyendo los

factores que determinan su regresion y/o supervivencia.

- El marco de modelizacién utilizado en este estudio, basado en un modelo RFRK de dos
etapas, ha resultado determinante para caracterizar la distribucién espacial de las
especies como variable de apoyo para la planificacién y gestion del uso del suelo.

- Los ejemplares de nacra de mayor tamano y las concentraciones de mayor densidad se
encontraban en las areas de mayor profundidad en la laguna, antes del colapso
ambiental. Podian considerarse como zonas “refugio” protegidas de la presion de las
redes de “pantasana” y de la extraccion de turistas y furtivos.

- La concentracién de grava en sedimento era uno de los factores que determinaba la
presencia de ejemplares en el periodo pre-colapso, debido a la necesidad de anclaje
mediante el viso de los juveniles en la fase de asentamiento.

- Otro de los factores ambientales determinantes que explican la distribucién de la
especie en la laguna en los afios previos al colapso ambiental de 2016 era la distancia al
Estacio y las Encafiizadas como vias de entrada de larvas a la laguna procedentes de Ia
poblacién Mediterranea.

- La mortandad masiva producida por el patdégeno Haplosporidium pinnae en las
poblaciones Mediterraneas no afecté en la misma medida a la poblacidn lagunar

- Tras el episodio de crisis de eutrofizacidn se produjo una mortandad total de ejemplares
por debajo de los 3 m de profundidad

- La talla media de los individuos supervivientes disminuyé de los 41,32 cm a los 33,57
cm.

- Enla actualidad, la poblacién estimada no supera los 1.500 ejemplares y el nimero de
ejemplares etiquetados y geolocalizados no llega a 600, por lo que se estima que la
mortandad de la especie en la poblacién lagunar desde 2016 supera el 99,9%-

- Se han identificado las diferentes presiones antrdpicas que afectan a la poblacién
lagunar. La inestabilidad del sistema debido a eventos de eutrofizacidn, el vandalismo,
la extraccidn ilegal de ejemplares sanos y el calado de redes ilegales en zonas de nacra
por parte de algunos pescadores, amenazan la supervivencia de la especie en el Mar
Menor.

- Tras el colapso ambiental la distribucidén de especie estuvo marcada por la profundidad,

pero con un cambio determinante de patrén en relacién al periodo pre-colapso
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- La distancia a los canales de conexidn paso de ser un factor determinante para la
interpretacidn de la alta densidad de ejemplares a un factor de ausencia de individuos,
debido a la mayor probabilidad de entrada del patégeno desde el Mediterraneo.

- Se ha contrastado la mortandad de nucleos poblacionales relacionada con la entrada de
agua masiva desde el Mediterrdneo en momentos de baja salinidad debido a la entrada
del patégeno H. pinnae.

- El efecto de la caida de salinidad es determinante para la presencia de la especie. Las
soluciones propuestas, como el dragado de los canales de conexién de las golas, podrian
provocar una disminucion de la salinidad al permitir la entrada de agua del
Mediterrdneo, lo que favoreceria la propagacién del patédgeno y la desaparicion de los
ejemplares supervivientes.

- La supervivencia de la especie en el Mar Menor depende de unas condiciones
ambientales adecuadas, sobre todo en los factores determinantes como son la
salinidad, o concentracién de oxigeno, al igual que el régimen de intercambio de aguas
con el Mediterraneo. Por lo tanto, la aplicacion de las medidas necesarias para
garantizar la recuperacion de la laguna y la restauracién de la poblacién de nacra se
contempla como una prioridad.

- Estos resultados obtenidos en la identificacion de factores ambientales son
determinantes a la hora de identificar los “puntos calientes” de supervivencia de la
especie y el umbral de tolerancia de los diferentes factores ambientales a partir de los
cuales se produce la muerte de los ejemplares en las zonas que han sobrevivido a la

pandemia de Haplosporidium pinnae.

La supervivencia de la especie en el Mar Menor depende de unas condiciones ambientales
adecuadas. Por lo tanto, la aplicacion de las medidas necesarias para garantizar la
recuperacion de la laguna vy la restauracion de la poblacién de nacra se contempla como una

prioridad.
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CAPITULO 2. AVANCES EN EL MANTENIMIENTO EX SITU DE Pinna
nobilis L., 1758
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2.1 RESUMEN

El trabajo con especies en situacidn critica como es el caso de Pinna nobilis, requiere una
estrategia completa de medidas in situ y ex situ en el intento de garantizar la viabilidad de la
especie en el tiempo. Hay especies en las que resulta sencillo el trabajo ex situ, presentando
escasos problemas asociados a su mantenimiento. Hay otras en las que el simple hecho de que
se mantengan vivas a largo plazo resulta practicamente imposible y llegar a conocer los factores
clave que lo permitan supone un esfuerzo considerable que requiere tiempo, un tiempo que en
el caso de especies en peligro critico es muy valioso. Este es el caso de la nacra. Después de casi
seis afos de mantenimiento de ejemplares en laboratorio, se comienzan a entender sus
necesidades fisiolégicas. En este capitulo se han identificado las condiciones ambientales
adecuadas que garantizan la ausencia de estrés ex situ. Del mismo modo se ha profundizado en
los aspectos técnicos necesarios para el mantenimiento de ejemplares en un ambiente de
calidad y se estd avanzando en el desarrollo de dietas capaces de garantizar los aportes
nutricionales correctos que posiblemente sean la piedra angular que proporcione garantias de

mantenimiento a largo plazo.

PALABRAS CLAVE: Pinna nobilis — Sistemas de recirculacion - Mantenimiento en cautividad —

Acuariologia - Desarrollo de dietas — Tratamiento de salinidad.
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2.1 ABSTRACT

Working with species in a critical situation, such as Pinna nobilis, requires a
comprehensive strategy of in situ and ex situ measures to guarantee the viability of the species
over time. There are species for which ex situ work is simple, with few problems associated with
their maintenance. There are others for which simply keeping them alive in the long term is
practically impossible, and getting to know the key factors that make this possible is a
considerable effort that requires time, time that in the case of critically endangered species is
very valuable. This is the case of Pinna nobilis. After almost six years of keeping specimens in the
laboratory, their physiological needs are beginning to be understood. This chapter has identified
the appropriate environmental conditions that guarantee the absence of ex situ stress. In the
same way, the technical aspects necessary for the maintenance of specimens in a quality
environment have been studied in depth and progress is being made in the development of diets
capable of guaranteeing the correct nutritional intake, which may be the cornerstone that

provides guarantees of long-term maintenance.

KEY WORDS: Pinna nobilis - Diet development - Captive husbandry - Aquariology - Diet

development - Recirculation systems - Salinity treatment.
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2.2 INTRODUCCION

La pérdida de biodiversidad global ha llevado a la extincién de cientos de especies, por lo que es
necesario abordar acciones de conservacién tanto in situ como ex situ para mitigar las amenazas

a las especies consideradas (Gilbert et al., 2017).

En cuanto a las actuaciones in situ para la conservacién de P. nobilis, es de vital importancia el
seguimiento de las poblaciones, asi como el estudio de sus amenazas, las condiciones iddneas
para la supervivencia de los individuos, identificacidon de las dreas potenciales y conocimiento
exhaustivo de su capacidad reproductiva (MITECO, 2022). Por otro lado, en relacién con las
actuaciones ex situ, dada la gran accesibilidad de las poblaciones de nacra, son fundamentales
las acciones de divulgacion y ciencia ciudadana dirigidas a la ciudadania, al sector pesquero,
turistico o agricola, para concienciar sobre la importancia ecoldgica de P. nobilis ademas de
implicarlos en su conservacién. Otra medida ex situ ampliamente utilizada en la conservacion de
especies tanto marinas como terrestres corresponde a la cria y mantenimiento de ejemplares
en cautividad, con el objetivo principal de "ganar tiempo hasta que la amenaza en el medio

natural termine" (Gilbert et al., 2017).

Debido a la elevada mortalidad de individuos en el medio natural, la cria y mantenimiento de P.
nobilis en laboratorio parece ser una de las acciones mas importantes para la conservacion de
la especie. Ante la situacion de alta mortalidad de individuos tanto en el Mediterrdaneo como en
la laguna del Mar Menor, se propuso como meta, conservar un stock de individuos en
laboratorio. En relacion a la poblacion Mediterranea, en 2017 se aprobd una campaiia de rescate
de ejemplares procedentes de Cataluiia, llevandolos a 5 instituciones para su mantenimiento en
cautividad, de los cuales hubo una mortandad generalizada a las pocas semanas (Prado et al.,

2020c; MITECO, 2022).

Respecto a los ejemplares del Mar Menor, varios individuos se trasladaron a las instalaciones
del Acuario de la Universidad de Murcia, con el objetivo de mantener un stock de supervivientes,
y rescatar ejemplares en riesgo de supervivencia, debido a diferentes causas. El Acuario de la
Universidad de Murcia es un centro de investigacion promovido por la Universidad de Murcia
qgue combina la investigacion, y las acciones de conservacidn con la divulgacién, la docenciay la
transferencia en el Acuario abierto al publico en general. El Acuario participa en diversos
proyectos dedicados a la conservacidon de especies y habitats acudticos entre los cuales es
interesante destacar el “Banco de Especies Protegidas y Singulares del Mar Menor” (S/Ref.

Decreto 65//2020) promovido por la Direccion General del Mar Menor, de la Consejeria de Agua,
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Agricultura, Ganaderia, Pesca y Medio Ambiente (CARM). En el marco de este ultimo vy
conjuntamente con los proyectos RECUPERA PINNA financiado por la Fundaciéon Biodiversidad
del Ministerio de Transicion Ecoldgica y Cambio demogréfica (MITECO) y LIFE PINNARCA (LIFE20-
NAT/ES/001265) a nivel europeo, desde 2019 se han trasladado a las instalaciones del Acuario
algunos ejemplares de Pinna nobilis, procedentes del Mar Menor, debido a la alarmante
situacién que atraviesa la especie y con objeto de avanzar en el conocimiento de la supervivencia

de esta especie.

El cultivo y mantenimiento de bivalvos en laboratorio se ha estudiado y aplicado ampliamente
en relacidn con entornos marinos, fluviales y de estuarios (Dumbauld et al., 2009). Durante
muchos afos se han puesto a punto cultivos de distintas especies, con el objetivo de restaurar
poblaciones en regresién, como la almeja gigante en Filipinas (Tridacna gigas) (Gomez y Mingoa-
Licuanan, 2006), las almejas de rio en Espafia (Nakamura et al., 2019), o la ostra (Ostrea edulis)
(Colsoul et al., 2021) entre otras. Sin embargo, en comparacién con estas especies, P. nobilis
sigue siendo considerablemente desconocida en este campo. Existen algunos estudios sobre el
cultivo de P. nobilis en cajas suspendidas en el medio marino, como en el Mar Egeo (Acarli et al.,

2011) o en el Adriatico (KoZul et al., 2013).

Prado et al. (2020c) estudiaron las tasas de crecimiento y supervivencia de los juveniles en
funcion de la composiciéon de la dieta. Ademas, Trigos et al. (2018) realizaron la descripcion de
las primeras fases de desarrollo larvario de P. nobilis en condiciones de cautividad. En cuanto a
estudios en adultos, existen experimentos a corto plazo como el de Hernandis et al. (2018) en el
gue mantuvieron nacras en laboratorio durante 71 dias, estudiando los cambios en los patrones
de apertura de las valvas y Hernandis et al, 2023 aportaron nuevos conocimientos sobre la
puesta a punto del proceso de maduracion de ejemplares en cautividad. Aun teniendo en cuenta
su situacioén critica, hasta el momento no hay registros sobre el mantenimiento a largo plazo, ni

sobre las condiciones éptimas para ello.

Pinna rudis, es una especie perteneciente al mismo género que P. nobilis, con la que comparte
area de distribucion en el Mediterraneo, por lo que puede servir como modelo de estudio para
P. nobilis. En relacidon a esta especie, también existen trabajos sobre su cultivo en el medio
marino, concretamente en la costa de Alicante (Espafia) (Hernandis et al., 2021b). Sin embargo,
la informacidn sobre el mantenimiento en laboratorio también es limitada. Hernandis et al.
(2022) estudiaron el Ambito de Crecimiento (Scope for Growth, SFG) y las necesidades
alimentarias de P. rudis en cautividad, proporcionando la primera estimacion para Pinna spp. y

ofreciendo algunos datos sobre la dieta de los individuos.
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Ademas de la falta de informacién disponible sobre el mantenimiento de Pinna nobilis en
cautividad, estos ultimos afios, se han observado problemas de mantenimiento debido a pulsos
de mortalidad relacionados con la infeccidn por patégenos como Vibrio mediterranei o H. pinnae
en las instalaciones (Prado et al., 2020a). Incluso, el desconocimiento de la dieta apropiada, con
el perfil nutricional correcto, que satisfaga los requerimientos de la especie y su alta sensibilidad
a infecciones relacionadas con condiciones ambientales no adecuadas en los tanques, pueden

suponer importantes retos para el mantenimiento en cautividad.

El objetivo de este trabajo es avanzar en el estudio de las condiciones dptimas para el
mantenimiento de P. nobilis en sistema cerrado y elaborar un protocolo de mantenimiento para
esta especie a partir de los estudios realizados tras varios afios de conservacion de individuos en
el Acuario de la Universidad de Murcia. Para ello se van a tratar aspectos técnicos como el disefio
del tanque, la seleccidén del sustrato, el tratamiento del agua y otros parametros ambientales en

el sistema.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Diseio de los tanques

En las instalaciones del Acuario de la Universidad de Murcia hay cuatro sistemas en los que se
mantienen nacras (PIN1, PIN2, PIN3 y NP4; integrados en el Proyecto Banco de especies del Mar
Menor, (Tabla 2.1) todos ellos fabricados en vidrio sellado con silicona. El volumen de los
tanques especificos para nacra es elevado (980 litros para todos excepto NP4, con 1400 litros)
con el objetivo de mantener con mayor facilidad la estabilidad de los parametros fisicos y
guimicos en la masa de agua. La relacion anchura-altura de los tanques es elevada (Tabla 2.1);
de esta forma, al tener una mayor anchura, se crea una mayor superficie de agua que favorece

el intercambio de oxigeno con la atmdsfera.

Tabla 2.1. Dimensiones y volumen de cada tanque dedicado al mantenimiento de P. nobilis.

Tanque L(cm) H(cm) W(cm) W/H Volumen (l) Volumen del Sistema (l)

PIN1 200 70 70 1 980 3695
PIN2 200 70 70 1 980 3650
PIN3 200 70 70 1 980 3680
NP4 200 100 70 0.7 1400 1565

Los tanques PIN1, PIN2 y PIN3 estan integrados en tres sistemas diferentes de tratamiento de
agua junto con otros dos depdsitos, con lo que el volumen de agua del sistema oscila entre 3.600
y 3.700 litros. En el caso del NP4, se trata de un tanque con un sistema de agua independiente,

de unos 1.500 litros (Tabla 2.1).

2.3.2 Sustrato

En los diferentes sistemas se han utilizado dos tipos de sustrato, atendiendo a su granulometria,
procedentes de dos zonas del Mar Menor: la Isla del Bardn y Pueblo Calido. En ambas, la fraccion
de arena gruesa (particulas entre 2 y 0,5 mm de didmetro) es mayoritaria, seguida de la fraccion
de grava (>2 mm) (Tabla 2.2). El predominio de los granos de tamafio grueso es muy importante
para que el sustrato no se colmate. Ademas, teniendo en cuenta la ecologia de la especie, se
sabe que P. nobilis necesita particulas gruesas para anclar el biso (Capitulo 1 del presente
trabajo). Por otro lado, estos sustratos se caracterizan por tener un porcentaje de materia

organica (MO) en torno al 2,3% (Tabla 2.2).
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Tabla 2.2 Granulometria de los sustratos utilizados en los sistemas procedentes de dos localidades del Mar Menor.
Escala granulométrica de Wentworth (Wentworth, 1922): Grava (G), Arena gruesa (CS), Arena media (MS), Arena fina
(FS) y Limo (S). Porcentaje de materia organica (MO) en el sedimento, obtenido mediante el método de calcinacion
(Barcel6 et al., 2008; Karlson et al., 2020).

Fraccion (%) Baron Pueblo Calido Media
G (>2mm) 16.20 38.44 27.32
CS(2-0.5mm) 80.13 51.50 65.81
MS (0.5 - 0.25 mm) 0,84 6.95 3,89
FS (0.25-0.063 mm) 0.00 0.74 0.37
S (< 0.063 mm) 2.84 2.37 2.61
MO (%) 2.77 1.83 2.30

2.3.3 Agua

En instalaciones lejos del mar, debido a la limitada disponibilidad de agua de mar de alta calidad,
se hace necesario el uso de agua de mar artificial para el mantenimiento de organismos marinos,
convirtiéndola en una opcién preferente (Harrison y Berges, 2005). Asi, el agua utilizada para el
mantenimiento de P. nobilis es agua artificial, agua filtrada por dsmosis a la que se afiade sal
artificial en funcién de la salinidad deseada en el tanque. En este trabajo se ha utilizado sal

marina sintética TMC ProReef.

2.3.4 Sistemas de filtrado

El disefio del sistema de tanques para moluscos bivalvos debe atender a los procedimientos y
mecanismos que garanticen una calidad apropiada del agua y un suministro adecuado de
alimento (Kamermans, 2016). La eleccion del sistema de filtrado para tanques de
mantenimiento de bivalvos en circuito cerrado debe tener en cuenta los requisitos de calidad
del agua necesarios para garantizar la salud y el buen estado de los ejemplares segun la especie

seleccionada (Colt y Huguenin, 2002).

Es importante comprender la funcidn de cada elemento de filtracidon con el objeto de seleccionar
la secuencia de filtrado correcta que normalmente incluird elementos filtrantes mecdnicos,
quimicos y bioldgicos (Henley et al., 2002). Los tanques del Acuario dedicados al mantenimiento
de P. nobilis se integran en cuatro sistemas de filtrado (Fig. 2.1), uno para cada tanque (PIN1,

PIN2, PIN3 y NP4).

75



CAPITULO 2: MANTENIMIENTO

Todos los sistemas de filtrado utilizados, excepto el usado en PN4, estan compuestos por una
secuencia comun en la que se combina filtracién mecanica, quimica y biolégica con el uso de

esterilizacidon germicida U.V.

A

Tank
biological filtration

l (dry-wet)

e
3Lau
., —
mechanical filtration biological filtration temperature germicidal filtration
(fluid bed) control (U.v)

chemical filtration
(skimmer)

Figura 2.1 Sistema de filtrado y regulacion de temperatura (Cortés et al., 2023).

2.3.4.1 Filtracion mecdnica: La filtracidn mecanica consiste en hacer pasar el agua a través de
un material filtrante inerte que retiene particulas de diferentes tamafios suspendidas en el agua
del sistema, dependiendo de la porosidad del material (Mac Millan et al., 1994). Es esencial
eliminar rdpida y eficazmente los residuos sdélidos del sistema con el fin de evitar que se
degraden y conviertan en compuestos indeseables que puedan contaminar el agua (Turcios y

Papenbrock, 2014).

El tipo de filtro necesario depende de i) el caudal de agua a tratar, directamente relacionado con
el volumen del sistema, ii) el tamafio de las particulas a eliminar y iii) la transparencia requerida
del agua. En algunos sistemas, la filtracion mecanica es la fase mas crucial y puede determinar

la supervivencia de los organismos mantenidos.

En los sistemas disefiados para mantenimiento de nacras en el Acuario UMU se utilizaron cuatro

“calcetines” filtrantes de entre 50 y 150 um en cada uno de los sistemas de filtracion.
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2.3.4.2 Filtracién quimica: Consiste en la captacién y eliminacion de determinados elementos
no deseables, presentes en el agua del acuario, mediante interaccién quimica a nivel molecular

con el material filtrante.

Uno de los principales elementos de filtracion quimica ampliamente utilizado en sistemas de
recirculacién es el skimmer y su funcionamiento se basa en el principio de la hidrofobicidad. Las
moléculas organicas pueden ser hidrofébicas (como el metano, los aceites, las grasas, el
colesterol, el éter, las vitaminas A, D, E, K, los CFC, etc.), hidrofilicas (como el azucar, la sal, el
etileno, el etilenglicol, |a glicerina, la glucosa, el amonio, los aminodcidos, las vitaminas B6, B12,
la biotina, la niacina, etc.) o anfipaticas, que presentan una parte hidrofébica y otra hidrofilica
(como 4acidos grasos, proteinas, detergentes, etc.). El skimmer funciona aprovechando la
afinidad de la parte hidrofdbica de las moléculas anfipaticas por la zona aérea presente en una
burbuja (Tzirita, 2012). Entre los factores importantes a tener presentes para el correcto
funcionamiento del skimmer se encuentran: i) el tiempo de contacto para la absorcidn, ii) la
formacién de la espuma, iii) el estallido de las burbujas y iv) la recogida de la espuma (Delbeek

y Sprung, 1994).

Otro ejemplo de elemento filtrante quimico muy extendido en los sistemas de recirculacién es
el carbon activo. El funcionamiento del carbén activo se basa en tres niveles: i) adsorcion, donde
el carbdn activo atrae moléculas con las que interactua por fuerzas de Vanderwall; ii) absorcidn,
donde se produce una difusiéon de gases o compuestos en el poro donde tiene lugar una reaccion
quimica que los retiene o transforma (O3 = O,); iii) adsorcién quimica, que implica la formacion

de puentes quimicos irreversibles entre el adsorbato y la superficie del carbdn (Spotte, 1992).

El carbon activo actia sobre los compuestos orgdnicos disueltos como el carbono organico
(COD), el ozono, medicamentos e incluso algunos oligoelementos presentes en la composicién
del agua de mar (Fossa y Nilsen, 1996). Es por ello, que el uso de carbdn activo en los tanques
del Acuario esta sujeto a un protocolo que limita el filtrado de agua por carbdn activo a solo dos
dias al mes. Con esos dos dias es suficiente para retirar del agua compuestos indeseables

acumulados en el transcurso de los diferentes procesos vitales de los organismos mantenidos.

2.3.4.3 Filtracion bioldgica: El proceso de filtracion en el que intervienen organismos vivos como
elemento filtrante se conoce como filtracion bioldgica. En sistemas cerrados, el proceso de
filtracidn biolégica mas importante tiene por objeto eliminar los compuestos téxicos derivados
del nitrégeno. La filtracién bioldgica de compuestos nitrogenados consiste en una serie de pasos

en los que los compuestos organicos de nitrégeno son mineralizados, convertidos en nitrégeno
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inorganico en sucesivas etapas de oxidacion, y finalmente eliminados por dos vias: i) Mediante
una compleja reaccién bioquimica, que implica la liberacidn final como nitrégeno atmosférico;
ii) Asimilados por algas y plantas tras una reduccién parcial. Los procesos que tienen lugar en un
sistema completo de filtracidon bioldgica son Mineralizacion, Nitrificacidon, Desnitrificacidn y

Asimilaciéon (Samer, 2015).

La mineralizacion es el proceso en el que el nitrdgeno organico se convierte en inorganico por la
accién de los organismos vivos. Ciertos organismos utilizan aminodcidos como fuente de
carbono, y el primer paso en la transformacién es la separacién del grupo amino para formar un
acido organico. Diferentes tipos de organismos llevan a cabo estos procesos de mineralizacidn,
que incluyen la transaminacidn (intercambio de grupos amino), la deshidrogenacién (formacion
de amoniaco liberando un acido organico), la descarboxilaciéon (transformacion del grupo
carboxilo en diéxido de carbono, mientras el aminoacido permanece como grupo amino) y la
desaminaciéon (eliminacidn del grupo amino liberando un acido organico y amoniaco). Cada
proceso involucra a un grupo concreto de enzimas y determinados microorganismos pueden

llevar a cabo mas de un proceso (Jansson y Persson, 1982).

La nitrificacion es un proceso clave en la filtraciéon bioldgica, debido a que consiste en la
transformacidn del amoniaco, un compuesto muy téxico, en compuestos menos toxicos. Implica
la oxidacion secuencial del amoniaco en nitrito y este posteriormente en nitrato. Este proceso
lo llevan a cabo principalmente dos grupos de bacterias: las bacterias oxidantes del amoniaco
en medio acuatico, como Nitrosospira sp., y las bacterias oxidantes del nitrito en medio acuatico,
como Nitrospira gracilis (Abeliovich, 2006). Sin embargo, la eficiencia de la mineralizacion y
nitrificacion en lechos filtrantes puede verse alterada por factores que limitan el crecimiento de
bacterias nitrificantes o inhiben sus actividades bioquimicas. Algunos de estos factores son la
superficie util con posibilidad de ser colonizada por bacterias nitrificantes, la presencia de
téxicos en el agua, la concentracion de oxigeno y CO; disueltos, la temperatura, la salinidad y el

pH (Thiel, 1989).

La desnitrificacion es el proceso de transformacion del nitrato a través de una via reductora,
hasta su completa eliminacién del sistema. Existen dos rutas de desnitrificacién: la ruta
desasimilatoria, en la que el NOs™ sirve como aceptor final de electrones sin ser asimilado por el
microorganismo, y la ruta asimilatoria, que es llevada a cabo por organismos que utilizan NO3’,
NO, y N, para la biosintesis celular, plantas y algas, por ejemplo. Los factores que afectan a la
desasimilacién incluyen fuentes de carbono como el Carbono Organico Disuelto (COD), etanol,

metanol, glucosa, malato y acetato; los niveles de oxigeno disuelto, ya que inhiben la accion de
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las enzimas implicadas en la desnitrificacion; el pH y la temperatura. Es probable que la
desnitrificacién sea tan eficaz como la nitrificacion en los mismos rangos de pH y temperatura

(Bothe et al., 2006).

Por ultimo, la asimilacién la realizan principalmente las plantas y las algas. En los sistemas
cerrados es interesante disponer de zonas especialmente acondicionadas como filtros de algas.
Se basan en la asimilacidn y retencidn en los tejidos vegetales de nitrégeno inorganico, fésforo,
urea, etc. Las algas liberan al medio vitaminas y aminoacidos beneficiosos para bacterias y peces.
Por otra parte, puede existir cierto problema en la liberacién al medio de entre el 1y el 5% del

carbono fijado durante la fotosintesis, lo que favorece la eutrofizacién (Boyd y Tucker, 2012).

La filtracion bioldgica elegida para los acuarios destinados a mantener nacras consta de dos
etapas. La primera es un filtro de lecho fluido, en el que la corriente de agua pasa a través de un
lecho de arena de una granulometria entre 2 y 3 mm, colonizado por bacterias nitrificantes. La
segunda etapa es un filtro seco-humedo, en el que se produce un goteo constante de agua del
sistema procedente del lecho fluido, sobre un sustrato de biobolas. Ambos sustratos, la arena
del lecho fluido y las biobolas, son materiales filtrantes 6ptimos para ser colonizados por
bacterias nitrificantes del ciclo del nitrégeno (Spotte, 1992; Delbeek y Sprung, 1994 y Fossad y
Nilsen, 1996). La capacidad de oxidacién del amoniaco hasta nitrato de los filtros de lecho fluido
es superior a la de los seco-himedos, aunque al ser filtros sumergidos las bacterias aerobias
obtienen el oxigeno directamente del agua (Rehman, 2016). En los filtros seco-himedos hay una
constante aireacion del agua durante el goteo de una biobola a otra. Al utilizar la secuencia lecho
fluido — seco-humedo, la nitrificacién, habitualmente tendrd lugar en la primera etapa (lecho
fluido) mientras que, en la segunda etapa, el paso de agua a través de las biobolas ayudara a
volver a oxigenar el agua hasta niveles préximos a la saturacién (Spotte, 1992). La cantidad de
bacterias nitrificantes en el filtro depende de la biomasa que hay en el sistema y la cantidad de
alimento que se le proporciona (Fdez.-Polanco et al., 1994) Al contar con las dos etapas de
filtracidn bioldgica se asegura que en el caso de que aparezca un pico de amoniaco pude haber
capacidad de respuesta rdpida por parte de las colonias de bacterias que podrian colonizar los

sustratos disponibles.

Los sistemas de filtracion bioldgica disefiados para el mantenimiento de nacras aseguraron la
calidad de agua ante unos niveles de exigencia altos debidos a la abundante tasa de alimentacion

requerida.

79



CAPITULO 2: MANTENIMIENTO

No Atmosphere

T T —— T = = -
Dead organisms
Uneaten food
) - T
Animals @Q | Np or N2O

AN
_Denitrification

Mineralization A

|
& i
i

kxcrelion

Urea  ' Total
i Uric acid.: Mineralization ,NH4'N_

° \
\
\
\

: A \
Mineralization

' NOa-N

Excretion

. Proteins '

Excretion

Amino acids

Plants

Figura 2.2: Ciclo del Nitrégeno en sistemas marinos. (Spotte,1979).

2.3.4.4 Filtracidn germicida: Ultravioleta es un término utilizado para describir las longitudes de
onda comprendidas entre la gama azul-violeta del espectro visible y las longitudes de onda mas
cortas o rayos X. El espectro ultravioleta se divide en tres bandas distintas: UVa de 315 a 400
nm, UVb de 280 a 315 nm y UVc de 200 a 280 nm. Esta ultima se conoce como longitud de onda
germicida por su capacidad para destruir microorganismos. Los tubos UV utilizados como
germicidas en sistemas de recirculacion, emiten una amplia gama de UV enfocados a unos 253,7
nm, la longitud de onda mas efectiva como germicida (Garcia-Carpintero et al., 2020). Estos
garantizan la calidad del agua, libre de patégenos, de origen bacteriano o virico principalmente.

(Yanong, 2003; Xiao et al., 2019)

El funcionamiento eficaz de estos tubos viene determinado principalmente por cuatro factores:
temperatura, turbidez, caudal y potencia de la fuente de radiacién UV (Spotte, 1992). La
temperatura a la que mejor funcionan los filtros germicidas es en torno a los 409C, siendo ésta
la 6ptima para destruir el ADN de los patégenos (Spotte, 1992). Sin embargo, esta temperatura
elevada del agua no puede aplicarse al sistema de tanques, por lo que se trabaja con

temperaturas mas bajas. En cuanto a la turbidez, hay que tener en cuenta que un exceso de
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turbidez en el agua hace que los tubos UV sean menos efectivos (Thiel, 1989). Por otro lado, en
cuanto al caudal de circulacién del agua, se sabe que cuanto mds tiempo tarde el sistema en
recorrer el agua, mds tiempo estard expuesta a la luz UV y, por tanto, serd mas efectiva. En este
sentido, en funcién del volumen de los tanques y del caudal de filtracion donde se intercala la
[dmpara germicida, se calcula la potencia en vatios necesaria de radiacion UV y se regula el
caudal para conseguir los diferentes niveles de esterilizaciéon (5 niveles en efecto germicida
seglin TMC para lamparas UV). Cuanto mayor sea la potencia de la lampara germicida y menor
el caudal, mas eficaz serd el efecto germicida. En las instalaciones del Acuario, los sistemas de
mantenimiento de nacras se han disefiado para alcanzar un nivel de esterilizaciéon préximo a 4,

en el que las bacterias y los virus circulantes se eliminan casi por completo.

La esterilizacion germicida desempefia una labor fundamental en el mantenimiento de especies
con una sensibilidad especial ante bacterias del género Vibrio, como puede ser el caso de Pinna
nobilis (Prado et al.,2020c). En los sistemas disefiados para el mantenimiento de ejemplares en
laboratorio se utilizan sistemas de esterilizacidon germicida que incluyen niveles de esterilizacion

entre3y5.
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Tabla 2.3: Niveles de esterilizacién germicida segin Tropical Marine Centre. https://www.tropicalmarinecentre.com/es/biosystem/filtration/equipos/sistemas-de-filtrado-por-luz-uv

Nivel de aplicacion Efecto de Tipo y talla de patégenos Dosis UV (intensidad x Tiempo de exposicion)
esterilizacion U.V
5 ml/ MWsec/ uWsec/ Flujo
Pequefios a grandes 2 2 2 3
cm cm cm m
Virus Bacterias Algas Levaduras Protozoos

1 Controlado Algunas sp. Muchas sp. Muchas sp. Algunas sp. No <10 <10 <10 000 >6m3/h
2 Desactivado Algunas sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Muchas sp. No 15 15 15 000 4m3/h
3 Desactivado Muchas sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Algunas sp. 30 30 30 000 2m3/h
4 Letal Mayoria sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Algunas sp. 100 100 100 000 0.6m3/h
5 Letal Mayoria sp.. Mayoria sp. Mayoria sp. Mayoria sp. Muchas sp. 200 200 200 000 0.3m3/h

Con el fin de identificar el nimero de tubos germicidas (55w) necesarios para un sistema concreto, para alcanzar el nivel de esterilizacion deseado, teniendo
en cuenta los patdgenos que se desean eliminar es necesario:

Seleccionar el nivel de esterilizacion requerido (Tabla 2.3).

Decidir el caudal necesario en m® h'! para el nivel seleccionado (Tabla 2.3).

Dividir el caudal necesario por el caudal por lampara indicado en la tabla 2.3, para el nivel de aplicacién seleccionado.
El resultado es el nimero de ldmparas de 55w necesarias.

i A
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2.3.5 Elementos de control de Temperatura

Los elementos de control de temperatura se incorporan a los filtros. En el caso de los sistemas
disefiados para mantener nacras se eligié un medidor controlador de temperatura que actuaba
sobre un enfriador con intercambiador de titanio y un calentador de titanio. El uso del titanio
permite tener un material inerte como intercambiador de temperatura, sin interaccionar

guimicamente con el medio liberando posibles elementos tdxicos (Delbeek y Sprung, 1994).

La temperatura es el elemento regulador principal de ciclos vitales en la mayoria de las especies
y la posibilidad de programacion de ciclos que ofrecen estos sistemas permitid mantener los
organismos vivos en condiciones similares a las del medio natural. En los sistemas ex situ
mantenidos en el laboratorio se reprodujeron los cambios de temperatura anuales observados
en el Mar Menor, sin rebasar, los valores estimados como estresantes (<14 y >282C (Hernandis

et al., 2018)).

2.3.6 lluminacién

Todos los sistemas de iluminacion para el sistema de cultivo de la presente experiencia se han
programado de forma que se reproduzca el fotoperiodo existente en el Mar Menor, con sus
variaciones anuales. Para ello, se han probado en los diferentes sistemas lamparas tipo HQl,
fluorescentes T5 y pantallas LED. (Desde un punto de vista funcional, se ha observado que las
pantallas LED reproducen con mayor calidad el fotoperiodo, son mas estables y duraderas,

incorporan los ciclos lunares y son muy plasticas en cuanto a programacion.

2.3.7 Movimiento de agua en los tanques

En determinadas especies las corrientes influyen de un modo especial en su comportamiento y
en actividades tan necesarias como la alimentacion. Esto es de especial importancia en especies
de invertebrados sésiles y mas aun en los que se alimentan por filtracién (Covich et al., 1999).
En el caso de P. nobilis, las corrientes acercan la comida hasta la cercania del siféon inhalante en
donde tiene lugar la incorporacién del alimento que sera filtrado a nivel branquial (Santhanam,
2018). Los tanques de mantenimiento de nacras disponen de bombas de recirculacién de agua,
que ademads ayudan a disgregar las pseudoheces (restos de particulas filtradas en branquias y
no ingeridas, aglutinadas en mucus (Peteiro et al., 2007)), creando un flujo de corriente

homogéneo en el acuario. Dentro de cada tanque se han utilizado dos bombas de recirculacién,
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con un caudal de 3000 I/h cada una. La orientacion de los individuos respecto al flujo de agua es

de unos 459, con el fin de que la corriente no les afecte directamente.

2.3.8 Control de los parametros ambientales

Las condiciones ambientales del tanque son de vital importancia para el mantenimiento de los
individuos (Babarro et al., 2008). En este sentido, los principales parametros a considerar son la
salinidad, la temperatura, el pH y el oxigeno disuelto, aunque ademas se controlan otros como

la alcalinidad, los niveles de calcio y magnesio y oligoelementos como el iodo.

En el Mar Menor las variaciones de temperatura son extremas, pudiendo alcanzar valores
considerablemente bajos en invierno y muy altos en verano (10 y 32°C respectivamente)
(Conesa y Jiménez-Carceles, 2007), incluso 8 y 322C (Capitulo 1 del presente trabajo). Teniendo
en cuenta la posibilidad de generar un estrés afiadido en nacras seleccionadas para los trabajos
ex situ, si se reproducen las variaciones de temperatura estacionales similares a las que tienen
lugar en el Mar Menor, se ha optado por recrear las condiciones de temperatura del

Mediterraneo, con sus variaciones estacionales menos extremas.

La salinidad es una medida de la concentracién de sales inorganicas disueltas, generalmente
expresada en gramos por kilogramo o litro de agua de mar (Kalle, 1971) o ups (unidades practicas
de salinidad; UNESCO, 1981). Ademds, la salinidad se puede determinar a partir de la densidad
del agua, en funcion de la temperatura y la presién (Schmidt et a., 2018). La salinidad es un
factor crucial que no solo da forma a las propiedades fisicas y quimicas del agua de mar, sino
que también desempefa un papel importante en la configuracién de la fisiologia y la ecologia

de los organismos marinos que dependen de este entorno para sobrevivir y prosperar.

En el mantenimiento de P. nobilis en el Acuario, se realizé un seguimiento diario de la densidad
del agua, ajustando las variaciones en funcién de la salinidad de la laguna del Mar Menor, de
donde proceden todos los individuos translocados, conservando siempre valores por encima del

rango 6ptimo de infeccidn de H. pinnae para mantener las instalaciones libres del patdgeno.

El pH es una medida de la concentracidn de iones de hidrégeno en una solucién. Es una
propiedad importante del agua de mar que puede tener un impacto significativo en varios
procesos quimicos y bioquimicos, incluyendo reacciones quimicas, condiciones de equilibrio y

toxicidad bioldgica (Marion et al., 2011).
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Los niveles de oxigeno disuelto, al igual que los de potencial redox, suelen ser estables en
sistemas cerrados como los utilizados en los trabajos realizados con Pinna nobilis, sistemas en
los que se ha tenido en cuenta una relacién de biomasa muy baja y elementos de filtracién como
los filtros seco-humedos que adquieren un papel continuo muy importante en el mantenimiento
del oxigeno disuelto a saturacion (8 mg/l) sin alteraciones por efecto de factores cambiantes

como la temperatura o la dosificacién de alimento (Spotte, 1992).

La alcalinidad del agua se refiere a su capacidad para resistir cambios en el pH cuando se le
afiaden sustancias o liquidos acidos. La alcalinidad del agua suele medirse en megq/I
(miliequivalentes por litro) o como mg CaCOs/l (miligramos de carbonato calcico por litro).
Alternativamente, puede expresarse como partes por milléon (ppm) si hay otras sales disueltas
en el agua (Hammer, 2020). Ambos factores estan relacionados debido al sistema tampdn
carbonato-bicarbonato presente en el agua de mar (Katz et al., 2000). En condiciones de pH alto,
el equilibrio se desplaza hacia la generacidn de mas HCOs y COs%, mientras que, en condiciones
de pH bajo, el CO, es mas abundante (Ecuacion 1). El pH medio del agua de mar, de 8,2, significa

gue contiene muy poco CO; (10 uM a 25 °C) y mas del 95% (2,1 mM) de HCOs™ (Hellblom, 1999).

Ecuacion 1: 2H* + CO5* €> H' + HCO3 > H,C0;3 > H;0 + CO;

Por otra parte, el agua de mar contiene mas de 50 elementos conocidos y numerosos
compuestos orgdnicos. Dado que la calidad del agua de mar varia a lo largo del afio, es necesario
controlar las concentraciones de nutrientes y oligoelementos. El carbdn activo y el skimmer son
filtros agresivos que eliminan muchos iones esenciales del agua (Spotte, 1992; Delbeek y Sprung,
1994; Thiel, 1998). Por lo tanto, es necesario mantener el equilibrio iénico en el agua,
reponiendo elementos y realizando cambios periédicos de una parte del agua de los tanques

para mantener la estabilidad de los parametros.

El control sobre los niveles de iodo en el agua es importante para ciertos invertebrados por sus
implicaciones metabdlicas (Delbeek y Sprung, 1994; Fossa y Nilsen, 1996). Del mismo modo las
observaciones en la variacién de los niveles de iodo en el agua del sistema son interesantes por
la idea que ofrece sobre el grado de modificacidn de los niveles de oligoelementos influidos por

determinados elementos de filtracion como skimmers o filtros de carbdn activo.

El mantenimiento de estabilidad idnica en el agua de los sistemas es importante para el correcto

mantenimiento de los ejemplares de Pinna nobilis. Conocer diariamente las variaciones en la
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composicion quimica del agua de los sistemas, implicaria un elevado coste por la necesidad de
la realizacién de analiticas complejas. Por esto, se opta por controlar a diario los parametros
anteriormente citados, sujetos a cambios mas importantes por sus implicaciones funcionales, y
a protocolizar cambios parciales de agua. Estos cambios de agua ayudan a controlar la
acumulacién de nutrientes con el paso del tiempo (nitratos y fosfatos, fundamentalmente), al
mismo tiempo que ayudan a mantener un equilibrio idnico en los elementos y oligoelementos
gue van reduciendo su concentracidn, por acciéon bioldgica o bien por la interaccién con

elementos de filtracidén.

2.3.9 Condiciones de mantenimiento
2.3.9.1 Ejemplares de nacra

Los ejemplares translocados a las instalaciones del Acuario fueron recolectados en diferentes
puntos de la franja costera de la laguna o del perimetro de las islas centrales mayores (Fig. 2.3).
Estas transferencias tuvieron como objetivo no sélo preservar un stock ex situ, sino también
rescatar individuos en situacidn de riesgo, como los individuos localizados a mds de 3 metros de
profundidad (donde se sabe que los episodios de eutrofizacion de la laguna son mas severos).
Cabe destacar que muchos de los individuos trasladados no se encontraban en las condiciones
Optimas de salud, por lo que llegaron al Acuario bastante debilitados. Esto ha supuesto un reto

adicional para su mantenimiento ex situ.
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Figura 2.3 Localidades del Mar Menor en las que se han recolectado individuos.
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2.3.9.2 Disposicidn de los ejemplares en los tanques

En una primera fase, cada individuo que llegaba al Acuario era sometido a un periodo inicial de
cuarentena. Para ello, los ejemplares se disponian en pequefios tanques aislados, sumergidos
en una piscina con agua comun, que servia para regular la temperatura en el interior de cada
tanque sin necesidad de utilizar calentadores o enfriadores para cada uno de ellos (Fig. 2.4). Los
individuos se mantenian en este sistema hasta que se realizaban los analisis genéticos para
descartar o detectar Haplosporidium pinnae. Estos andlisis por PCR requerian la realizacidn de

biopsias de manto, segun protocolo, para deteccidn de H. pinnae (Lépez San Martin et al., 2019).

Figura 2.4: Sistema de cuarentena para ejemplares recién traslocados (A: sistema vacio y B: sistema con ejemplares).

Esquema de elementos de filtrado en cada sistema (C).

Una vez finalizado el periodo de cuarentena, los ejemplares
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Tras detectar este tipo de incidencia en los ejemplares ex situ se procedié a cambiar el protocolo.
Desde ese momento los ejemplares recién llegados se agrupan directamente en sus tanques

definitivos y no se someten a ningln procedimiento que implique dafio en sus tejidos.

El nimero éptimo de ejemplares observado se sitla entre 4 y 5 por tanque, lo que resulta en

unos 200-300 litros de agua por cada individuo.

En cuanto a la disposicion de los individuos en los tanques, inicialmente eran situados
directamente sobre el fondo del acuario, o sobre un pequeno lecho de arena, y mediante un
sistema de tubos de PVC se mantenian las conchas en posicién vertical (Fig. 2.5 A).
Posteriormente se trasladaron a cestas y a cestas perforadas, mucho mas estables (Fig. 2.5 By

Q).

Figura 2.5 (A) Sistema de PVC y silicona para mantener los ejemplares erguidos, (B) ejemplar situado en cesta de malla

(C) cestas de malla usadas para “plantar” los ejemplares en vertical.

Con el objeto de confirmar el sistema de anclaje mas adecuado, se han realizado medidas de
potencial redox (Eh) dentro del sedimento de cestas cerradas y cestas de malla, utilizandolo
como medida indirecta de las condiciones de hipoxia o anoxia en el sedimento. Como dato
control se realizaron medidas de potencial redox en el sedimento de anclaje de una cesta de

malla de un ejemplar muerto dentro del acuario.

2.3.9.3 Control de epibiontes

Otro aspecto a considerar durante el mantenimiento diario de los ejemplares de nacra es el
control de los epibiontes que colonizan sus valvas, pudiendo llegar a afectar a su apertura y

cierre. La limpieza se lleva a cabo mediante control bioldgico de las especies potencialmente
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problematicas y mediante eliminacidn manual por medio de raspado con cepillos e incluso con

elementos cortantes.
2.3.10 Alimentacion ex situ de ejemplares de Pinna nobilis

La alimentacion de los reproductores de nacras durante su mantenimiento ex situ estuvo
compuesta por tres especies de microalgas cultivadas en el laboratorio, dos de las cuales eran
fijas en la dieta: Thisochrysis lutea (T-Iso, Bendif et al.,2013) y Tretraselmis chuii; mientras que
la otra especie perteneciente al grupo de las diatomeas se alternd entre Chaetoceros gracilis y

Phaeodactilum tricornutum.

Las concentraciones de cada especie variaron en funcién del tamafio: Thisochrysis lutea (6 103
cel ull), Tetraselmis chuii (2 10 cel ulY) y Chaetoceros gracilis o Phaeodactylum tricornutum (7

103 cel pl?) en los cultivos. La mezcla se realizaba siguiendo una relacién 3/3.

La dosis diaria en cada tanque de 940 . se calculd segin Garcia March, 2020, sobre el modelo
de aproximacién a Pinna nobilis de la dieta propuesta por Hernandis et al., 2022 para Pinna rudis.
Segun el estudio se debe alimentar con dosis entre 1,5 y 2,5 um?3 ml? (equivalente a 40.000 —
70.000 cel ml?). El maximo se elige en relacién con el umbral de produccién de pseudoheces,

(Bayne, 1993).

La dosis diaria se reparte en tres tomas con un periodo de alimentacién durante el que se para

el sistema de filtrado por dos horas.

La dosis diaria de fitoplancton se complementé con dos especies de zooplancton intentando
proporcionara los reproductores un perfil nutricional éptimo rico en 4acidos grasos
poliinsaturados (cita). Las especies seleccionadas para alimentar a los ejemplares de nacra
fueron un rotifero, Brachionus rotundiformis, seleccionado por su pequefia talla y un copépodo
Acartia tonsa, suministrado en forma de nauplio. En el caso de B. rotundiformis se alimenté con
el alga Nannochloropsis gaditana, cuyo perfil nutricional se adecua a los requerimientos tenidos
en cuenta. El zooplancton fue incluido en las dosis habituales de fitoplancton a razén de 0,5

unidades ml 2.

2.3.11 Tratamiento de salinidad y temperatura en ejemplares positivos en H. pinnae

En diciembre de 2019 llegaron al Acuario cuatro ejemplares de P. nobilis, procedentes de dos
poblaciones del Mar Menor, con resultado positivo en PCR para Haplosporidium pinnae.

Teniendo en cuenta el rango 6ptimo de salinidad de H. pinnae (entre 36,5 y 39,7 ups, Prado et
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al., 2022), los ejemplares infectados se sometieron a un experimento de variaciones controladas
de salinidad y temperatura del agua durante el mes de enero de 2020, para testar la respuesta
de los individuos tras el tratamiento (si mueren, permanecen infectados, pero mejoran sus
condiciones de salud, o sobreviven y desaparece el patégeno). La situacion de la especie impide

ampliar el nimero muestral partiendo del principio de precaucion.
Para este experimento se disefiaron dos sistemas:

Sistema 1: Se aplicd un tratamiento de aumento progresivo de la salinidad del agua hasta
alcanzar 45 ups (densidad de 1033 kg/m3). En este tanque se colocaron tres de los cuatro

ejemplares PCR+.

Sistema 2: sistema de control en el que se mantuvo el mismo valor de salinidad observado en el
Mar Menor tras las lluvias torrenciales provocadas por el fenédmeno meteorolégico tipo DANA
(Depresion Aislada en Niveles Altos) en septiembre de 2019 (Capitulo 1 del presente trabajo). La
salinidad se mantuvo estable en 39 ups (densidad de 1030 kg/m3), con ligeras variaciones. En

este tanque se colocé un ejemplar PCR+.

El experimento finalizé a los 60 dias y durante los cuales se fue subiendo la temperatura hasta
alcanzar una temperatura de 21°C. Posteriormente, se realizaron nuevas PCR, para poder

identificar la presencia de H. pinnae.
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2.4.1 Supervivencia de ejemplares de Pinna nobilis en laboratorio

Alrededor de 43 individuos de P. nobilis pasaron por el Acuario, desde 2018, de los cuales 11

sobreviven hasta la fecha (mayo 2023). La Tabla 2.4 recoge los datos de algunos de los individuos

qgue se han mantenido y de los que sobreviven actualmente. La media de supervivencia es de

19,43 + 2,84 meses, destacando el individuo de 2019 que se ha mantenido mas de 48 meses

(Tabla 2.5, Fig. 2.6y 2.7).

Table 2.4. Tiempo de supervivencia en el Acuario hasta 2023.

Tanque Origen Llegada Longitud (cm) F:Lhear:ee marﬁ:::n?:ento
Vivo
PO5_19 PIN1 Isla del Baron Mayo 19 >4
(May 23)

PO1 PIN2 Isla del Baron Feb 22 46.5 May 23 1.25
P02 PIN2 Isla del Baron Feb 22 44 Vivo (May 23) >1.25
P03 PIN2 Pedrucho Feb 22 55 May 23 1.25
P04 PIN2 Pedrucho Feb 22 48 Vivo (May 23) >1.25
P05 PIN2 Pedrucho Feb 22 45 May 23 1.25
P06 PIN2 Pedrucho Feb 22 43 May 23 1.25
1 PIN2 Pedrucho May 22 46.5 May 22 0

2 PIN2 Pedrucho May 22 45 Jul 22 0.17
3 PIN2 Pedrucho May 22 43 Vivo (May 23) >1
4 PIN2 Pedrucho May 22 52.5 May 22 0
P3B1 PIN3B Pedrucho Sep 21 47 (Sep22) Vivo (May 23) >1.7
P3B2 PIN3B Pedrucho Sep 21 45.3 (Sep 22) Vivo (May 23) >1.7
P3B3 PIN3B Pedrucho Sep 21 Vivo (May 23) >1.7
P3B4 PIN3B Pedrucho Sep 21 Vivo (May 23) >1.7
P3BO PIN3B Pedrucho Sep 21 May 22 0.67
P3CO PIN3C Isla del Barén Junio 22 Sep 22 0.17
NP4.1 NP4 Isla Perdiguera May 21 43.5 (Sep 22) Oct 22 1.42
NP4.2 NP4 Punta Galan Jul 21 46.5 (Sep 22) Oct 22 0.25
NP4.3 NP4 Punta Galan Jul 21 47 (Sep 22) Vivo (May 23) >1.85
NP4.4 NP4 Punta Galan Jul 21 Vivo (May 23) >1.85
NP4.5 NP4 Pedrucho Nov 21 60 (Sep 22) Vivo (May 23) >1.85
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Figura 2.6 Tiempo de supervivencia de ejemplares de P. nobilis en el Acuario por sistema.

La estima de la tasa de supervivencia se calcula a partir del mes de permanencia potencial en
cada momento: Ni2: 21; N3.s: 20; Nieas: 18; N34: 14; N35-48: 11. La supervivencia los primeros
15 meses es superior al 80%, produciéndose una caida importante en los meses sucesivos. Sin
embargo, desde el mes 19 al 33 los ejemplares que sobreviven se mantienen estables hasta el

mes 35 donde vuelve a ocurrir una caida en la tasa de supervivencia (Fig. 2.7).
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Figura 2.7 Tasa de supervivencia de los ejemplares ex situ en el acuario de la Universidad de Murcia por meses.

La Tabla 2.4 también muestra la talla de algunos de los individuos, en el momento de su llegada

al Acuario, o algunos meses después. Por otro lado, la Tabla 2.5 recoge la talla y edad actual de
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algunos de los individuos que sobreviven en el Acuario en mayo de 2023. En promedio, éstos
tienen una longitud maxima de 45,6 +2,8 cm, una anchura mdximade 15,8 +1,7cmy 11,7+ 0,9

anos.

Tabla 2.5 Talla y edad de los individuos de P. nobilis presentes en el Acuario en mayo de 2023. Edad estimada a partir
de las mediciones siguiendo la ecuacion de Rabaoui (2007). ML (longitud maxima), MW (anchura maxima), BW
(anchura basal).

Tanque ML (cm) MW (cm) BW (cm) t(afios)

PINL 42 14 - 10.5
PIN2  49.7 17 - 13

PIN2 4638 14 ] 12

PIN2 45 17.5 - 11.5

PIN3 415 14,5 7.5 10.4 ML
PIN3 47 16 7.5 12.1

PIN3 45 15 7,5 11.4

PIN3 48 18.5 10 12.4

ML(t) = 104.3 x (1 — ¢70.0526(c - 0.714))

Donde ML = longitud total y t=tiempo

El potencial redox del sedimento de las cestas cerradas es considerablemente inferior al de las

cestas de malla (Tabla 2.6).

El resultado de los datos obtenidos en la prueba testada en la cesta de malla en la que acababa
de morir un ejemplar de nacra, se alcanzé un valor Eh (51 mV) muy similar al de la cesta cerrada,

debido a la generacion de condiciones andxicas por descomposicion del individuo.
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Tabla 2.6. Potencial redox (Eh) medido en los dos tipos de cesta para plantar nacras.

Sedimento Ejemplar Cesta Eh (mV)
Pueblo Calido Muerto Malla 51
Pueblo Calido Vivo Cerrada 58-60
Pueblo Calido Vivo Malla 272
Isla del Barén Vivo Malla 311

2.4.2 Parametros ambientales

A continuacion, se muestran los principales pardmetros ambientales de los tanques desde mayo
de 2019 hasta mayo de 2023. Para ello se utiliza la media diaria de los cuatro tanques para cada
pardmetro, obteniendo un resultado diario. A partir de éste se representan los valores

mensuales durante el periodo de estudio (Figuras 2.8-2.11).

Las condiciones medias de mantenimiento consisten en una densidad del agua de 1031,04 +
1,38 kg/m3, una temperatura de 19,17 + 2,062C, 3,10 £ 0,27 megq/| de alcalinidad y un pH de
8,12 £ 0,07 (Tabla 2.6). De todos los parametros, el que presenta una mayor desviacion es la
temperatura; en la Figura 2.9 se puede observar que existe una variacion de la temperatura del
agua en funcién de las estaciones. Para cada afio, los valores tienden a ser mas bajos durante

los meses de invierno y mas altos en verano.

Tabla 2.6. Media y valores maximos y minimos de cada parametro en los cuatro sistemas, entre mayo de 2019 y
marzo de 2023. La conversion de densidad a salinidad en funcién de la temperatura.

Densidad Salinidad Temperatura Alkalinidad

(kg/m?) (ps) (o) (mea/) PH
Med. 1031.04+1.38 42-43 19.17 £ 2.06 3.10£0.27 8.12+0.07
Max. 1034.00 >44 22.90 4.00 8.33
Min. 1028.00 38-39 15.36 2.20 7.84
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Figura 2.8 Evolucion temporal de la densidad del agua desde mayo de 2019 hasta marzo de 2023. Se representan la
media (punto gris), la mediana (linea negra horizontal gruesa), el primer y tercer cuartil (recuadros azules) y la
desviacidn (lineas negras verticales) de la densidad en los cuatro tanques durante cada mes.

El pH y la alcalinidad del agua presentan poca desviacion a lo largo de los cuatro afos (Tabla
2.6). En cuanto a la salinidad, los valores se aproximan a la salinidad del Mar Menor, situandose
la media durante los cuatro afios entre 42 y 43 ups. Cabe destacar que la salinidad del tanque

no desciende por debajo de 39 ups en ningin momento concreto.

Debido a que en el Mar Menor las condiciones de salinidad y temperatura pueden llegar a ser
extremas para la nacra, especialmente la temperatura, se ha tomado como referente de T2 los
valores maximos y minimos de referencia como umbrales de estrés (14 y 282C) y como referente
de salinidad los valores detectados en el Mar Menor inferiores al maximo (45 ups) pero

superiores al 6ptimo en infeccidén por Haplosporidium pinnae (39,6 ups).
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Figura 2.9 Evolucion temporal de la temperatura del agua de mayo de 2019 a marzo de 2023. Se representan la media

(punto gris), la mediana (linea negra horizontal gruesa), el primer y tercer cuartil (recuadros azules) y la desviacidon

(lineas negras verticales) de la temperatura en los cuatro tanques durante cada mes.
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Figura 2.10 Evolucién temporal del pH del agua desde mayo de 2019 hasta marzo de 2023. Se representan la media
(punto gris), la mediana (linea negra horizontal gruesa), el primer y tercer cuartil (recuadros azules) y la desviacion

(lineas negras verticales) del pH en los cuatro tanques durante cada mes.

96



Alkalinity (meg/l)

4.0

CAPITULO 2: MANTENIMIENTO

)
\
1 |
\\
\
\
_ | ! /
o /
™
\
/ \
// \\\
0
N
L S S e e S e B e e e L B B e e e e e S e e e e e B
D o o o [N NoNeNe] o o o o OO Ao A d g dd NN N N NNNNN®OO®
R R e R e B R R R R S R S R NN R NN R MR NN NN N ENEN RN ENENENENENENENEN RN R
[eNeRol-N-NoNelecNcNeooNoNeNeoleNeoNoloNoNo oo e NoloBoBoReR-R-EeNeNeNo BN oo oo ool No o]
) O N N N O N O R N R R N S N S QS N S S
Scdoaxssocdasd s loassocdasd>sd loassocdas s Joas >0 o=
5598038588338 5593838533588559383858383585593838588
S/ IN0ZOKLEILSI/S2IN0ZAORLEIILEI/2IN0Za0nL=IL=/"52In0zao~L =

Figura 2.11 Evolucién temporal de la alcalinidad del agua desde mayo de 2019 hasta marzo de 2023. Se representan
la media (punto gris), la mediana (linea negra horizontal gruesa), el primer y tercer cuartil (recuadros azules) y la
desviacion (lineas negras verticales) de la alcalinidad en los cuatro tanques durante cada mes.

Por otro lado, la Tabla 2.7 muestra los valores de los nutrientes y oligoelementos que se

mantienen en los tanques. En el caso de los nutrientes, si se superan los valores maximos

indicados, se hace necesario realizar cambios de agua en el sistema.

Tabla 2.7. Valores dptimos (op) y maximos (max) de nutrientes, elementos y oligoelementos en los tanques.

Elemento/compuesto Concentracién (mg/l)

Nitratos (NO3’) (max) 20
Fosfatos (PO4>) (max) 1.5
Calcio (Ca?*) (op) 450
Magnesio (Mg?*) (op) 1370
lodo (I2) (op) 0.07
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2.4.3 Control de epibiontes

Las tareas de control que se llevaron a cabo sobre los epibiontes en las valvas de las nacras,
resultan eficaces siempre que realicen como protocolo temporal. Es uso de Spurilla neapolitana
para el control biolégico de Aiptasia diaphana, resulté muy efectivo llegando a controlar todas
las anemonas sobre las valvas.

Figura 2.12 Epibiontes de distintas especies sobre ejemplares de nacra en laboratorio.

2.4.4 Tratamiento de salinidad y temperatura en ejemplares positivos en H. pinnae

Una vez que los individuos se aclimataron a los nuevos tanques del sistema, se comenzo a
corregir la salinidad en el Sistema 1 (Fig. 2.13). Cuando se alcanzé el valor elegido, la temperatura
de ambos sistemas comenzd a subir hasta entrar en el rango de temperatura en el que H. pinnae
se muestra mas agresivo y provoca la muerte del hospedador (Fig. 2.14). Este rango comienza a
partir de los 162C, aunque el mayor grado de afectacion por parte del parasito se observa a partir

de los 182C, con una mortalidad esperada del 100%.

El experimento finalizé a los 60 dias y se alcanzé una temperatura de 212C sin observar signos
de deterioro por enfermedad en ninguno de los dos sistemas, tratamiento y control y con una
supervivencia del 100% de los individuos. El 8 de junio de 2020 se realizaron nuevas PCR en tres
de los ejemplares afectados previamente, con resultados negativos para H. pinnae, dos de ellos

en el sistema 1y el otro en el sistema 2.
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Figura 2.13 Densidad del agua en los tanques para cada uno de los sistemas durante el experimento. Linea azul
discontinua: densidad objetivo para el sistema 1 (1033, alrededor de 45 ups). Linea verde discontinua: densidad

objetivo para el sistema 2 (1030, 39 - 40 ups).
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Figura 2.14 Temperatura del agua en los tanques para cada uno de los sistemas durante el experimento. Linea negra

discontinua: temperaturas a partir de las cuales H. pinnae es mas agresivo (16 y 182C).
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2.5 DISCUSION

2.5.1 Mortalidad de ejemplares de Pinna nobilis

Desde un principio, los proyectos y campafias de mantenimiento ex situ de Pinna nobilis, han
estado asociados a una elevada mortalidad de los ejemplares. El mantenimiento de esta especie
no esta resultando una tarea facil, a diferencia de otras especies de bivalvos. Los principales
problemas han estado relacionados con el tipo de alimento seleccionado para los ejemplares y
con infecciones por H. pinnae y/u otros patdgenos como Vibrio mediterranei (Prado et al.,

2020a).

El mantenimiento de ejemplares de nacra en el Acuario de la Universidad de Murcia se ha
enfrentado a varios problemas. En algunas ocasiones, al rescatar individuos en riesgo por
episodios de eutrofizacién en la laguna y condiciones de hipoxia en el agua, (Capitulo 1 del
presente trabajo) los ejemplares rescatados se encontraban en muy mal estado de salud. Tales
ejemplares no son un buen punto de partida para trabajar en el desarrollo de protocolos de
mantenimiento, sin embargo, es necesario avanzar en el conocimiento con las limitaciones
encontradas, aplicando siempre los criterios de conservacidn de especies en peligro critico de
extincién... y el principio de precaucién. Dos de estos ejemplares murieron a las pocas semanas
de su traslado, mientras que otros permanecieron vivos durante mds de un afio, pero con signos

evidentes de deterioro de su salud.

Por otro lado, se ha comprobado por PCR que una de las principales causas de mortalidad de
ejemplares ex situ en el Acuario es la infeccidn por Vibrio spp., que puede permanecer latente
en los tanques, en el sustrato o sobre las mismas conchas. En corales, se sabe que bacterias del
género Vibrio permanecen latentes en los tanques y aprovechan los momentos en los que los
organismos no se encuentran en las mejores condiciones de salud o en los que se pueden
detectar subidas de T2 por encima de 2629C, infectandolos (Smith et al., 2015). Algo similar puede

estar ocurriendo con P. nobilis.

La mayoria de las nacras recogidas en 2020 fueron sometidas a biopsias del manto para
determinar si estaban infectadas por Haplosporidium pinnae. Ninguna de ellas dio positivo para
H. pinnae por PCR, pero el 70% de los ejemplares biopsiados murieron antes que otros
ejemplares recogidos en 2019, en todos los casos se sospechd de la presencia de Vibrio sp., en

los casos concretos estudiados se detectd Vibrio mediterranei por PCR.
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En tres de los tanques estudiados (PIN1, PIN3 y NP4) durante septiembre de 2022 se recogié
una muestra de hemolinfa de seis ejemplares, para realizar un estudio de respuesta inmune que
sera publicado en breve. Pocos meses después, cuatro de esos individuos (todos ellos
aparentemente en buenas condiciones de salud antes de la extraccién) murieron. Actualmente
sobreviven dos ejemplares de los sometidos a extraccién de hemolinfa, (Carella et al., 2023). Es
posible que las bacterias del género Vibrio que estaban presentes en la superficie de la concha

o del sedimento, aprovecharan la ocasion para infectar a los individuos.

En el total de nacras sometidas a estrés debido a procedimientos que implican la realizacién de
pequefias heridas, punciones o cortes, se ha observado una mortalidad superior al 60 %. La
pérdida de estos ejemplares esta relacionada con infecciones bacterianas por Vibrio
mediterranei, debidas posiblemente al debilitamiento del sistema inmune observado en mayor
medida en los ejemplares mantenidos ex situ, aunque también en ejemplares estudiados en el

medio natural (Carella, F., Prado, P. com pers).

Por otra parte, también se han detectado problemas con los cambios bruscos de temperatura
del agua. En PIN2, en septiembre de 2022 seis reproductores de nacra fueron sometidos a un
aumento brusco de la temperatura del agua (pasaron de 152C a 25°C en dos dias). Este
calentamiento del agua se realizd con el objetivo de inducir el evento reproductor en el grupo
de ejemplares (induccidn por choque térmico). En ningin momento se alcanzé el limite de
tolerancia de la especie respecto a T2 (312C), quedando el maximo alcanzado bastante lejos.
Algunos meses después, 4 de los individuos murieron (P01, P03, PO5 y P06, Tabla 3)
posiblemente debido al estrés generado por la brusca subida de temperatura, relacionado con

un deterioro del sistema inmune que facilité la infeccion por Vibrio sp.

2.5.2 Control de epibiontes

Algunos de los epibiontes mds comunes sobre las nacras en el Acuario corresponden a diversas
especies de algas, poliquetos, esponjas del género Dysidea y el cnidario Aiptasia diaphana. Este
ultimo es una anémona muy abundante en el Mar Menor que al crecer cerca de la apertura de
las valvas llega a irritar el manto de los ejemplares por accién de sus cnidocitos, por lo que su
control es importante para el dptimo desarrollo de las nacras en los acuarios. Para ello, se ha
comprobado la alta efectividad como elemento de control bioldgico del nudibranquio Spurilla
neapolitana, un depredador natural de Aiptasia diaphana, entre otros cnidarios (Ros, 1978). En
el caso de que no haya disponibilidad en el medio natural de ejemplares de S. neapolitana, el

rapido crecimiento de la anémona hace necesario eliminar los epibiontes mediante raspado de
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la concha cada cierto tiempo. Esto se debe de hacer con mucho cuidado para no romper las
valvas del individuo. El procedimiento ideal es el descrito para el nudibranquio. El raspado de
concha es efectivo solo a corto plazo debido a las pequefias costillas caracteristicas de la especie
observadas en el area superior de la concha y en la zona de crecimiento que retienen pequefios
trozos de tejido de las anémonas tras el raspado, uno de los mecanismos preferidos en los
cnidarios de reproduccién asexual. Al cabo de poco tiempo se puede observar muchas mas

pequenas Aiptasias, que crecerdn rapidamente.

2.5.3 Evolucién de los parametros ambientales

Los parametros ambientales programados y observados en los tanques se pueden considerar
Optimos para el mantenimiento de ejemplares de Pinna nobilis soportando cierta tolerancia. Lo
ideal para llegar a esta conclusién hubiese sido someter a los ejemplares a diferentes grados de
variacién en cada pardmetro, observando su respuesta para afirmar sin lugar a dudas los rangos
O6ptimos de mantenimiento de la especie. Dado el estado de la poblacién de nacra en el Mar
Menor, se considera una prioridad no someter a estrés a ninguno de los ejemplares ex situ. De
este modo se han considerado dptimos los pardmetros en los que la especie desarrolla su ciclo
de vida en el medio natural, y se han reproducido ex situ. En todo momento las variaciones
observadas en pardmetros como por ejemplo salinidad o temperatura han tenido relacidon con

variaciones que se han podido observar en el medio natural.

La temperatura es probablemente el principal factor que afecta al metabolismo de los
invertebrados (Newell y Branch, 1980). Este factor afecta directamente a la capacidad de
filtracidn del animal e indirectamente a procesos vitales como el crecimiento, la respiracién, el
aclaramiento o la reproduccién (Griffiths y Griffiths, 1987; Anestis et al., 2007; Specht y Fuchs,
2018). Existen pruebas de que la temperatura puede interactuar con factores fisicos o con
patdgenos, pudiendo generar estrés y/o enfermedades en P. nobilis. Las altas temperaturas
pueden facilitar la mortalidad relacionada con patégenos, como Vibrio mediterranei (Vattakaven
et al., 2006). Prado et al. (2020c) encontraron mortalidades significativas relacionadas con la
subida de la temperatura y demostraron que la reduccién de la temperatura podria mitigar los
efectos de los patégenos. Recientemente, Lattos et al. (2023) analizaron mortalidades masivas
en islas griegas; todos los parametros bioquimicos y el analisis filogenético sugieren un cambio
de orden de actuacion en el que la infeccion por patdgenos aumenta la sensibilidad de P. nobilis

a la temperatura del agua, provocando posteriormente mortalidades masivas. P. nobilis es una
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especie euriterma con temperaturas minimas y maximas tolerables de 162C y 259C,

respectivamente, y su temperatura dptima de crecimiento es de 202C (Trigos et al., 2015).

En el Mar Menor las variaciones de temperatura son extremas, pudiendo alcanzar valores
extremadamente bajos en invierno y muy altos en verano (10 y 322C respectivamente) (Conesa
y Jiménez-Carceles, 2007), incluso 8 y 322C (Capitulo 1 del presente trabajo). Estas variaciones
pueden suponer un factor de estrés para los individuos de P. nobilis, en condiciones alteradas,
como experiencias de mantenimiento “ex situ”, o incluso malas condiciones ambientales in situ
relativas a otros pardmetros, aunque en buenas condiciones ambientales su tolerancia y

adaptacion a estos cambios es adecuada.

Los sistemas de control de temperatura hicieron posible mantener la estabilidad térmica
necesaria en los tanques y programar los cambios para reproducir los ciclos estacionales, incluso
se pueden llegar a planificar modificaciones especificas que favorezcan los procesos de
induccion a la reproduccidn, necesarios en ocasiones para conseguir el desove, aunque en las

experiencias descritas en este trabajo se seleccioné un ciclo reproductor naturalizado.

La concentracion de sales disueltas en el agua de mar influye en el equilibrio osmético, las tasas
metabdlicas, el crecimiento, la reproduccidn y la supervivencia de los organismos marinos
(Matozzo y Marin, 2011). Pinna nobilis se encuentra cominmente tanto en ambientes costeros
como estuarinos (Zavodnik et al.1991; Richardson et al.1999), con un amplio rango de
salinidades. En el Mediterraneo, las poblaciones de mar abierto de Pinna nobilis experimentan
tipicamente pequefias fluctuaciones de salinidad de alrededor de 36,8-38,4 ups (Hernandis,
2018). Sin embargo, las poblaciones de esta especie en lagunas costeras y bahias estuarinas
pueden experimentar condiciones de salinidad diferentes. En estudios recientes, se han
observado abundantes poblaciones de Pinna nobilis sobreviviendo en zonas con niveles de
salinidad que alcanzan hasta 45 ups (Capitulo 1 del presente trabajo) o con valores inferiores a
30 ups (Prado et al., 2021). De los resultados obtenidos se deduce que P. nobilis tiene un cierto
nivel de resiliencia frente a las variaciones de salinidad y puede ajustarse eficazmente a las
fluctuaciones de salinidad en los ecosistemas lagunares. Sin embargo, estos cambios en la
salinidad pueden tener un impacto significativo en el tamano, distribucion, composicién por
edades y susceptibilidad al estrés de sus poblaciones. Por otro lado, la importancia de la
salinidad para esta especie no debe vincularse Unicamente a su rango éptimo de tolerancia. Es
importante sefialar que existe una estrecha relacién entre el grado de afeccién y la mortalidad
derivada de infecciones por el protozoo H. pinnae y los niveles de salinidad del medio (Prado et

al., 2021). Las investigaciones realizadas en el Mediterraneo occidental sugieren que el patégeno
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causante de los eventos de mortalidad masiva de P. nobilis se propaga a través de las corrientes
superficiales, alcanzando el éptimo de infeccién a niveles de salinidad que oscilan entre 36,5-
39,7 ups, que son caracteristicos de mar abierto (Cabanellas-Reboredo et al., 2019). Las
poblaciones de P. nobilis en areas confinadas, como lagunas o estuarios, han sido capaces de
sobrevivir a los eventos de mortalidad masiva desde 2016 debido a sus salinidades
significativamente mas altas o bajas en comparacién con mar abierto (Catanese et al., 2018;
Kersting et al., 2019; Garcia-March et al., 2020; Katsanevakis et al., 2021; Prado et al., 2021). No
obstante, los cambios en los niveles de salinidad en estas zonas podrian seguir dando lugar a la
entrada del parasito, como se evidencia en la laguna del Mar Menor (Capitulo 1 del presente

trabajo).

En los habitats de mar abierto, las condiciones de pCO; y pH se consideran relativamente
estables (Hofmann et al., 2011). En el agua de mar (32-37 ups), la alcalinidad esta fuertemente
correlacionada con la salinidad, oscilando entre 2200 y 2400 peg/l para la mayoria de las
regiones oceanicas, con una relacion casi lineal (Millero et al., 1998). El valor del pH es cercano
a 8,2 pero puede oscilar entre 7,5 y 8,5 dependiendo de las condiciones locales. Los cambios
repentinos y significativos en los niveles de pH y alcalinidad pueden crear un entorno estresante
para los organismos que viven en la zona afectada (Gazeau et al., 2013). Estos cambios pueden
causar dafos importantes a estos organismos, pudiendo provocar su muerte o hacer que
emigren fuera de la zona en busca de condiciones mas favorables. Estudios experimentales han
confirmado que una disminucidn del pH del agua de mar tiene efectos negativos sobre diversos
invertebrados marinos, entre ellos los bivalvos y los erizos de mar, que tienen una capacidad
limitada para regular el pH en sus areas de calcificacion. Esto los convierte en algunos de los
organismos mas vulnerables a la acidificacidon de los océanos, como confirman dos estudios de
metaanalisis (Hendriks et al., 2010; Kroeker et al., 2013), junto con los corales hermatipicos en
arrecifes de coral (Kornder et al, 2018; Mac Neil et al, 2004). En el caso de la calcificacién de las
conchas, los bivalvos utilizan minerales de carbonato calcico, como la calcita y el aragonito. Si el
nivel de pH del agua disminuye, se podria alterar la capacidad de estos animales para formar sus
conchas y esqueletos, lo que podria afectar tanto a las especies acuaticas salvajes como a las
cultivadas en sistemas abiertos (Matozzo y Marin, 2011). Aunque estudios posteriores sugieren
que estos efectos pueden ser mas complejos y no implican una respuesta tan clara (Thomsen et
al., 2015). En estudios recientes en los que se recogieron datos de pH, se ha descrito que el rango
de pH al que estd expuesta P. nobilis en su habitat natural oscila entre 7,7 y 8,3 (Marrocco et al.,

2018; Cappello et al., 2019). Sin embargo, al igual que otros factores abidticos, las poblaciones
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de P. nobilis en zonas cerradas como lagunas costeras y estuarios estan expuestas de forma

natural a un rango mds amplio de variaciones de pH, 7,3-8,5 (Prado et al., 2021).

Por otra parte, fueron controlados los iones calcio, magnesio y iodo. La concentracién adecuada
de calcio es esencial para el mantenimiento de bivalvos como las nacras, ya que guarda una
estrecha relacidn con la formacién de carbonato célcico y el crecimiento de las valvas formadas
por calcita y aragonito (Garcia-March, 2005). El magnesio es otro elemento que interactta con
el calcio, carbonatos y bicarbonatos en la formaciéon de conchas en bivalvos (Planchon et al.,

2007 y 2013).

El comportamiento de los bivalvos y sus ciclos vitales se ven claramente afectados por las
fluctuaciones de luz y oscuridad a las que estan sometidos (Jones, 1983). Los sistemas de
iluminacion de los tanques de P. nobilis tienen como objetivo reproducir el fotoperiodo existente
en el medio natural y, de esta forma, favorecer la correcta evolucidn de los ciclos circadianos de
la especie. Respecto a los ritmos circadianos de P. nobilis, se ha detectado un patrdn ciclico en
la apertura de las valvas en funcion de la incidencia de la luz solar y/o lunar, tanto en individuos
en el medio natural (Garcia-March, 2005; Garcia-March et al., 2016), como en condiciones de

laboratorio (Hernandis et al., 2018).

2.5.4 Posicion de los ejemplares

Se sitdan los ejemplares en cestas en posicion vertical debido a que la captacién de alimento por
filtracidn en los tanques con movimiento de agua es mucho mas homogénea. La primera opcién
fue situarlos sobre el sustrato, pero con el tiempo no se considerd la dptima, debido a que
acababan anclandose con el biso al sustrato, dificultando las labores de mantenimiento en

perjuicio de los ejemplares.

Es importante tener en cuenta la relacién entre la potencia del sustrato y su granulometria para
determinar su capacidad de generar zonas andxicas en un sistema cerrado (Spotte, 1992). La
mejor opcidén es anclar los individuos en cestas llenas de sustrato, pero no en cestas cerradas
(ya que se volverian a generar condiciones andxicas), sino en cestas de malla (Fig. 2.5), que

permiten una mayor circulacion del agua a través de las particulas de sedimento.
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2.5.5 Tratamiento de salinidad y temperatura en ejemplares positivos en Haplosporidium

pinnae

En relacidén al experimento de salinidad, se esperaba un claro deterioro del individuo control ya
gue se mantuvo una baja salinidad (6ptima para H. pinnae), ademas de esperar una muerte
rapida en temperaturas elevadas. Por otro lado, en el sistema 1 se pretendia comprobar si los
cambios de salinidad pueden ser un tratamiento eficaz para los individuos infectados. En este
sentido, se ha observado que, a pesar de una temperatura elevada, la alta salinidad del tanque
podria impedir el desarrollo del patdgeno. En el sistema control, la salinidad es menor, pero es
cierto que sigue siendo alta, estando en el limite superior del rango éptimo de H. pinnae, por lo
que es posible que se observe un deterioro del individuo con salinidades mas bajas. Es posible
que los analisis de PCR realizados a los individuos antes de los tratamientos dieran algun falso
positivo, aunque es dificil que esto ocurra para los cuatro individuos. Suponemos que al menos
uno de ellos estaba infectado, por lo que las PCR negativas posteriores confirman la posibilidad
de utilizar tratamientos de salinidad con ejemplares positivos para H. pinnae, aunque deben
realizarse mas pruebas y estudios. Ademads, hay que tener en cuenta la procedencia de los
individuos antes de realizar un tratamiento para aumentar la salinidad del agua. Los individuos
de este estudio, procedentes del Mar Menor, estaban adaptados a altas salinidades, pero otros
individuos, como los del delta del Ebro, podrian no llegar a soportar estas condiciones de

salinidad.

Figura 2.15: Dos de los ejemplares en la experiencia de tratamiento de salinidad y temperatura. Al tratarse de
ejemplares jovenes su tasa de crecimiento es mucho mas alta que la de ejemplares adultos. Obsérvese el crecimiento

entre 01/08/2020 y 03/11/2020.
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2.6 CONCLUSIONES

- A pesar de los numerosos retos encontrados durante el proceso de puesta a punto de
los protocolos para el mantenimiento ex situ de ejemplares, algunos han sido
mantenidos durante cuatro afos.

- Se han identificado algunas de las condiciones ambientales apropiadas para el
mantenimiento de ejemplares de nacra ex situ y los sistemas técnicos adecuados para
conseguirlas.

- El uso de Skimmers en los sistemas de recirculacién es determinante en el
mantenimiento de la calidad del agua teniendo en cuenta la alta tasa de alimentacién
requerida por los ejemplares de nacra.

- La esterilizacion germicida juega un papel muy importante en el mantenimiento de la
calidad de agua de los tanques y se contempla la posibilidad de incrementar la potencia
germicida hasta alcanzar un nivel 5 de esterilizacién, como una medida adecuada para
reducir la incidencia de infecciones por bacterias del género Vibrio.

- Todavia quedan muchos vacios de conocimiento para conseguir un mantenimiento
100% exitoso y favorable para la especie, incluyendo la mejora de las dietas para el
correcto desarrollo de los individuos.

- Laalimentacion con zooplancton incrementa la viabilidad en el tiempo de los ejemplares
mantenidos.

- Elcrecimiento de los ejemplares ex situ parece ser en la mayoria de los casos muy similar
al observado in situ, mds lento en adultos y mucho mas abundante en ejemplares de
menos de 3 afios.

- El control biolégico de epibiontes como las anemonas que pueden afectar al borde del
manto de las nacras por su efecto urticante, por medio de Spurilla neapolitana es muy
efectivo.

- El control de las infecciones de Haplosporidium pinnae en ejemplares de Pinna nobilis
del Mar Menor, mediante cambios de salinidad parece ser efectivo, aunque requiere de

nuevos trabajos para confirmarlo.
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3.1 RESUMEN

Uno de los objetivos clave en proyectos ex situ de recuperacién de especies en peligro,
dirigido a evitar el declive de las especie y su extincidén, se basa en establecer protocolos de
reproduccion que permitan obtener stocks de ejemplares viables, con capacidad para ser

integrados en trabajos de repoblacion in situ, si el caso lo requiere.

Teniendo en cuenta la situacion de Pinna nobilis en su habitat natural, catalogada en
peligro critico, conseguir la reproduccidn ex situ de la especie seria de vital importancia. Al igual
gue el resto de miembros de la familia Pinnidae, no se trata de una especie sencilla de mantener
o reproducir y en este momento se estd invirtiendo mucho tiempo y esfuerzo, por parte de
diferentes grupos de investigacion en el entorno del Mediterraneo, con el objeto de desarrollar

los protocolos de reproduccion que permitan asegurar el futuro de la especie.

En el presente capitulo se muestran los avances llevados a cabo en la reproduccion de
Pinna nobilis a partir de diferentes eventos reproductores que han tenido lugar en las
instalaciones del Acuario de la Universidad de Murcia. Se han realizado estudios sobre densidad
larvaria optima en cultivos, dietas apropiadas, etologia larvaria y por supuesto una
caracterizacion de las diferentes etapas de desarrollo embrionario y larvario con cronogramas
de desarrollo comparados. Aunque todavia no se ha alcanzado el asentamiento de juveniles y

semilla de Pinna nobilis, si se observan claros avances entre sucesivos eventos estudiados.

PALABRAS CLAVE: Pinna nobilis — reproduccion ex situ — desarrollo larvario- cultivos —

Alimentacién — Sistemas de cultivo larvario.
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3.1 ABSTRACT

One of the key objectives in ex situ projects for the recovery of endangered species,
aimed at preventing the decline of the species and its extinction, is based on establishing
reproduction protocols that allow viable stocks of specimens to be obtained, with the capacity

to be integrated into in situ repopulation projects if the case so requires.

Considering the situation of Pinna nobilis in its natural habitat, catalogued as critically
endangered, achieving ex situ reproduction of the species would be of vital importance. Like the
other members of the Pinnidae family, this is not an easy species to maintain or reproduce, and
a great deal of time and effort is currently being invested by different research groups in the
Mediterranean area, with the aim of developing reproduction protocols to ensure the future of

the species.

This chapter shows the progress made in the reproduction of Pinna nobilis from different
breeding events that have taken place in the facilities of the Aquarium of the University of
Murcia. Studies have been carried out on optimal larval density in culture, appropriate diets,
larval ethology and, of course, a characterisation of the different stages of embryonic and larval
development with comparative developmental chronograms. Although the settlement of
juveniles and seeds of Pinna nobilis has not yet been achieved, clear progress can be observed

between successive events studied.

KEY WORDS: Pinna nobilis - ex situ reproduction - larval development - culture - feeding - larval
culture systems.
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3.2 INTRODUCCION

El creciente deterioro de los ecosistemas terrestres y acuaticos, debido principalmente a
factores de origen antrdpico, ha llevado en las ultimas décadas a numerosas especies y
poblaciones a una situacidn de regresiéon que en ocasiones llega a alcanzar niveles criticos para
la supervivencia (Oberhuber, 2004). Como respuesta a esta situacién de crisis se observa un
incremento en el esfuerzo para activar y poner en marcha proyectos de conservacion dedicados
al mantenimiento de la biodiversidad. Estos proyectos contemplan actuaciones in situ llevadas
a cabo en el medio natural y actuaciones ex situ desarrolladas habitualmente en instalaciones

lejos de los habitats originales de las especies afectadas (Maxted, 2013; Braverman, 2014).

Las acciones ex situ, tienen entre sus principales objetivos la obtencién de protocolos de
mantenimiento y reproduccién en cautividad que aseguren la viabilidad en el tiempo de las
poblaciones naturales, desarrollando proyectos de recuperacién basados fundamentalmente en
repoblaciones, siempre que sean consideradas estrictamente necesarias (Gil Hernandez et

al.,2017).

La reproduccidn ex situ puede llegar a ser una solucion potencial en programas de recuperacion
de especies en situacion critica (Ronquillo and Mckinley,2006; Thomas et al., 2010; Theodorou
et al.,, 2015; Espinosa et al., 2006; Guallart et al., 2020; Ferranti et al., 2021 y 2022; Foyle et al.;
1997; Lebata-Ramos et al., 2010). En el grupo de los moluscos, cada vez es mas frecuente el
establecimiento de protocolos de reproduccién ex situ con objetivos de conservacién de
poblaciones de especies en peligro. Aunque existen protocolos estandarizados en otras especies
de bivalvos, hay un gran desconocimiento en relacidon con el mantenimiento y la reproduccion
de P. nobilis, (Trigos, 2018) especie en peligro critico cuya supervivencia podria depender de la

capacidad de criar ejemplares ex situ.

El desarrollo de protocolos de reproduccidn en especies de bivalvos con fines comerciales ha
servido de gran ayuda a la hora de trasladar los conocimientos adquiridos al campo de la

conservacion de especies (Arnold, 2008).

Cuando se habla del ciclo de reproduccién, se asume que comprende desde la maduracion de
los ejemplares reproductores hasta el asentamiento de los juveniles (Helm et al., 2006) y este

es el objetivo principal en cualquier programa de cria en cautividad.

En el proceso de maduracién de moluscos bivalvos intervienen factores endégenos y exdgenos.
Los factores enddgenos incluyen ciertos condicionantes genéticos, a la vez que la accion de

diferentes hormonas, dependientes a su vez de factores exdgenos (Joaquim et al., 2008).
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También hay diferentes factores exdgenos que influyen en el proceso de gametogénesis como
la talla de los individuos; la temperatura; la abundancia, la calidad y disponibilidad de alimento
recibido; el fotoperiodo y los ciclos lunares (Giese y Pearse, 1974; Mackie, 1984; Helm et al.,

2006).

La temperatura se muestra como uno de los principales factores desencadenantes del proceso
de acondicionamiento o maduracion (Orton, 1920; Loosanoff y davis, 1952; Gunter 1957; Kinne,
1963). En Atrina maura, una especie de la familia Pinnidae Leach, 1819 la temperatura aparece
como un factor determinante en la activacién del ciclo reproductivo (Rodriguez -Jaramillo et al.,
2001). Asi mismo, el hecho de que la temperatura se encuentre en un rango 6ptimo durante el
proceso de maduracién influye tanto en la calidad de los ovocitos generados, como en su

viabilidad tras la fecundacion (Rodriguez -Jaramillo et al., 2001).

Del mismo modo, la calidad y cantidad de la alimentacion recibida por el reproductor sera
decisiva a la hora de generar gdnadas de buena calidad (Sastry, 1968). En condiciones
determinadas, una alimentacién deficiente en bivalvos, como en el caso de la nacra, puede
generar el debilitamiento de los reproductores tras el proceso de maduracién, debido a la
movilizacién de las reservas de glucégeno almacenadas en el musculo como alternativa a las

reservas habituales (Angel-Pérez et al., 2007; Deudero et al., 2017).

La metodologia de maduracién en cultivos de bivalvos se basa en la exposicion de los
reproductores a ciclos cambiantes de temperatura durante periodos de tiempo determinados
(Robles-Mungaray et al., 1996). El efecto inductor de la temperatura sobre la gametogénesis
presenta dependencia especifica y geografica de modo que, segln las especies, se puede activar
el evento reproductivo en laboratorio con incrementos o descensos en las mismas, e incluso
también generando shocks térmicos aplicando temperaturas de tolerancia maximas (Loosanoff

y Davis, 1952; Sastry, 1968; Angel-Pérez, 2007).

Frente a estas técnicas que pueden llegar a generar estrés en los ejemplares reproductores, se
plantea una estrategia de trabajo que se inicia con la observacién del ciclo de maduracién de la
especie en el medio natural, para después replicarlo en las instalaciones de cultivo como un
proceso naturalizado, con el objeto de conseguir la reproduccion. Este método podria reducir el
estrés sobre los reproductores y evitar incluso mortandad de los individuos sometidos a técnicas
agresivas. Esta metodologia naturalizada y no agresiva es interesante fundamentalmente para
especies sensibles o bajo figuras de proteccidon como P. nobilis.

Tras la liberacion de gametos y su fecundacién comienza la etapa mas delicada en el proceso

reproductor de los bivalvos, el desarrollo larvario. Una circunstancia comun a esta etapa en las
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distintas especies de bivalvos conocidas es la elevada mortalidad de las larvas ocasionada por
diferentes factores. Los procesos de fecundacién irregulares y los eventos de acidificacion en el
medio acuatico pueden provocar deformaciones de embriones y larvas que culminen con una
elevada mortalidad de estas (Gazeau et al., 2010). La escasez de alimento (Rico-Villa et al., 2006)
y periodos de temperaturas elevadas también son factores que inciden en la mortalidad de las

larvas (Philippart et al., 2003).

En cultivos de bivalvos los principales problemas observados tienen relacién con el disefio y
aporte de dietas adecuadas, segln los requerimientos nutricionales de la especie objetivo (Helm
y Laing, 1987; Knauer y Southgate, 1999; Hendriks et al., 2003; Marshall et al., 2010; Cheng et
al., 2020); la presencia de patégenos, frecuentemente bacterias y principalmente del género
Vibrio, (Paillard et al., 2004; Beaz hidalgo et al., 2010; Travers et al., 2015; Dubert et al., 2017);
aunque también se pueden producir fallos en los procedimientos de fecundacién como la
polispermia que pueden llegar a generar deformaciones en las fases larvarias reduciendo la

viabilidad de las puestas (Styan, 1998; Helm, 2006; Dong et al., 2012).

La mortalidad larvaria presenta una incidencia especialmente importante en momentos clave
como es el paso de pediveliger a juvenil, que implica ciertos cambios estructurales complejos
(Helm, 2006; Trigos et al., 2018). En especies de la familia Pinnidae se detecta también un
incremento en la mortalidad larvaria en el proceso de umbonacién (Robles-Mungaray et al.,
2004), en el que la prodisoconcha | pierde la charnela recta caracteristica de D- Veliger y Veliger

y aparece el umbo.

En el caso de Pinna nobilis, tras el evento de mortalidad masiva de 2016 (Darriba, 2017; Vazquez-
Luis et al., 2017) y la situacion actual de las Unicas poblaciones relictas de la especie en el
Mediterraneo, la obtencidn de juveniles reproducidos en cautividad para integrar en proyectos
de recuperacion parece ser una de las Unicas opciones de viabilidad de la especie en un futuro

cercano (Trigos et al., 2018)

Con el fin de asegurar la supervivencia de P.nobilis, uno de los objetivos prioritarios del presente
trabajo ha sido avanzar en el establecimiento de protocolos de reproducciéon de la especie. La
puesta a punto de dichos protocolos abrira la puerta para obtener ejemplares juveniles viables,
los cuales podrian ser la base para posibles proyectos de recuperacion y repoblacién en el medio

natural (Trigos et al., 2018; Hernandiz et al., 2023).

El estudio del presente capitulo se centra en la caracterizacion de los diferentes eventos

reproductores de Pinna nobilis llevados a cabo en las instalaciones del Acuario de la Universidad
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de Murcia desde el episodio de mortandad masiva en el Mediterraneo y la crisis de eutrofizacién

del Mar Menor.

Los objetivos principales de este estudio fueron i) ampliar el conocimiento sobre el ciclo
reproductor de la especie, concretamente en la poblacidén del Mar Menor vy ii) avanzar en el

desarrollo de un protocolo de reproduccidn ex situ valido para Pinna nobilis

Se describen los avances obtenidos en relacién a dos experiencias ex situ separadas en el tiempo,
concretamente en los afios 2020y en 2023, pero complementarias en conocimientos obtenidos.
También se ha localizado el evento reproductor de P. nobilis in situ en la laguna del Mar Menor,

confirmando la capacidad reproductora de la poblacidn relicta.

Partiendo de un gran vacio de conocimiento en la comunidad cientifica sobre las condiciones
ambientales y los factores determinantes para la viabilidad de las larvas, en la primera
experiencia ex situ, se llevaron a cabo distinto experimentos dirigidos a evaluar la tasa de
supervivencia larvaria ex situ, en relacion con la densidad de larvas en el cultivo y el tipo de
alimento disponible. De forma simultdnea, se avanzé en la caracterizacion y estudio de las fases
de desarrollo embrionario y larvario con una descripcién del cronograma y las caracteristicas

morfoldgicas externas de cada fase.

En la segunda experiencia ex situ se aplicaron los conocimientos adquiridos en experiencias
anteriores y se tuvo como objetivo el analisis del comportamiento reproductor en un grupo de
ejemplares inducidos en el laboratorio, siguiendo el patrén de condiciones naturales que afectan
a la especie en el Mar Menor. También se compard la viabilidad larvaria entre reproductores
madurados en el medio natural y reproductores madurados en laboratorio y se continuaron los
estudios sobre el cronograma vy la caracterizacidon de los diferentes estadios embrionarios y

larvarios de Pinna nobilis.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Area de estudio

Las experiencias orientadas a avanzar en el conocimiento de los procesos reproductivos de P.
nobilis y los protocolos de cria en cautividad se llevaron a cabo entre los afios 2020 y 2023. La
observacién de los eventos de liberacion de gametos in situ se centrd en los ejemplares
supervivientes de la laguna del Mar Menor, después del colapso poblacional ocurrido en 2016

(Capitulo 1y Figura 3.1).

Los ejemplares mantenidos ex situ para el desarrollo de las diferentes experiencias procedian
igualmente del Mar Menor (Figura 3.1). Un total de 21 individuos de P. nobilis han sido
seleccionados al azar y trasladados al acuario de la Universidad de Murcia. El traslado desde el
medio hasta las instalaciones se realizaba aplicando el protocolo de traslocacion de Pinna nobilis
(Giménez Casalduero y Cortés- Melendreras, 2018). Se obtuvo informacién de cada uno de los

individuos recolectados (posicidn original, estado, talla maxima)

4185000N—
4180000N—
Mar
Menor o )
| Mar
Pedrucho Mediterrineo
Perdiguera Baron b
4175000N—
’
A170000N—
® Recogida reproductores
Evento reproductor 0 1 2km

590600E GQSéOOE ?00600E ?OSéOOE
Figura 3.1: Area de estudio.
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3.3.2 Evento reproductor en el medio natural en la laguna del Mar Menor

La localizaciéon del evento reproductor en el medio natural fue posible mediante la realizacion de
muestreos dirigidos a este efecto, seleccionando los dias clave en funcién de las temperaturas
observadas como dptimas para la liberaciéon de gametos. Una vez localizado por primera vez y
con la temperatura observada como referencia, se volvid a localizar en dos ocasiones mas en

anos posteriores.

La recogida de gametos in situ para su estudio en laboratorio se llevd a cabo mediante
jeringuillas de 100 ml, posteriormente transportadas al laboratorio en neveras acondicionadas

para el traslado en condiciones éptimas.

3.3.3 Diseiio de sistemas para mantenimiento de reproductores

El presente trabajo se basa en dos experiencias llevadas a cabo en 2020 y 2023 sobre
reproduccion de Pina nobilis en laboratorio. La experiencia 1 consistio en la emulacion ex situ
del ciclo reproductor de la nacra, incluyendo maduraciones totales y parciales en génada
masculina y femenina respectivamente, y un evento de desove. Tras la liberacién de gametos y
su fecundaciodn, las larvas fueron sometidas a varias pruebas con el objeto de determinar la
densidad larvaria 6ptima de cultivo y testar diferentes dietas potenciales que ofrecieran una
idea de la capacidad de adaptacién de las larvas a diversos tipos de alimento vivos o en gel.
También se realizé un seguimiento del desarrollo larvario y su adaptacién a los sistemas de
mantenimiento. En la Experiencia 2 se compard un ciclo completo con maduracién de
ejemplares en el laboratorio y un ciclo parcial con maduracién femenina en el medio natural y
masculina en laboratorio. En los sucesivos eventos reproductores conseguidos se testaron varios
sistemas y su aptitud para el mantenimiento de las larvas. Se realizd un seguimiento del

desarrollo larvario hasta el estadio de umbonada, fase que no lograron superar.

La descripcidén de los sistemas de mantenimiento de ejemplares destinados a reproduccion,
incluidos los sistemas de cuarentena, coinciden con los descritos en el Capitulo 2 (Apartado 2.
Metodologia) del presente trabajo. Para la Experiencia 1 llevada a cabo en 2020, los
reproductores de nacra fueron ubicados en el sistema Pinna 2, en los tanques Pinna 2A y Pinna

2B. En el caso de la Experiencia 2 realizada en 2023 los reproductores se mantuvieron en sistema
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Pinna 3, en los tanques Pinna 3B y Pinna 3C.

Experiencia 2 realizada en 2023 los reproductores se mantuvieron en sistema Pinna 3, en los

tanques Pinna 3B y Pinna 3C.

Tabla 3.1: Tanque de reproductores Pinna 2 Ay B. Experiencia 1 - 2020

TANQUES EJEMPLARES
Ejemplares P2A1 P2A2 P2A3 P2A4
P2A Talla (cm.) 32.7 453 34.4 37.0
Origen Baron Baron Barén Barén
Ejemplares P2B1 P2B2 P2B3 P2B4 P2B5 P2B6
P2B Talla (cm.) 40.2 36.5 34.4 35.2 33.0 345
Origen Perdiguera | Perdiguera | Perdiguera | Perdiguera | Perdiguera | Perdiguera

3.3.4 Experiencia 1. 2020: Densidad larvaria, optimizacion de dietas y caracterizacion de

fases de desarrollo larvario

3.3.4.1 Maduracidén de ejemplares

Los ejemplares destinados a la experiencia 1, que se llevd a cabo durante el ciclo reproductor de
2020 se trasladaron al Acuario durante los meses de enero y febrero. En una fase previa a su
entrada en los tanques de maduracion se llevd a cabo un periodo de cuarentena de 30 dias, en
el que fueron sometidos a biopsias de manto para determinar su estado de salud en relacion
con la infeccién por el protozoo Haplosporidium pinnae o bacterias de los géneros Vibrio y
Mycobacterium. Tras el periodo de cuarentena fueron trasladados a los tanques de maduracion
y reproduccion. Los tanques corresponden al sistema Pinna 2 (P2) (los elementos técnicos que

componen sistema Pinna 2 estan descritos en el Capitulo 2 de este trabajo).

El agua utilizada en los tanques de reproductores es agua de mar sintética, filtrada a 1u y
esterilizada con lamparas germicidas U.V. a nivel de esterilizacién 5. Ademas, cada tanque lleva
incluido en el sistema de filtrado una filtracion mecédnica de 50u y una ldmpara germicida en

continuo a un nivel de esterilizacion 3 (Niveles de esterilizacidon germicida, Capitulo 2).
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En el tanque Pinna 2A se introdujeron 4 ejemplares de Nacra Al - A4. En el tanque Pinna 2B se

introdujeron 6 ejemplares de nacra B1 — B6 (Figura 3.1). La talla de los ejemplares se puede

observar en la tabla 1.

Temperatura

2019 2020 2021 2022 2023

Temperatural C]
~
b
¥

Figura 3.2: Tabla de temperaturas medias observadas en el Mar Menor entre 2019 y 2023. Fuente:
https://canalmarmenor.carm.es

La maduracién en especies de bivalvos es regulada por diferentes factores enddgenos vy
exogenos, de los cuales tienen especial relevancia la temperatura y el fotoperiodo. Segun el
cronograma de maduracion gonadal descrito por Deudero et al.,, 2017, en esta primera
experiencia se contd con ejemplares en los que la maduracion de génadas femeninas se inicié
en el medio natural y llegd a término en el laboratorio. Aunque la experiencia de Deudero et al.,
2017, se llevé a cabo con ejemplares de la Isla de Cabrera y podria haber variaciones con los
madurados en el Mar Menor, se observd que algunos ejemplares Mar Menor presentaban
génadas femeninas maduras al llegar a la instalacién de cuarentena. Por otra parte, todos los

ejemplares que maduraron como machos lo hicieron en el laboratorio.

Figura 3.3: Ejemplares de nacra en Tanque PINNA 2B del sistema Pinna 2 — 2020.
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Fotoperiodo Mar Menor 2020
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Figura 3.4: Fotoperiodo anual 2020. Fuente: https://canalmarmenor.carm.es

En los tanques mantenimiento de reproductores se reprodujeron las condiciones observadas en

el medio natural para temperatura y fotoperiodo (Figuras 3.2 y 3.4).

La alimentacién de los reproductores durante todo el ciclo reproductor se basé en una mezcla
de fitoplancton vivo y gel de las especies Tisochrysis lutea, Tetraselmis chuii y Phaeodactylum
tricornutum, a razén de 40.000 — 70.000 cel ml?, enriquecido con una papilla base elaborada

con zooplancton consistente en diversas especies de copépodos y misidaceos.

3.3.4.2 Induccidn, liberaciéon de gametos y fertilizacion

Con el objeto de conseguir la liberacion de gametos en ejemplares reproductores del grupo de
los moluscos bivalvos, existen diversos métodos de induccién al desove aplicables con
resultados éptimos, aunque por regla general suelen ser agresivos para los reproductores. (Helm

et al., 2006; Robles-Mungaray et al., 1996)

Debido a la fragilidad de la poblaciéon del Mar Menor y del mismo modo que con el proceso de

I”

maduracién, se optd por realizar una “induccién natural”, siguiendo los ritmos de la poblacién

en la laguna.

Una vez llevado a cabo el proceso de maduracién, se continué con la emulacién de las

variaciones de temperatura detectadas en el medio natural, en los tanques de reproductores,
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esperando a que tuviese lugar la liberacion de gametos sin producir estrés térmico en los

individuos.

La identificacion del evento de liberacidon de gametos se llevd a cabo realizando un seguimiento
visual de los reproductores. Una vez identificado el episodio reproductor se procedid a la

recogida de gametos.

Habitualmente la recogida de esperma y ovocitos de bivalvos se lleva a cabo separando los
reproductores en depdsitos independientes, de los que se extraen los gametos una vez

finalizada su liberacién (Helm et al., 2006).

En el caso de Pinna nobilis se considerd oportuno realizar la recogida de gametos en el mismo
tanque de mantenimiento de reproductores, para evitar el estrés que supone la manipulaciéon
durante los traslados. Hay que tener en cuenta que los ejemplares destinados a la reproduccion
estan ubicados en cestas adecuadas para mantener su posicion erguida, con sustrato de arena
donde por regla general anclan el biso y debido al tamafio de los ejemplares y el peso del
conjunto se hace complicada su manipulacion sin estrés (Capitulo 2. Apartado 2.9.2 Disposicion

de los ejemplares en los tanques).

La recogida de gametos en este caso se realizé mediante un tubo transparente de 10 mm de
didmetro interno unido a una manguera transparente de 10,5 mm de diametro interno, a través
de la cual se sifonaron los gametos expulsados directamente desde la regién exhalante hasta un

recipiente de recogida.

Tras la recogida, se filtré el esperma por un tamiz de luz de malla de 15 p y los ovocitos por uno
de 85 p, procediendo a la retencion mediante un tamiz de luz de malla de 30 y, con objeto de

eliminar posibles elementos contaminantes.

La filtracion a través de tamices durante todas las etapas de desarrollo larvario son importantes
para mantener limpio y sano el cultivo (Helm et al., 2006). Durante el desarrollo larvario es
habitual que unas larvas crezcan mas rapido que otras, por lo que en el caso de los bivalvos el
paso a través de diferentes tamices suele ser la mejor forma de separarlas por tamafos (Helm

et al., 2006).

Una vez recogidos vy filtrados los ovocitos y los espermatozoides se procedié a realizar un
muestreo para detectar cualquier deficiencia (Helm et al., 2006). Para realizar el muestreo se
homogenizé la mezcla en el depdsito de recogida, se recogieron cuatro muestras de 1 mly cada

una se distribuyd en gotas en una placa de metacrilato utilizada para el recuento en la lupa.
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Para el estudio y la descripcidn de las diferentes fases embrionarias y larvarias se utilizé un
microscopio Leica modelo DM750, una lupa binocular Leica modelo S6D, ambos equipos
complementados con una cdmara Leica modelo MC170HD y una lupa binocular Leica modelo
EZAHD con cdmara incorporada. La obtencién de imagenes y videos y el tratamiento de estas se

llevd a cabo mediante el programa LAS (Leica Aplication Suite) EZ V. 3.4.0.
Una vez comprobado el estado de los gametos se llevd a cabo el proceso de fecundacion.

En el proceso de fecundaciéon se pusieron en contacto ovocitos con espermatozoides,
consiguiendo la fecundacion de los primeros. La relacidon esperma — ovocitos debe ser de 10:1
para superar el 90% de fecundacién (Joaquim et al., 2008; Gongora-Gomez et al., 2017), en
ocasiones puede ser una relacion mas alta, hasta 15:1 e incluso 20-30:1 pero no es
recomendable superarla para evitar la polispermia (Robles-Mungaray et al., 1996; Helm et al.,

2006; Dong et al., 2012).

Tras la fertilizacién, los ovocitos se trasladaron directamente a los distintos tanques de destino
para los experimentos disefiados, a las densidades preseleccionadas para el contraste. Una vez
en los tanques de mantenimiento larvario (descritos en el apartado 3.5) se procedié a realizar
un seguimiento de los embriones y primeros estadios larvarios aproximadamente cada 30

minutos durante las primeras 24 h. hasta alcanzar el estadio D-Veliger.

3.3.4.3 Desarrollo larvario

Una vez pasadas las primeras 24 h. desde la liberacién de gametos se muestrearon las larvas

para determinar el porcentaje de ellas que habia alcanzado el estado D-Veliger.

A las 24 h una vez alcanzado el estadio larvario D- Veliger, con objeto de identificar las
condiciones dptimas en relacion a la densidad de larvas y fuente de alimentacidn dptima de las
larvas, se realizd, un experimento ortogonal donde se testé la tasa de supervivencia en 3
concentraciones larvarias y en presencia de 4 tipos diferentes de fitoplancton en agua durante

un periodo de 7 dias.

Por otra parte, se observo la evolucidn de las diferentes fases larvarias y su supervivencia en el

tiempo en distintos sistemas de mantenimiento, al igual que en las experiencia anterior.
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3.3.4.4 Experiencia de densidad larvaria y optimizacion de dietas

Se prepararon un total de 36 unidades de muestreo (UMs). Cada UM consistia en una placa Petri
con 40 ml de agua de mar artificial a la que se afiadia un tipo de fitoplancton y una concentracién
de larvas de nacra en funcién del disefio experimental. Las placas Petri se cubrieron con tapas,
se distribuyeron aleatoriamente en una mesa de laboratorio con temperatura controlada (21°C)

e iluminacién externa siguiendo fotoperiodo natural y se incubaron durante siete dias.

Figura 3.5: Placas Petri con los cultivos de densidad y alimentacién larvaria.

Las placas se redistribuyeron aleatoriamente dos veces para minimizar los efectos de las

variaciones a pequefia escala de las condiciones de luz y temperatura ambiente.

Cada dia se realizé un cambio de agua en cada una de las placas del 50% con agua nueva filtrada

a 1uy esterilizada con germicidas U.V. (Figura 3.6).

Figura 3.6: Muestreo y cambio de agua en cultivos de placas Petri.
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Se realizaron 12 tratamientos experimentales agrupados en un primer factor que coincidia con
el tipo diferente de alimento basado en fitoplancton y corresponde a 4 niveles: 1) LT: Tisochrysis
lutea (T-I1SO) viva; 2) GT: Tisochrysis lutea gel.; 3) MG: Mezcla de 4 especies fitoplanctdnicas en
gel (Tisochrysis lutea), Phaeodactylum tricornutum, Nannoclorosis gaditana, Tetraselmis chuii;
4) LT+MG: mezcla de 4 especies fitoplanctonicas en gel (Tisochrysis lutea , Phaeodactylumm

tricornutum, Nannoclorosis gaditana) e Tisochrysis lutea) viva (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: disefio experimental con las condiciones de estado del fitoplancton utilizado, las especies utilizadas y
concentracion de fitoplancton en cada uno de los niveles y la concentracién larvaria.

CcoD Condicion Especies CONCENTRACION Larvas/ml N
Fito células/ul
LT Viva Tisochrysis lutea 100 D2:2 3
(T-1S0O)
D5:5 3
D10: 10 3
GT Gel Tisochrysis lutea 100 D2:2 3
(T-1SO)
D5:5 3
D10: 10 3
MG Gel Tisochrysis lutea 100 D2:2 3
Gel P. tricornutum 25 D5:5 3
Gel N. gaditana 33.3 D10: 10 3
Gel Tetraselmis chuii 33.3
LT+ MG Viva Tisochrysis lutea 100
Gel Tisochrysis lutea 100 D2:2 3
P. tricornutum 25 D5:5 3
N. gaditana 33.3 D10: 10 3
Tetraselmis chuii 33.3

Cada tratamiento de tipo de fitoplancton se dividid a su vez en tres grupos de 3 UMs en los que
se dispusieron 3 concentraciones larvarias diferentes: 1) D2: La densidad de concentracion de
larvas fue de 2 larvas/ml Cada UM comenzd con un total de 80 larvas; 2) D5: La densidad de
concentracion de larvas fue de 5 larvas/ml Cada placa Petri comenzé el experimento con 200
larvas por UM; 3) D10: La densidad de concentracion de larvas fue de 10 larvas/ml Cada UM

comenzd con un total de 400 larvas por UM.

Se realizd un recuento de la supervivencia larvaria en todas las UMs en tres tiempos durante el
periodo experimental: 1) T1: dia 3, 2) T2: dia5y 3) T3: dia 7. El recuento se llevd a cabo mediante
una lupa binocular a 40 aumentos. La estima de densidad larvaria se realizaba mediante lupa
binocular a recuentos al azar de 9 o 10 campos visuales de 15,7 mm?, a partir de los cuales se

estimaba la densidad total de la UM.
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Las 36 UMs fueron dispuestas al azar en una zona experimental en unas condiciones de

Temperatura atmosférica de 212C y un fotoperiodo de 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad.

Tratamiento de los datos

Con el objetivo de testar la supervivencia de las larvas de Pinna nobilis, se realizé un analisis de
varianza de tres factores ortogonales y fijos (ANOVA) densidad de larvas (D), tipo de fitoplancton

(Ph) y tiempo experimental (T).

Densidad de larvas con tres niveles (D2, D5 y D10), tipo de fitoplancton con cuatro niveles (LT,

GT, MG y LT+MG) y tiempo experimental con tres niveles (T1, T2 y T3).
Se utilizaron tres UMs por tratamiento como réplicas. El modelo de este andlisis fue
X =MEDIA + Ph+ C+ T+ PhxD + PhxT + CxT + PhxCxT + RES

Se comprobé la homogeneidad de la varianza mediante la prueba de Cocchran antes de aplicar
el ANOVA y no fue necesario transformar los datos. Se realizaron comparaciones post hoc
mediante la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK) en caso de que fueran significativas en el

ANOVA para determinar qué factor y tratamiento estaban implicados en las diferencias.

3.3.4.5 Caracterizacion del desarrollo embrionario y larvario

El resto de las larvas que no formaban parte del experimento fueron trasladadas a diferentes
sistemas con el fin de observar si alguno de ellos marcaba una diferencia cualitativa en cuanto a

condiciones de mantenimiento y supervivencia.
Se testaron 4 sistemas:

a. Kreissel de 12 I. Se trata de un tanque circular de los utilizados en el laboratorio para
mantener larvas pelagicas de peces e invertebrados durante los primeros dias de vida
con una corriente circular en este caso generada por aireacién que imita las corrientes
en el medio natural.

b. 5 bandejas de 4 |. Bandejas de plastico de 40 cm x 24 cm x 5 cm, llenadas hasta 4 1.

c. Cilindro de 12 I. equipado con un motor de 6 rpm que hacia rotar una hélice cerca del
fondo generando una corriente ascendente de agua.

d. 4 tanques troncocdnicos de 30 I. con aireacidn ligera.
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El kreissel, las bandejas y el cilindro fueron sembradas a 15 larvas ml! y se alimentaron con una
mezcla de Tisochrysis lutea (T-ISO) viva a una densidad de 100 células pl? y Tetraselmis chuii gel

a 33,3 células pl.

Los troncocdnicos fueron sembrados a 7, 20, 25 y 70 larvas ml -1 y alimentados con la misma
mezcla que la elegida para la experiencia de las placas Petri, Tabla X, durante el tiempo que duré

el experimento.

En los diferentes sistemas se cambid el 50% del agua cada 2 dias por agua nueva a la misma

temperatura y salinidad filtrada a 1 y esterilizada mediante U.V a nivel 5.

Se realizaron dos muestreos de las larvas diarios a las 10:00 h y a las 18:00 h en los que se

comprobd su estado y se procedid a realizar fotografias y videos de comportamiento larvario.
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3.3.5 Experiencia 2. 2023: Maduracion ex situ e in situ y caracterizacion de fases de
desarrollo larvario

3.3.5.1 Maduracidn de ejemplares

Los ejemplares destinados a la experiencia 2 llevada a cabo en el ciclo reproductor de 2023,
fueron trasladados en dos fases al Acuario de la Universidad de Murcia, y fueron introducidos

en los tanques PINNA 3B y PINNA 3C.

Los ejemplares del tanque Pinna 3B se recogieron en la localidad del Pedrucho (La Manga), entre

los dias 29 y 30 de septiembre de 2021 (Figura 1).

Los ejemplares ubicados en el tanque Pinna 3C fueron trasladados desde la Isla del Bardn,
durante los meses de marzo y abril de 2023 (Figura 1).

Tabla 3.3: Tanques de reproductores Pinna 3 B y C. Experiencia 2 — 2023

** Ejemplar P3B5 sometido a dos extracciones de hemolinfa. * Ejemplar P3C4 sometido a una extraccion de
hemolinfa.

TANQUES EJEMPLARES
Ejemplares P3B1 P3B2 P3B3 P3B4 P3B5 **
P3B Talla (cm.) 40,7 39,5 45,5 44,7 45,3
Origen Pedrucho Pedrucho Pedrucho Pedrucho Pedrucho
Ejemplares P3C1 P3C2 P3C3 P3C4 * P3C5 P3Cé
P3C Talla (cm.) 50.5 46 50 44 50.5 55
Origen Barén Barén Barén Barén Barén Barén

En todos los casos los ejemplares seleccionados para su traslocacién como reproductores no
formaban parte de la poblacidn registrada, etiquetada y georreferenciada mediante GPS
destinadas al seguimiento a largo plazo de la poblacidn, sino que eran ejemplares de nueva
observacién. La posicidon de los ejemplares fue trasladada al equipo de seguimiento de la
poblacion de nacra en el Mar Menor*, para que quedaran reflejados en el inventario. En este
caso no fueron sometidos a un periodo de cuarentena previa con biopsias de manto por el riesgo
gue supone para su supervivencia, segun los indicios descritos en el capitulo 2, y cdmo afectan
los procedimientos invasivos al estado de salud de los ejemplares. Todos los ejemplares
seleccionados fueron trasladados directamente al sistema Pinna 3 (P3), cuya descripcidn técnica

aparece en el capitulo 2 de este trabajo (Figura 3.7).

e Equipo constituido por TRAGSATEC, la Universidad de Murcia y la Universidad de Alicante.
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Figura 3.7: Grupo de reproductores tanque A: PINNA 3By B: PINNA 3C.

En este ciclo reproductor se trabajé con reproductores madurados ex situ en las instalaciones
del Acuario de la Universidad de Murcia (reproductores recogidos en 2021) y con reproductores
madurados in situ en el medio natural (recogidos en 2023), con el fin de comparar las puestas y

la viabilidad larvaria.

El ejemplar P3C4 se aislé en un tanque independiente disefiado para llevar a cabo una
experiencia de alimentacidon con una nueva dieta alternativa. También fue sometido a extraccidn

de hemolinfa para un trabajo de respuesta inmune (Carella et al., en prensa).

Para conseguir un correcto proceso de maduracion de los reproductores, se replicaron las
condiciones ambientales observadas en el Mar Menor, priorizando la temperatura como uno de
los factores exdgenos de mayor influencia como desencadenante del proceso de maduracién

(Rodriguez -Jaramillo et al., 2001), asi como el fotoperiodo.
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En las dos experiencias de reproduccidn de nacra realizadas en este trabajo se regulé el ciclo de
temperatura con respecto al observado en el medio natural, moderando los extremos entre 14
y 289C, con el fin de no someter a estrés a los ejemplares (Hernandis et al, 2018), respetando

que las condiciones fueran las apropiadas para la correcta evolucion del proceso de maduracién.

Los datos de referencia sobre la evolucidon de la temperatura semanal en el Mar Menor se
obtuvieron de los datos publicos disponibles en la web:

https://canalmarmenor.carm.es/monitorizacion/monitorizacion-de-parametros/ y también

https://marmenor.upct.es/charts/.

También se regulé el fotoperiodo como factor externo desencadenante, para imitar la evolucién

en el medio natural.

Fotoperiodo Mar Menor 2023
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Figura 3.8: Fotoperiodo anual 2023. Fuente: https://canalmarmenor.carm.es

La alimentacién de los reproductores de nacras durante el proceso de maduracion (8 meses ciclo
completo, 3 meses ciclo parcial) y mantenimiento pre-desove, estuvo compuesta por tres
especies de microalgas cultivadas en el laboratorio, dos de las cuales eran fijas en la dieta:
Thisochrysis lutea (T-1so, Bendif et al.,2013) y Tretraselmis chuii; mientras que la otra especie
perteneciente al grupo de las diatomeas se alterné entre Chaetoceros gracilis y Phaeodactilum

tricornutum.

Las concentraciones de cada especie variaron en funcién de su tamafio: Thisochrysis lutea (6 103
cel ult), Tetraselmis chuii (2 103 cel ul) y Chaetoceros gracilis o Phaeodactylum tricornutum (7

103 cel ul?) en los cultivos. La mezcla se realizaba siguiendo una relacién 3/3.
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La dosis diaria en cada tanque de 940 I. se calculd segin Garcia March, 2020, sobre el modelo
de aproximacion a Pinna nobilis de la dieta propuesta por Hernandis et al., 2022 para Pinna rudis.
Segun el estudio se debe alimentar con dosis entre 1,5y 2,5 pm* ml? (equivalente a 40.000 —
70.000 cel ml). El maximo se eligié en relacion con el umbral de produccién de pseudoheces,

(Bayne, 1993).

La dosis diaria se repartid en tres tomas con un periodo de alimentacidn durante el que se

detuvo la entrada de agua procedente del sistema de filtrado por dos horas.

La dosis diaria de fitoplancton se complementd con dos especies de zooplancton intentando
proporcionara los reproductores un perfil nutricional 6ptimo rico en dacidos grasos
poliinsaturados (Knauer y Southgate, 1999; Rivero-Rodriguez et al., 2007; Cheng et al., 2020).
Las especies seleccionadas para alimentar a los reproductores fueron un rotifero, Brachionus
rotundiformis, seleccionado por su pequeiia talla y un copépodo Acartia tonsa, suministrado en
forma de nauplio. B. rotundiformis fue alimentado a su vez con el alga Nannochloropsis
gaditana, cuyo perfil nutricional se adecua a los requerimientos tenidos en cuenta. El

zooplancton fue incluido en las dosis habituales de fitoplancton a razén de 0,5 unidades ml 1,

Para determinar el estado de maduracion gonadal se eligié la observacion dorsal de la génada a
través de las valvas abiertas. Debido a que esta forma de determinar el grado de
acondicionamiento es muy inexacta, aunque inocua, se tuvo que realizar un seguimiento muy

exhaustivo para identificar el momento del evento reproductor.

3.3.5.2 Induccidn, liberacion de gametos y fertilizacion

Se llevd a cabo una nueva experiencia de seguimiento del evento reproductor con induccion
naturalizada, en la que la emisién de gametos no es puntual provocada por un shock térmico,

sino que se extiende en el tiempo en un proceso de interacciones entre individuos.

Con el fin de localizar los eventos de desove se dispusieron filtros de recogida de huevos con
mallas de 30y, integrados en los sistemas de filtracion de los tanques de reproductores. Del
mismo modo y teniendo en cuenta que la liberacién de gametos se produce durante el dia (obs
pers), se llevd a cabo un seguimiento visual desde el amanecer hasta el anochecer, dirigido a la

localizacién de los diferentes episodios.

La recogida y muestreo de gametos siguidé el mismo procedimiento que el llevado a cabo en la

experiencia 1.
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El tratamiento del esperma y los ovocitos también fue similar al realizado en la experiencia 1. En
los dias en los que solo hubo expulsidon de esperma, se recogieron muestras de 250 ml y se
conservaron a 42C, temperatura a la que se pueden mantener viables hasta tres dias (Trigos et
al., 2018)). De esta forma, en el caso de que en el siguiente episodio de liberacién de gametos
solo se obtuviesen ovocitos, se tendria capacidad de fecundacién utilizando el esperma

conservado.

3.3.5.3 Caracterizacion del desarrollo embrionario y larvario

Después de fecundados, los ovocitos se trasladaron a tanques de cultivo donde pasaron las
primeras 24 horas, tiempo que dura el desarrollo de los embriones y el primer estadio larvario.
La densidad larvaria en este primer tanque se sitia entre 7 y 10 larvas ml-! (Robles-Mungaray et

al., 1996)

Los tanques de cultivo destinados a mantener los embriones y primeros estadios larvarios

fueron de tres tipos:

a. Bandejas de 50 1. (75x52x15 cm) sin movimiento de agua.

b. Troncocdnicos de 250 | con aireacidn suave.

c. Troncocdnicos de 500 | con aireacion suave.
Durante ese tiempo se muestrearon cada hora con el objeto de describir los tiempos en los que
se producen cambios durante el desarrollo embrionario y la entrada en las primeras fases de

desarrollo larvario.

Una vez alcanzado el estadio D-Veliger, se procedid a separar grupos de larvas en diferentes

sistemas de mantenimiento.
Los sistemas seleccionados fueron:

a. Bandejas de 50 1. (75x52x15 cm) sin movimiento de agua.
b. Bandejas de 50 I. con movimiento de agua.
c. Troncoconicos de 250 | con aireacidn suave.
d. Troncocdnicos de 500 | con sistema motorizado de movimiento de agua ascendente
(adaptado del cilindro de 12 | motorizado, utilizado en la experiencia 1).
La densidad larvaria en esta fase de desarrollo se sitia entre 3y 5 larvas ml™siguiendo la estima

adecuada de densidad larvaria obtenida en la experiencia 1 -2020.
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Desde que las larvas alcanzaron el estadio D-Veliger se alimentaron con Tisochrysis lutea durante
los tres primeros dias a una concentracién de 20 cel pl. A partir del tercer dia la alimentacién
se complementé con Chaetoceros calcitrans, en relacion 1:1, manteniendo la misma
concentracién. Conforme fue aumentando la talla de las larvas se incrementd la concentracion

de alimento, llegando en fase umbonada a 30 cel pl™.

Las bandejas de 50 | fueron limpiadas y desinfectadas cada dos dias y al mismo tiempo las larvas

fueron sifonadas y tamizadas a 120 — 85y 63 L.

Los troncocdnicos fueron limpiados y desinfectados cada tres dias. Del mismo modo que en las

bandejas las larvas fueron sifonadas y tamizadas a 120 — 85y 63 L.

Todo el material utilizado para la recogida de gametos, asi como durante los trabajos y
tratamientos realizados sobre embriones y larvas, se desinfecté mediante inmersidon completa
en acido acético al 7% (Robles-Mungaray, 1996), seguido de inmersiones sucesivas en agua fria

a 182C vy agua caliente a 60 2C, con secado completo posterior.

El agua marina utilizada para las larvas se realizd con sales sintéticas y se pasé a través de un

filtro mecdnico de 1y, ademads de por [dmparas germicidas U.V. con un nivel de esterilizaciéon 5.

Los muestreos de larvas (n=3) se llevaron a cabo 3 veces al dia en cada sistema, a las 9:00 h. a
las 15 h. y a las 20 h. Se recogieron 3 muestras de 5 ml de cada sistema y fueron observadas al

microscopio para conteo, observacidn y realizacién de fotografia y video.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Evento reproductor en el medio natural en la laguna del Mar Menor

Figura 3.9: Expulsion de ovocitos en ejemplares de la Isla del Barén. 22 de mayo de 2019. Mdjoles alimentandose de

ovocitos. Foto Javier Giménez.

En el transcurso del seguimiento de poblaciones de Pinna nobilis en el Mar Menor, llevado a
cabo por el equipo de TRAGSATEC, la Universidad de Alicante y la Universidad de Murcia, se
localizaron distintos eventos reproductores en diferentes afos, ubicados concretamente en la

Isla del Bardn, una de las zonas de mayor densidad de nacras de la laguna.

La primera observacién tuvo lugar el 22 de mayo de 2019 y se localizé facilmente por la aparicion
de grupos de mujoles (Liza aurata) atraidos por la abundante cantidad de ovocitos liberados
(Figura 3.9). Los mujoles se situaron en el margen superior de las valvas de las nacras en la region
exhalante, en el punto de liberacién de los gametos, alimentandose de ellos. El mismo dia fueron
detectados otros ejemplares cercanos expulsando gametos masculinos. En este caso los peces
no se mostraron atraccién por el esperma como posible fuente de alimento, posiblemente

debido a su rdpida dispersidén en el medio acuatico.
La temperatura del agua en el momento de la liberacidn de gametos era 24 2C.

Se observd que la temperatura para la induccidn del evento reproductor fue de 24 °C (Figura
3.2). Este umbral se tomd como referencia para el seguimiento de siguientes episodios
reproductivos in situ. Un afio después, el 29 de mayo de 2020, cuando se alcanzd esa
temperatura (Fig. 3.2) se volvié a muestrear el estado de los ejemplares de Pinna nobilis en la
Isla del Bardn, detectando de nuevo la liberacion de gametos femeninos en diferentes

ejemplares de la zona.

A fecha de 19 de mayo de 2022, de nuevo se localizé el evento reproductor en el mismo lugar al
alcanzar la misma temperatura que en afos anteriores (Figura 3.2). En esta ocasion se observo

la liberacién de gametos masculinos y femeninos por parte de diferentes ejemplares.
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En todas las ocasiones en las que se detectd la liberacion de gametos femeninos en el medio

natural se trasladaron muestras de estos gametos al laboratorio y se observé un porcentaje de

fecundacion cercano al 90%.

Figura 3.10: Ejemplar liberando ovocitos(A) y ejemplar liberando esperma (B) 22/05/2019 Foto: Javier Giménez.

3.4.2 Experiencia 1. 2020: Densidad larvaria, optimizacion de dietas y caracterizaciéon de

fases de desarrollo larvario

3.4.2.1 Sistemas de mantenimiento de reproductores. Tablas de parametros

A continuacidn, se muestran los datos observados de temperatura, pH y salinidad. La
temperatura estuvo sujeta a mayor variacién que el resto de parametros, con el fin de reproducir
las condiciones del ciclo de temperatura natural en el Mar Menor. La temperatura en la laguna,
durante el periodo experimental se mantuvo dentro de los rangos habituales con relacién a
otros afios, sin alcanzar temperaturas extremas en su valor minimo, llegando a 13,19C el 1 de
febrero de 2020 vy, sin embargo, los valores maximos alcanzaron el maximo de 29,32C el 30 de
julio de 2020. El patrén de cambio fue el esperado a lo largo del afio (Figura 3.11-A). El rango de
temperatura del sistema Pinna 2, se mantuvo entre los 14 2C y los 209C y siguid el patron de
cambio similar al medio natural, aunque suavizado para no inducir estrés térmico a los
ejemplares, ya que se detectaron indicios de estrés en algunos ejemplares biopsiados (Figura

3.11-B).
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Evolucién de temperaturas en el Mar menor en 2020
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Evolucion delas temperaturas en Pinna 2 en 2020
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Figura 3.11: Comparativa de temperaturas, la linea azul representa el valor medio diario. A: Evoluciéon de la temperatura
del agua en el Mar Menor durante 2020 ( https://canalmarmenor.carm.es/monitorizacion/monitorizacion-de-
parametros/ y también https://marmenor.upct.es/charts/) y; B: Evolucién de la temperatura del agua en el tanque Pinna
2 durante 2020.
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pH en el Sistema Pinna 2 - 2020 Salinidad en el Sistema Pinna 2 - 2020
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Figura : Variacion de pH y salinidad durante el periodo de estudio en 2020. Fuente de los datos: Fuente:
https://canalmarmenor.carm.es/monitorizacion/monitorizacion-de-parametros/... (Figura: elaboracién propia)

3.4.2.2 Maduracion de ejemplares

En el intento de detectar sefiales externas que indiquen un avanzado estado de maduracién en
Pinna nobilis, se observé un cambio con respecto a las caracteristicas habituales de disposicion
y coloracién detectadas en el borde del manto que afecté a un 60 % de los reproductores

implicados en el evento reproductor de 2020 (Fig. 3.12).

Figura 3.12: Borde del manto blanco y festoneado en ejemplar maduro.
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Este cambio también se ha observado en ejemplares salvajes en el Mar Menor durante los meses
de mayo y junio, aunque su observacién conlleva mayor dificultad debido a que el manto no

suele estar tan extendido como en los ejemplares mantenidos en laboratorio.

3.4.2.3 Induccidn, liberacion de gametos y fertilizacion

El dia 10 de junio a las 9:35 h. se detectd la emisién de esperma por parte de los ejemplares
P2B1 y P2B6. 15 minutos mas tarde, el ejemplar P2B4 ubicado en el mismo sistema, comenzé a
liberar ovocitos. Tras su recogida se realizd un primer muestreo en el que se estimd un desove
de 6350 103 huevos esféricos con un tamafio medio de 60 p de didmetro. Otros reproductores
se suman al evento reproductor liberando esperma. En este caso se trata de los ejemplares
P2B5, P2A2 y P2A4. De este grupo de 10 reproductores solo uno de ellos liberé huevos mientras

que 5 liberaron esperma.

Una vez recogidos, se detectd un elevado nimero de huevos fecundados, aun asi, se realizé el

protocolo de fertilizacién y en muestreo siguiente se detectd una tasa de fecundacién del 98%.

Tabla 3.4: Secuencia de liberacidon de gametos en la experiencia 1 — 2020.

FECHA P2A2 P2A4 P2B1 P2B4 P2B5 P2B6
10/06/20 Esperma | Esperma Esperma Ovocitos Esperma Esperma
11/06/20 Esperma Esperma
12/06/20 | Esperma Esperma

3.4.2.4 Resultados de la experiencia de densidad larvaria y optimizacion de dietas

Los resultados del ANOVA sobre la tasa de supervivencia larvaria muestran que existen
diferencias significativas entre las interacciones, concretamente entre la densidad larvaria y el
tiempo (D x T); y entre la densidad larvaria y el tratamiento de fitoplancton (D x Ph). Las
diferencias altamente significativas en el factor Tiempo muestran que la tasa de supervivencia
global disminuye entre los tres tiempos de experimentacion, sin embargo, hay que tener en
cuenta las diferencias de la interaccion que pueden estar determinando este resultado (Tabla

3.5; Fig. 3.13).
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% SUPERVIVENCIA LARVARIA
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Figura 3.13: Valor medio y ES de la tasa de supervivencia para cada tratamiento de fitoplancton (ISO, ISO GEL, ISO
VIVO+ MIX GEL y MIX GEL), con tres concentraciones larvarias (D2: 2 larvas/ml); D5: 5 larvas/ml y D10: 10 larvas/ml)

en los tres tiempos experimentales (T1: 3 dias; T2: 5 dias y T3: 7 dias).

Tabla 3.5. Resultados del ANOVA de tres factores sobre la tasa de supervivencia de las larvas de Pinna nobilis con Ph:
Tipo de fitoplancton (LT, GT, MG y LT+MG), D: Densidad de larvas (D2, D5 y D10), y T: Tiempo experimental (T1, T2y
T3) como factores. La prueba de Cochran no es significativa (C: 0,1089). *: p< 0,05; **: p< 0,01; *** p< 0,001.

Source Df Ms Fratio P value

Ph 3 15.79 1,42 0.244 n.s
D 2 46.27 4.17 0.019 *

T 2 310.39 27.95 0.000 ***
Phx D 6 32.47 2.92 0.013 *
PhxT 6 5.44 0.49 0.814 ns
DxT 4 59.63 5.37 0.001  **
PhxDxT 12 7.43 0.67 0.775 n.s
Residual 72 11.10
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La tasa de supervivencia larvaria media en general de todos los tratamientos fue baja, y se
observa una disminucién en la supervivencia importante con el tiempo. Tras 7 dias (T3) de
experimentacion fue de 2.12 + 0.89 %., mientras que la tasa de supervivencia a los 5 dias (T2)
era practicamente el doble (4.89 + 0.43 %) y esta habia disminuido desde el dia 2 cuya

supervivencia media fue de 7.99 + 1.90 %) (Fig. 3.14).
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Figura 3.14: Media y error estandar de la tasa de supervivencia de las larvas para los tres tiempos experimentales

(T1:3 dias; T2: 5 dias y T3: 7dias).

Al analizar la supervivencia larvaria en funcidn de la concentracién de larvas en la unidad
experimental, se observan diferencias significativas con una mayor supervivencia en los
tratamientos densidad de 5 larvas /ml (D5) con respecto a los otros dos, mientras que no se

observan diferencias entre las de mayor y menor concentracion (Fig. 3.15).
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Figura 3.15: Media y error estandar de la tasa de supervivencia de las larvas de Pinna nobilis en tres concentraciones

de larvas. D2: 2 larvas/ml, D5: 5 larvas/ml y D10: 10 larvas /ml.

Segun los resultados de SNK, en relacién a la interaccién entre los tratamientos de fitoplancton
y la densidad larvaria (D x Ph), se ha detectado que en D2 no hay diferencias significativas entre
el tratamiento fitoplanctdnico, y aunque tampoco se han observado diferencias en los
tratamientos fitoplancténicos de la D5, los valores de Tisochrysis lutea vivo (LI) son superiores al
resto y un posible aumento en la replicacidn podria remarcar las diferencias significativas. En la
concentracién de D10 si se observa una supervivencia significativamente menor en el
tratamiento de T. lutea vivo (LI) con Mix gel (LI+MG) que en el resto de tratamientos. La tasa de
supervivencia ha sido mayor en el tratamiento con T. lutea viva que en el resto de los

tratamientos (Figura e y f).
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Figura 3.16: Valor medio y ES de la tasa de supervivencia para cada tratamiento de fitoplancton (I1SO, I1SO GEL, I1SO

VIVO+ MIX GEL y MIX GEL), con tres concentraciones larvarias (D2: 2 larvas/ml); D5: 5 larvas/ml y D10: 10 larvas/ml).

En relacion a la interaccidn entre densidad larvaria y tiempo de experimentacion (D xT). No se
observan diferencias en las tasas de supervivencia a lo largo del periodo experimental en los
tratamientos con densidad larvaria de D2. Sin embargo, en los tratamientos con densidad
larvaria D5 se observa que el dia experimental 3 (T1) se obtienen los mayores valores de
supervivencia y son significativamente mayores que los obtenidos para esta densidad el dia 5
(T2) y estos a su vez presentan una mayor tasa de supervivencia que la obtenida el dia 7 (T3).
Un patrdn similar encontramos en los tratamientos con una mayor densidad (D10), donde se
observa una mayor supervivencia el dia 3 que el dia 5, y esta superior que el dia 7. El tratamiento
de D10 en el dia 7 de experimentacién (T3) representa la menor tasa de supervivencia de todo

el experimento (Fig. 3.17).
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Figura 3.17: Valor medio y ES de la tasa de supervivencia para cada tratamiento de concentraciones larvarias (D2: 2

larvas/ml); D5: 5 larvas/mly D10: 10 larvas/ml) en los tres tiempos experimentales (T1: 3 dias; T2: 5 dias y T3: 7 dias).
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3.4.2.5 Caracterizacion del desarrollo embrionario y larvario

Una vez fecundados los ovocitos se pudo observar el primer corpusculo polar a los 54 minutos
(Fig. 3.21). Posteriormente tuvo lugar el proceso de segmentacién en el que se apreciaron las
tres divisiones mitdticas que dieron lugar a la mérula una vez transcurridos 2 h desde la

fecundacién del huevo (Fig.3.22).

Tres horas después de la puesta ya se localizan embriones en estado de gastrula ciliada (Fig.
3.22). Alas 7 h y 13 min postdesove se observo el primer estadio larvario, la fase de trocéfora
temprana (Fig. 3.23), caracterizada por la presencia de una corona ciliada. En esta fase se pudo
apreciar con posterioridad la aparicion del flagelo apical (Fig. 3.23) alcanzado su estadio mas
avanzado 23 h y 5 min postdesove. Las larvas trocéforas presentaron una gran movilidad,
realizando desplazamientos rdpidos generados por un caracteristico movimiento helicoidal (Fig.

3.23).

La fase D-Veliger (Fig. 3.23 y 3.24), caracterizada por la aparicion de la prodisoconcha |, se
alcanzé alas 28 h y 5 min y su talla media es de 83 . Esta primera protovalva se caracteriza por
presentar el lado de la charnela recto (Figs. 3.23 y 3.24), de ahi el nombre “D- Veliger. En esta
fase las larvas mostraron una gran capacidad nadadora, pudiendo realizar movimientos
circulares o rectos. Se observé la caracteristica presencia del velo (Fig. 3.24), una estructura
ciliada que le proporciona movilidad y genera corrientes para captar alimento. Ya en esta fase
pudo apreciar su capacidad para descender hasta el fondo y quedarse en posicion vertical
generando corrientes desde el velo. Durante esta fase comenzd la alimentacién larvaria
siguiendo los protocolos establecidos. Se pudo localizar el alimento, en este caso células de
Tisochrysis lutea distinguibles por transparencia en la glandula gastrica (Fig. 3.35). A los cinco
dias la caracteristica charnela recta de la fase D-Veliger fue cambiando de forma hacia una
charnela mas redondeada, caracteristica de la larva umbonada temprana. En esta fase la tasa
de mortalidad fue muy elevada muriendo todas las larvas alcanzando una talla de 110 p (Tabla

3.6).

En la tabla 3.6 se puede observar la secuencia de tiempos en el desarrollo embrionario y larvario

hasta el estado alcanzado.
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Tabla 3.6: Secuencia de desarrollo larvario para tiempos y tallas. Desove 10/06/2020. La coloracion corresponde a las

fechas de cada proceso.

TIMMING LARVAS 10/06/2020 @ Tiempo entre Tiempo TALLA
fases h/m acumulado
Huevo 9:51 0:00 0:00 60t
Fecundacién 10:30 0:39 0:39
Corpusculo polar 10:45 0:15 0:54
12 division 12:06 0:21 02:15
22 divisidn 12:27 0:21 02:36
32 division 12:49 0:22 02:58
Morula 13:29 0:40 03:38
Blastula
Gastrula 13:54 0:25 04:03
Trocofora temprana 17:04 3:10 07:13
Trocéfora tardia 9:56 17:02 24:05
D-Veliger 13:56 4:00 28:05 83u+
Veliger Out
Umbonadatemprana 11:25 145:34 100 p £
Umbonada 19:10 201:19 110 p £
10/06/2020
11/06/2020
16/06/2020
18/06/2020
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3.4.3 Experiencia 2. 2023: Maduracién ex situ e in situ y caracterizacion de fases de

desarrollo larvario

3.4.3.1 Sistemas de mantenimiento de reproductores. Tablas de parametros

Durante todo el experimento el sistema Pinna 3 (figura 3.7) estuvo sometido a control de
pardmetros con el fin de mantener unas condiciones similares a las observadas en el medio
natural (Mar Menor) con su evolucién en el tiempo. La temperatura varioé en la laguna del Mar

Menor desde los 10,32C en el 30 de enero de 2023 los 30,9 el 30 de agosto del mismo afio.

Evolucion de Temperaturas en el Mar Menor en 2023
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Figura 3.18: Comparativa de temperaturas en el Mar Menor (A) y en el tanque Pinna 3 (B) durante 2023 (2C). Fuente
de informacion temperaturas del Mar Menor: https://canalmarmenor.carm.es/monitorizacion/monitorizacion-de-
parametros/ y también https://marmenor.upct.es/charts/.
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Siguiendo un patrén de cambios similar a otros afios, aunque alcanzando temperaturas
extremas (Fig. 3.18-A). Siguiendo el mismo patrén y con las previsiones basadas en
comportamientos de afios precedentes se disefid un plan de control de temperatura, suavizando
las temperaturas extremas. Los valores minimos en los meses de enero y febrero, el minimo
(15,69C) el 11 de enero de 2023 y subiendo de forma gradual en el transcurso de los meses
sucesivos hasta alcanzar los 262C con una cota maxima de 27,7 2C los dias 24 y 30 de julio (Fig.

3.18-B).

Los valores de pH mantuvieron un patron mas estable rondando 8,1, con pequefias variaciones
entre 7,99 y 8,26. La salinidad se encontraba acorde a la salinidad media del Mar Menor,
comenzé un primer periodo entre 43-44 ups para posteriormente sufrir un ajuste a salinidades
entre 42-43 ups a partir del mes de mayo (Fig. 3.19). Las pequenfias fluctuaciones observadas en
ambos parametros son resultados de los ajustes diarios tipicos de los procedimientos de

mantenimiento del sistema.

Las condiciones en los sistemas disefiados para el mantenimiento de larvas no variaron y se
mantuvieron similares a las descritas para el sistema de reproductores (Capitulo 2, Apartado 3.2

Pardmetros ambientales).

pH en Sistema Pinna 3 - 2023 Salinidad en Sistema Pinna 3 - 2023

pH
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Figura 3.19: Registro de variacion de pH y salinidad en Pinna 3 durante la experiencia 2- 2023. Fuente:
https://canalmarmenor.carm.es/monitorizacion/monitorizacion-de-parametros/... (Figura: elaboracién
propia).
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3.4.3.2 Maduracidn de ejemplares
En proximidad del evento reproductor de 2023, se aprecié con claridad un cambio de coloracién

del borde del manto y su apariencia festoneada en el 87% de los reproductores implicados.

Figura 3.20: Ejemplar de P. nobilis epifitado por Caulerpa prolifera. A la derecha un detalle del manto festoneado con

borde blanco, posible indicador de ejemplar maduro.

En la figura 3.20 se puede apreciar un macro del borde del manto festoneado y blanco. En este
ejemplar no hay anemonas del género Aipsasia que puedan generar confusion sobre el origen

de la forma festoneada del manto por irritacidén tras contacto con cnidocitos.

Solamente en dos ejemplares P3B5 y P3C1 se pudo intuir la presencia de génadas femeninas por

visualizacidn del paquete visceral desde la regién dorsal de las valvas.

3.4.3.3 Induccidn, liberacién de gametos y fertilizacion
Al tratarse de un proceso de induccion natural solo hubo que esperar a que los reproductores

liberasen los gametos.

De todo el grupo de reproductores en Pinna 3C un 50% liberaron Unicamente gametos
masculinos y mientras que el 50% restante liberaron gametos masculinos y femeninos,
produciéndose alternancia en la liberaciéon de gametos con un minimo de 2 dias entre gametos
de sexo opuesto (Tabla 3.7). En Pinna 3B solo liberaron gametos el 40% de los reproductores,

20% masculinos y 20% femeninos y masculinos en alternancia.
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La temperatura del sistema en el comienzo de la emisién de gametos era de 25,2 2Cy la salinidad
era de 41 ups. Esta temperatura y salinidad se mantuvieron durante todo el evento reproductor

con ligeros cambios.

El caso del reproductor P3C2 es destacable debido a que estuvo liberando esperma durante dos
dias continuos, durante todo el dia, mientras que en el resto de los reproductores la liberacidn
de esperma se reducia a un maximo de 4 horas por la mafiana. Este ejemplar podria considerarse
el “inductor” del proceso, P3C2 comenzé a liberar esperma el dia 14 de junio a las 10:17 hy pasé
todo el dia emitiendo pulsos con altas concentraciones de gametos. Una vez en oscuridad a las
21:30 h se mantuvo en reposo y dejoé de emitir gametos. El dia 15, continud con el proceso de
liberacion desde las 9:16 h, terminando la simulacidon de amanecer programada en la pantalla
del tanque, y estuvo liberando esperma a pulsos similares a los del dia anterior, hasta las 21:00
h que dejo de hacerlo al activarse la simulacidn de la puesta de sol programada en el sistema de

reproductores y la sala de cria.

A diferencia del reproductor “inductor”, los reproductores P3C4 y P3C6 expulsaron esperma por
la mafana durante tres dias seguidos. P3C5 también liberé esperma Unicamente por la mafana,

pero lo hizo durante 6 dias con un dia de descanso después del tercer dia.

La liberacién de gametos femeninos comenzé el dia 16 de junio y continud los dias 21, 22 de
junioy 6 de julio. En latabla 3.7 se representa la secuencia de liberacién de gametos en el tiempo

por parte de los reproductores.

Tabla 3.7: Secuencia temporal de liberacion de gametos de los ejemplares mantenidos en el sistema Pinna 3. Se

destacan las fechas de emisidn y el tipo de gametos emitidos (esperma /ovocitos).

Secuencia de liberacion de gametos en la experiencia 2 — 2023

FECHA P3C2 P3C1 P3C5 P3C6 P3B5 P3C3 P3B4 P3C4

14/06/23 Esperma+

15/06/23 Esperma+

16/06/23 Ovocitos

19/06/23 Esperma

20/06/23 Esperma Esperma

21/06/23 Esperma Esperma | Ovocitos | Ovocitos

22/06/23 Ovocitos Esperma

28/06/23 Esperma Esperma | Esperma

29/06/23 Esperma Esperma Esperma

06/07/23 Esperma Ovocitos en | Esperma Esperma Esperma | Esperma
pseudoheces

07/07/23 | Esperma Esperma Esperma
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3.4.3.4 Caracterizacion del desarrollo embrionario y larvario

Durante el ciclo reproductor naturalizado que se llevd a cabo en los meses de junio y julio de
2023, fueron estudiados cinco eventos reproductores, que tuvieron lugar los dias 16, 21y 22 de
junioy 7 de julio. Uno de los desoves, el del dia 16, resulto en una escasa supervivencia larvaria
debido a un fallo en las caracteristicas del agua de mar sintética utilizada. De los cuatro desoves
restantes durante los dias 21, 22 y 7, tres fueron muy similares entre si. El dia 21 hubo dos

puestas, una de las cuales presentd algunas diferencias.

A continuacién, se procedera a la descripcidn de tres de los cinco eventos representativos, dos

de los cuatro estudiados como similares y el que presenté diferencias.

Los cuatro eventos similares correspondieron a los reproductores ubicados en el tanque Pinna
3C, que fueron seleccionados como reproductores que habian realizado su proceso de

maduracién en el medio natural y fueron recogidos en abril de 2023.

El evento que se distinguid del resto corresponde a los reproductores dispuestos en el tanque
Pinna 3B, seleccionados como reproductores madurados “ex situ”, que fueron trasladados al

laboratorio en septiembre de 2021.

3.4.3.4.1 Evento 16/06/23. Tanque Pinna 3C

El dia 16 de junio a las 9:35 h comenz6 a liberar ovocitos el ejemplar P3C1, finalizando a las 9:55
h, tras 20 minutos de puesta homogénea y continua. En este tiempo se liberaron 10.842.600

ovocitos esféricos, con un tamafio medio de 60 L.

Los ovocitos se recogieron siguiendo la misma técnica utilizada para el esperma, aunque en el
caso de los ovocitos, dada la homogeneidad en caudal y didametro de flujo, fue posible recogerlos

muy cerca de la regidn exhalante de emision.

Al seguir la técnica de desove naturalizado y no separar reproductores en los momentos previos
a la emisién de gametos, se observé como un 91% de huevos estaban ya fecundados en el
momento de la emisidn. A pesar de esto se asegurd la fecundacion, mezclando con esperma en

una relacién entre 8 y 15 espermatozoides por ovocito, con el fin de evitar polispermia.
Tras la fertilizacion, pasados unos minutos, se detectd una tasa de fecundacién del 94,9%.

Las etapas de desarrollo embrionario se sucedieron con rapidez alcanzando la primera fase
larvaria, trocéfora (Fig.3.23), en 5 h 25 min. La segunda fase larvaria, D-veliger (Fig. 3.23 y 3.24)

se localizé a las 25h 53 min post desove. En la tabla 3.8 se encuentra la secuencia de tiempos y
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tallas en todo el experimento. Ya en fase D-Veliger se comenzaron a apreciar filamentos

mucosos (Rojas et al., 2020) en bandejas y troncocdnicos, que salian del fondo alcanzando la

superficie con facilidad. Estos filamentos mucosos se eliminaban en los procesos de limpieza de

tanques, pero volvian a salir en poco tiempo.

El dia 20 se encontraron las larvas muertas, aglutinadas en una matriz mucosa que cubria un

70% del fondo de los sistemas de mantenimiento de larvas.

Desde el dia 18 se habia observado contaminacién en los cultivos, se identificaron ciertas

especies de protozoos ciliados de los géneros Litonotus, Euplotes y Vorticella, que se mostraron

complicados de eliminar del todo mediante los procesos de separacién por tamafios en tamices

sucesivos.

Tabla 3.8: Secuencia de desarrollo larvario para tiempos y tallas. Desove 16/06/2023.

TIMMING LARVAS

Huevo

Fecundacién
Corpusculo polar

12 division

22 division

32 division

Mérula

Blastula

Gastrula

Trocofora temprana
Trocéfora tardia
D-Veliger

Veliger

Umbonada temprana

Umbonada

16/06/2023
17/06/2023
19/06/2023

16/06/2023

9:55
10:00
10:18
10:54
11:07
11:55
12:32

12:54
15:20
8:53
11:44
13:19
RIP
RIP

Tiempo acumulado

h:m

0:00
0:05
0:23
00: 59
1:12
2:00
2:37

2:59
5:25
23:02
25:53
75:28

TALLA

60 u
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Tabla 3.9: Tabla de supervivencia y mortalidad. Desove 16/06/2023.

FECHA P3C1 N2 huevos Fertilizacion Larvas Supervivencia Mortalidad

16/06/23 Ovocitos 10.842.600 94,9% 10.300.400

17/06/23 7.416.300 72,1% 27,9%
(2.884.100)

18/06/23 4.968.900 67% 33%
(2.447.400)

19/06/23 3.890.000 78% 22%
(1.078.900)

20/06/23 0 0% 100%
(3.890.000)

3.4.3.4.2 Evento 21/06/23-A. Tanque Pinna 3B

El dia 21 de junio se detectd una puesta en PINNA 3B por parte del ejemplar P3B5, con origen
en el Pedrucho en 2021. Este ejemplar fue sometido a extraccidon de hemolinfa en junio de 2022
destinada a un estudio de respuesta inmune (Carella et. Al., en prensa). Este reproductor
adquiere especial importancia ya que es el primer caso confirmado de puesta procedente de un

individuo madurado en el laboratorio.

El desove comenzd a las 12:45 h y termind a las 12:50. En 5 minutos de puesta liberé hasta
51.000 ovocitos, esféricos y con una talla de 50 . Tras el proceso de fertilizacién la tasa de
fecundacion fue del 98% y fueron trasladados a una bandeja de 9 | a una densidad de 5,6 larvas
ml2. A las 24 h fueron tamizados y se trasladaron a una bandeja de 40 | a una densidad de 1,26

larvas ml™.
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Tabla 3.10: Secuencia de desarrollo larvario para tiempos y tallas. Desove 21/06/2023-A.

TIMMING LARVAS
Huevo

Fecundacién
Corpusculo polar

12 division

22 division

32 division

Morula

Blastula

Gastrula

Trocofora temprana
Trocéfora tardia
D-Veliger

Veliger
Umbonadatemprana

Umbonada

21/06/2023-A
22/06/2023-A

25/06/2023-A

21/06/2023-A
12:50
12:55
12:16
13:30
13:42
13:56
14:35

15:20

14:06

14:05

Tiempo acumulado h:m

0:00
0:05
0:26
1:40
1:52
2:06

2:30

25:16
70:25
97:15
169:37

Tabla 3.11: Tabla de supervivencia y mortalidad. Desove 21/06/2023-A.

TALLA
50 u
51

65,5

70
80
100 p
104 p
120 n

FECHA P3B5 Ne Fertilizacion | Larvas | Supervivencia | Mortalidad
huevos

21/06/23 | Ovocitos 51.000 | 98% 49.980

23/06/23 48.300 96% 4%

25/06/23 39.900 82,6% 17,4%

27/06/23 18.300 45,8% 54,2%

29/06/23 7.500 40,9% 59,1%

01/07/23 2.000 26,6% 73,4%

03/07/23 0 0% 100%
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3.4.3.4.3 Evento 21/06/23-B. Tanque Pinna 3C

El mismo dia, 21 de junio, en el tanque PINNA 3C, se observd liberacidn de ovocitos por parte
del reproductor P3C3, con origen en la Isla del Bardn, abril de 2023. Este ejemplar estd en el
grupo de los madurados in situ. Se pudo observar que liberé esperma previamente, en poca
cantidad el dia 16 de junio. A las 12:35 h se detectd el inicio del desove, y termino a las 13:15 h.
Tras 40 minutos de puesta se recogieron 24.387.670 ovocitos esféricos y con una talla de 60 p.
Como en todos los eventos hasta la fecha se observé fecundacion en los ovocitos expulsados, a
pesar de ello se procedié a fertilizar bajo el mismo protocolo que en el resto de los eventos. La
tasa de fecundacion alcanzada es del 98%. 2 10° larvas se conservaron para experiencias

posteriores.

Tabla 3.12: Secuencia de desarrollo larvario para tiempos y tallas. Desove 21/06/2023-B.

Tiempo acumulado

TIMMING LARVAS 21/06/2023-B h:m TALLA
Huevo 13:15 0:00 60
Fecundacién 13:20 0:05
Corpusculo polar 13:25 0:10
12 division 13:29 0:14
22 divisidn 13:42 0:27
32 division 14:32 01:17
Mérula 15:04 01:49
Blastula
Gastrula 15:30 02:15
Trocofora temprana 17:58 04:43 70 n
Trocofora tardia 12:23 73
D-Veliger 14:37 80
Veliger N u
Umbonadatemprana M0 u
Umbonada -

21/06/2023

22/06/2023

24/06/2023

25/06/2023
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En esta ocasion, el dia 1 post-desove fueron trasladados a dos bandejas con volumen de 401. a

una densidad de 10 larvas ml™ y a un troncocénico de 500 I. a una densidad de 23,4 | ml™t. A

partir del dia 2 una vez tamizados y filtrados, se desdoblaron a cuatro bandejas de 40 | a una

densidad de 5 larvas mlty dos troncocdnicos de 500 I. a una densidad de 21,5 larvas ml™.

El dia 1 de julio quedan muy pocas larvas en estado umbonada temprana (Fig. 3.25) con una

talla de 90 micras y se observa perdida del velo. El dia 3 de julio no se encuentran supervivientes.

Tabla 3.13: Tabla de supervivencia y mortalidad. Desove 21/06/2023-B.

FECHA P3C3 N2 huevos Fertilizacion Larvas Supervivencia Mortalidad
21/06/23 Ovocitos 24.387.670 98% 23.899.916

23/06/23 22.550.000 94,35 % 5,65 %
25/06/23 15.690.000 69,5 % 30,5 %
27/06/23 9.270.000 59,08 % 40,92 %
29/06/23 4.380.000 47,25 % 52,75 %
01/07/23 1.540.000 35,16 % 64,84 %
03/07/23 0 0% 100%
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3.4.4 SECUENCIA DEL DESARROLLO EMBRIONARIO Y LARVARIO EN Pinna nobilis

Figura 3.21: Secuencia de gametos y fecundacién en Pinna nobilis.

a. Espermatozoide.
b. Momento de la fecundacién del Ovocito por parte de un espermatozoide.
c. Relacién Ovocitos: esperma-1:12
d. Ovocito fecundado. Aparicion del primer corpusculo polar.
¢ d
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Figura 3.23: Secuencia de fases de desarrollo larvario en Pinna nobilis.

a. Trocofora temprana. Corona de cilios.

b. Trocéfora tardia. Corona de cilios y flagelo apical.
D. Veliger. Distintas medidas: C1 charnela, C2 longitud Prodisoconcha I, C3 anchura Prodisoconcha | hasta el
velum, C4. Longitud total hasta el velum, C5 flagelo apical.

d. Vision dorsal de una larva D- veliger. Prodisoconcha I.
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Figura 3.24: Larva veliger de Pinna nobilis.

a. Vista dorsal veliger tardia. Longitud y anchura. Velum.
b. Vista lateral de veliger temprana o D-veliger.
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3.5 DISCUSION

Este capitulo describe los avances llevados a cabo en la caracterizacidn del ciclo reproductivo de
Pinna nobilis, a través de diferentes eventos reproductores ex situ, en las instalaciones del
Acuario de la Universidad de Murcia entre 2020 y 2023. Ademas, los conocimientos obtenidos
se complementan con las observaciones realizadas sobre reproductores y liberacidon de gametos

en el medio natural.

La delicada situacidn de la nacra en el Mediterrdneo, cercana a la extincion, asi como la
comprometida situacién de sus poblaciones relictas, localizadas en zonas sometidas a
importantes presiones de origen antrdpico, hacen que el desarrollo de protocolos de
mantenimiento y reproduccidn ex situ de la especie sea especialmente significativo para la

conservacion de la especie (Trigos, 2017; Hernandis, 2023).

3.5.1 Evento reproductor in situ en la laguna del Mar Menor

La localizacidn del evento reproductor in situ, requirié un importante esfuerzo de muestreo, que
aun sin ser intensivo dio sus frutos en los afios elegidos. Esto esta relacionado con lo dilatado y
recurrente en el tiempo que puede llegar a ser el evento anual de liberacién de gametos. Cuando
se procedié al estudio de las puestas recogidas en el medio natural, se observd como un
porcentaje importante de los ovocitos estaban ya fecundados. La distancia con otros ejemplares
que en ese momento liberaban gametos masculinos, hace pensar que la fecundacion de los
ovocitos o de una parte importante de ellos tuvo lugar, con anterioridad a su expulsién, en la
cavidad paleal, favorecida por el proceso de filtracién, como se sugiere en Trigos et al., 2018.
Este mecanismo de fecundacién podria reforzar la teoria de la distribuciéon en parches de la
especie como el modo de garantizar un ciclo reproductivo exitoso (Angel-Dapa, 2015). También

sugiere que ejemplares aislados dificilmente pueden contribuir al acerbo genético de la especie.

A la hora de disefiar estrategias de recuperacidn para Pinna nobilis en el caso en que se consigan
cerrar los protocolos de reproduccidn de la especie y se obtenga semilla viable, es interesante
incluir como posibles areas de repoblacion, las zonas ocupadas por individuos aislados, ya que
son zonas con condiciones apropiadas para los adultos y estos adultos reproductores

incrementarian la variabilidad genética del grupo ex situ una vez en el medio natural.
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3.5.2 Diseno de sistemas

Los sistemas de recirculacion disefiados para albergar a los ejemplares reproductores de nacra
han sido los adecuados, proporcionando la calidad de agua requerida para el desarrollo de las
diferentes pruebas. Posiblemente se modifiquen en futuras experiencias en lo concerniente al
nivel de esterilizacidn requerido. En las experiencias realizadas se ha filtrado el agua a través de
[dmparas germicidas a nivel 3 de esterilizacién, que ha probado ser suficiente para mantener un
nivel de bacterias circulantes practicamente indetectable, pero debido a la localizacién de Vibrio
mediterranei sobre algunos reproductores agotados por el proceso de maduracion y liberacion
de gametos, se incrementara el nivel de esterilizacion para mantenerlo cercano a 5 y estudiar si

la contaminacién bacteriana continua afectando a los ejemplares mas débiles.

En lo que respecta a la idoneidad de los sistemas estudiados para el mantenimiento de larvas se
observé que siempre que se respetasen las condiciones adecuadas de densidad larvaria dptima,
alimentacién y calidad del agua, relacionada fundamentalmente con limpieza y estabilidad de
pardmetros, las larvas evolucionaban hasta fase umbonada, en la cual se incrementd la
mortalidad. Se observaron larvas viables en placas Petri durante mds de 8 dias, al igual que en
los diferentes tamafios y estructuras de bandejas y en los tanques mas evolucionados para el
mantenimiento de larvas, como son los troncocénicos motorizados de 500 |, pero estos ultimos
sin duda ofrecen mas seguridad en lo que respecta a la estabilidad paramétrica, asegurando la
viabilidad larvaria a largo plazo con menor esfuerzo. EI movimiento lento conseguido en los
diferentes sistemas motorizados probados se contempla como una de las modificaciones mas

apropiadas para el mantenimiento de calidad en el medio.

3.5.3 Acondicionamiento de reproductores. Maduracién gonadal

En las experiencias ex situ llevadas a cabo en este trabajo se abordaron ciclos de reproduccion
completos y parciales, que abarcaron tanto el acondicionamiento o maduracién gonadal y la
liberacion de gametos, como Unicamente la liberacion de gametos. Dependiendo de las
circunstancias puede ser interesante elaborar un protocolo de reproduccién completo que
abarque desde el proceso de maduracidn hasta el desarrollo larvario, o parcial, centrando la
experiencia en la liberacién de gametos y desarrollo de larvas. El protocolo parcial puede llegar
a ser mas exitoso debido a que los ejemplares madurados en el medio natural suelen tener unas
condiciones exdgenas y enddgenas habitualmente mas favorables que las proporcionadas en
laboratorio (Angel-Pérez et al, 2007). Por otra parte, también es mas econémico debido a que

no se realiza el esfuerzo correspondiente al desarrollo de cultivos auxiliares a gran escala para
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acondicionar a los reproductores (Robles-Mungaray et al., 1996). Sin embargo, todavia hay que
interpretar determinados resultados que surgen de la consecucién del proceso reproductor

completo en el laboratorio.

Como propone el trabajo sobre Atrina maura de Angel Dapa et al.,2015; la viabilidad in situ de
las larvas depende de una conjuncion de factores dptimos durante todo el ciclo reproductor,
que no tienen por qué observarse en lodos los eventos reproductores y por lo tanto hay
ocasiones en las que la viabilidad larvaria es nula. En especies de la misma familia, como es el
caso, pueden existir cierto paralelismo que explicaria como en localidades como el Mar Menor
el reclutamiento en Pinna nobilis parece ser por clases de edad. El asentamiento de juveniles ha
tenido lugar en los momentos en los que se cumplen esas condiciones idéneas que han
favorecido una etapa de maduraciéon gonadal correcta y un periodo de desarrollo larvario
Optimo. Un punto clave para el trabajo de reproduccion ex situ podria ser la identificacion de
esos factores que hacen que en afios determinados haya reclutamiento viable, mientras que

otros afios no lo haya.

Segun el trabajo de Deudero et al., 2017 la maduracién de los ejemplares de Pinna nobilis en el
Mediterraneo (Parque Nacional de Cabrera) sigue unos periodos de tiempo diferentes entre
hembras y machos. Las gdnadas femeninas comienzan a diferenciarse en un pequefio numero
de ejemplares entre noviembre y diciembre, llegando entre febrero y marzo a un estado de
maduracién avanzado en la mayoria de ellas, mientras que los machos comienzan a madurar en
ese momento. Las génadas masculinas maduran mas rapidamente y el periodo reproductor

tiene lugar entre mayo y julio.

En la primera experiencia de cria de nacra contemplada en este estudio, llevada a cabo en la
temporada reproductora de 2020, se recogieron los ejemplares reproductores en el mes de
febrero, algunos de los cuales ya presentaban signos de maduracién de génada femenina. Se
trabajé en la elaboracidn de un protocolo de reproducciéon semi-completo que incluyé la
maduracién de gdénadas masculinas ex situ, mientras que las génadas femeninas solamente
llevaron a término su proceso de maduracién en el laboratorio. Este tipo de acondicionamiento

en el caso de gdénadas masculinas suele resultar menos exigente que en las femeninas.

Por otra parte, las condiciones en el Mar Menor en febrero de 2020 no eran las ideales cuando
se recogieron los ejemplares de nacra destinados a mantenimiento en laboratorio (Giménez-
Casalduero y Martinez- Fernandez, 2020), y no se consiguid identificar a qué nivel pudo afectar
esa alteracion en las condiciones ambientales in situ, al proceso de maduracion gonadal.

(Capitulo 1 del presente trabajo).
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Tras evaluar diferentes metodologias de maduracién basadas principalmente en la aceleracién
del proceso sometiendo a las nacras a cambios de temperatura en tiempos determinados (Helm
et al.,2006) se descartaron aquellas que pudieran alterar de algiin modo el ciclo vital natural de
la nacra para no inducir estrés durante el procedimiento. De este modo, se pensé en la
conveniencia de llevar a cabo un proceso de maduracidn naturalizado de los ejemplares que

siguiera las pautas de tiempo, temperatura y alimento observadas en su ambiente habitual.

En la segunda experiencia de reproduccion de nacra elegida para este trabajo, realizada en la
temporada de reproduccidon de 2023, se contaba con ejemplares recogidos en 2021 que
maduraron en el laboratorio y ejemplares recogidos en 2023 durante el mes de abril que
maduraron en el medio natural. En el momento de la recoleccién, las hembras presentaban
indicios de estar ya maduras, mientras que los machos estaban terminando su proceso de
maduracién. Al igual que en la experiencia anterior, se aplicé un método de maduracién

naturalizado.

En cultivos de bivalvos es importante conocer el estado de maduracion de los ejemplares
reproductores antes de proceder a inducir la liberacién de gametos (Helm et al., 2006). Para
identificar el estado de madurez de los reproductores existen distintos procedimientos. En
cultivos comerciales de bivalvos, uno de los métodos mds comunes para observar el estado de
madurez se basa en el estudio de las gdnadas de un grupo de ejemplares representativo entre
los reproductores (Angel-Pérez et al, 2007; Helm et al., 2006). Este procedimiento implica la
muerte de ejemplares, por lo que no es extrapolable a experiencias con Pinna nobilis. Este
estudio habria sido enormemente interesante y habria aportado datos muy relevantes sobre el
proceso de maduracién ex situ, comparables con los datos existentes del proceso de maduracion
in situ de Pinna nobilis (Deudero et al., 2017), pero éticamente seria muy cuestionable dado el
estado actual de la poblacion en el Mediterraneo y también en el Mar Menor. El método
seleccionado para trabajar con nacras debe ser totalmente inocuo, por ello se selecciond la
evaluacion de su estado de acondicionamiento por aproximacion visual, consistente en la
observacién del paquete visceral desde la regién superior, aprovechando la apertura de valvas,
para localizar la génada. Este método es complejo de llevar a cabo y puede no dar buenos
resultados en un nimero importante de reproductores. En la segunda experiencia de un total
de once reproductores solamente en dos de ellos se pudo apreciar el desarrollo gonadal por

aproximacioén visual dorsal.
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En el caso de que no se llegue a determinar si el ejemplar estd maduro, es conveniente avanzar
en los procesos de induccion a la puesta haciendo un seguimiento exhaustivo diario para

detectar el evento reproductor.

En las dos experiencias realizadas en afios diferentes, el proceso de maduracién de ejemplares
se ha llevado a cabo favorablemente, reproduciendo en los tanques de cria los factores
exogenos determinantes (temperatura, alimentacion y fotoperiodo) observados en el medio
natural. Las posibles desviaciones con respecto a los valores del medio y pequefias variaciones
relacionadas, principalmente con la temperatura, fueron premeditadas como consecuencia de
primar la seguridad de los ejemplares frente a cambios excesivamente bruscos, que pudieran
favorecer el desarrollo de determinados agentes patdgenos o generar estrés innecesario en los
individuos. (Prado et al., 2022). Por ello se programaron limites de temperaturas maximas y

minimas no superables durante las experiencias que correspondian con 14 y 282C.

Uno de los grandes retos actualmente es avanzar en el conocimiento y optimizacion de las dietas
correctas para ejemplares adultos y larvas, siendo este uno de los cuellos de botella para el
mantenimiento ex situ a largo plazo de ejemplares de Pinna nobilis. En la actualidad se estan
realizando una serie de experiencias en esta linea en el Acuario de la Universidad de Murcia. La

correcta alimentacion es sin lugar a duda un factor determinante.

Siguiendo la técnica de maduracidn naturalizada solo se obtienen resultados una vez al afio,
coincidiendo con el evento reproductor en el medio natural, pero se previene el estrés y el
agotamiento de los ejemplares obteniendo de este modo una mayor calidad gonadal y por lo
tanto un incremento en las posibilidades de alcanzar fases larvarias avanzadas e incluso el
asentamiento de juveniles. Los cambios y desviaciones de las condiciones éptimas en el proceso
de maduracion reducen la viabilidad de las larvas y las posibilidades de llegar a producir semilla

(Leal Soto, 2010; Angel Dapa, 2015).

La dieta proporcionada a reproductores y larvas varié en calidad entre una experiencia y otra,
confirmando en la primera experiencia la preferencia general, tanto de adultos como de larvas,

por alimento vivo frente a dietas en gel, tal y como sugieren los estudios de Prado et al., 2020b.

En ambas experiencias se les proporciond una dieta basada en fitoplancton y zooplancton, como
se ha venido haciendo desde 2018 con los ejemplares de Pinna nobilis mantenidos en el
laboratorio del Acuario de la Universidad de Murcia y como sugieren los estudios de Prado et
al., 2020. Las dietas seleccionadas para los reproductores de Pinna nobilis ricas en acidos grasos
poliinsaturados, DHA (acido docosahexaenoico 22:6W3), EPA (eicosapentaenoico 20:5w3 vy

Araquiddnico ARA, podrian resultar esenciales en la formacion de génadas de calidad (Hendricks
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et al, 2003; Da Costa et al; 2016; Hernandis et al., 2023) y del mismo modo son especialmente
importantes para la supervivencia de las larvas, especialmente durante el reclutamiento (Helm
y Laing, 1987; Napolitano et al., 1990). Ese perfil de 4cidos grasos puede ser proporcionado por

ciertas especies de fitoplancton, asi como por determinadas especies de zooplancton.

En ejemplares reproductores de Pinna nobilis el complemento de zooplancton en la dieta,
basado en especies ricas en acidos grasos poliinsaturados, podria llegar a ser clave para un
mantenimiento a largo plazo de ejemplares de nacra ex situ, para lo cual es importante continuar

con los trabajos de protocolos de mantenimiento de la especie (obs pers).

3.5.4 Inducciodn, liberacidon de gametos y fertilizacion

El procedimiento de induccidn a la puesta en cultivos de bivalvos suele contemplar metodologias
agresivas para los reproductores como los choques térmicos, la inyeccién de serotonina o el
rasgado gonadal (Helm et al., 2004; Robles-Mungaray, 1996). Cualquiera de las tres se descarta
en Pinna nobilis, ya que las dos primeras resultan en un porcentaje de mortalidad elevado para

los adultos y la tercera implica directamente el sacrificio de los ejemplares seleccionados.

Es por ello que para las dos experiencias implicadas en el presente trabajo se ha elegido un
proceso de liberacién de gametos naturalizado basado en inductores naturales como el
fotoperiodo y principalmente la temperatura. Evidentemente el esfuerzo de muestreo para
localizar la emisién de gametos es importante en los momentos en los que se prevé que va a
tener lugar el desove, pero el resultado puede marcar grandes diferencias con los
procedimientos de induccion llevados a cabo con métodos mas agresivos, debido a la relacidon
entre optimizacion de factores inductores naturales y viabilidad de las larvas a largo plazo (Leal

Soto, 2010; Angel Dapa, 2015).

En este sistema naturalizado, el inicio de la liberacién de gametos, que en las experiencias
estudiadas en el presente trabajo siempre comienza por la emisién de gametos masculinos
(reproductor inductor), actia induciendo al resto de reproductores maduros a la liberacion de

gametos, comportamiento que se observa igualmente en el medio natural.

Por otra parte, el descubrimiento de nuevos péptidos reguladores de procesos reproductores,
como la maduracidn o el desove, en especies de la familia Pinnidae como Atrina pectinata,
ofrece alternativas en la induccidn de los ciclos reproductores en cultivos ex situ. (Funayama et

al., 2022; Hashimoto K., com pers).
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En las observaciones realizadas tanto in situ como ex situ, se aprecié que la liberacién de
gametos masculinos suele ser por pulsos, con momentos en los que la densidad de
espermatozoides por ml™! es muy elevada seguidos de periodos en los que la densidad es muy
baja, incluso nula. Por el contrario, en el caso de gametos femeninos, se observé un caudal de
liberacion constante en el tiempo, con una densidad de ovocitos similar durante todo el proceso

de expulsion.

Esto contrasta con el modo de liberacién de gametos en otras especies de bivalvos en los que
suele ocurrir, al contrario, el esperma es expulsado a través de la abertura o sifén exhalante en
un chorro fino y constante, mientras que la expulsién de los dvulos es mas intermitente y se

expulsan en “nubes” (Helm et al., 2006).

En ambas experiencias realizadas en este trabajo se aprecié la importancia de llevar a cabo un
protocolo de limpieza de gametos, embriones y larvas efectivo, con resultados determinantes
en la calidad del cultivo y en la viabilidad larvaria (Robles Mungaray et al., 2004, Helm et al.,

2006; Hashimoto K., com pers).

En los cultivos establecidos en las diferentes experiencias se observé la presencia de especies
contaminantes. Durante la primera experiencia se observé la presencia de larvas de poliquetos
del género Hidroides asi como ciliados indeterminados. Durante la segunda experiencia se
identificaron, en algunos casos de forma abundante, ciliados de los géneros Euplotes, Litonotus

y Vorticella.

Durante la experiencia 2 la diferencia de tallas en los reproductores oscilé entre 39,5 (ejemplar
P3B2) y 55 cm. (ejemplar P3C6) y durante el evento reproductor solo P3C6 liberdé esperma
durante tres dias seguidos. En futuros estudios se intentara estimar la cantidad de esperma que

se libera en un evento naturalizado durante todos los dias de emision.

Tras las puestas tanto in situ en la propia laguna, como ex situ, en la totalidad de los eventos
reproductores evaluados, en el andlisis de las muestras se observé una elevada tasa de
fecundacién en los ovocitos expulsados y muestreados. Esta observacion coincide con la
propuesta por Trigos et al., 2018, y apoya la evidencia de la fertilizacién interna en la cavidad
paleal, favorecida por la filtracion de agua con presencia de espermatozoides de ejemplares
proximos. La observacion de este comportamiento abre las puertas para comprender la ecologia
de esta especie en el medio natural, como su distribucién gregaria (Prado et al., 2022). Seria
interesante estudiar el tipo de fecundacidn que tiene lugar, ya que todo parece apuntar a que

no solamente son fecundados por los espermatozoides que penetran en la cavidad paleal y alli
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tiene lugar la fecundacidn de los ovocitos expelidos, sino que seria interesante estudiar la

viabilidad de la fecundacion a través de la pared de la génada.

En los trabajos de De Gauleac, 1995 o Deudero et al., 2017; se identificé a Pinna nobilis como
una especie con hermafroditismo sucesivo con maduracién asincrona. En trabajos posteriores

como los de Trigos et al., 2018, con individuos provenientes del Archipiélago de Embiez, se

observé como algunos reproductores actuaban como hermafroditas simultaneos, liberando
gametos masculinos y femeninos al mismo tiempo con procesos de autofertilizacién; Prado et
al., 2020 y Hernandis et al., 2023 identificaron maduracién simultanea de génadas masculinas y
femeninas y localizaron en su reciente trabajo individuos en fase hermafrodita con génadas
masculinas y femeninas maduras en el mismo momento y con liberacidon alterna y simultanea,
en el medio natural y el laboratorio. La liberacién de gametos simultdanea no es efectiva para la

especie por aparicién de problemas en las fases larvarias relacionados con la autofecundacién

(Gosling, 2003).

En la experiencia 1 llevada a cabo en este trabajo se observé la liberacidon de gametos femeninos
y masculinos en reproductores diferentes, actuando como hermafroditas sucesivos o
secuenciales con maduracién asincrona. Sin embargo, en la experiencia 2 se observé
maduracién gonadal masculina y femenina simultanea vy liberacion de gametos masculinos y
femeninos espaciada en el tiempo, en cuatro de los ocho ejemplares que se reprodujeron
durante el ciclo de desove, es decir, actuaron como ejemplares hermafroditas con maduracion
simultanea y liberacidn de gametos alterna. La liberaciéon de gametos en modo alterno, si que
es efectiva porque permite la fecundacién cruzada asegurando la viabilidad larvaria, ademas de
hacer mas efectivo el evento reproductor en menor espacio de tiempo. En ninguin caso coincidié
en el mismo ejemplar la liberacidon de ambos tipos de gametos simultaneamente por lo que no
hubo autofecundacion. EI 50% de los ejemplares con los que se ha llevado a cabo la experiencia

2 de este trabajo, se han comportado como hermafroditas simultaneos alternos.

Algunos autores relacionan la condicién de hermafroditas simultaneos con la presencia de
contaminantes quimicos en el agua (Pekkarinen, 1991; Syasina el al., 1996). En el caso de los
ejemplares con origen en el Delta del Ebro es posible que los contaminantes de origen agricola
como pesticidas o fitosanitarios sean responsables de estas modificaciones en el
comportamiento reproductor de las nacras (Prado et al., 2020). En los estudios realizados por
Campillo et al., 2013 en el Mar Menor, en zonas cercanas a la desembocadura de la rambla del
Albujén, se establece una relacion entre la presencia de contaminantes procedentes de cultivos

agricolas y otras actividades y el estrés en ejemplares de la almeja Ruditapes decussatus
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sembrados en la zona como indicadores bioldgicos. Habria que estudiar si los contaminantes
detectados en esos puntos de muestreo alcanzan las zonas donde se encuentran las poblaciones
de nacra en la concentracidn adecuada para establecer una relacién con la generacién de estrés

y con una posible influencia en el cambio a una condicién de hermafroditismo simultaneo.

También se presenta la posibilidad de que este cambio en el comportamiento reproductor en el
Mar Menor esté relacionado con procesos de estrés generados por las condiciones de
temperaturay salinidad elevadas o incluso se puede observar este cambio como una adaptacién

frente a condiciones adversas para rentabilizar mas el evento reproductor.

En otras especies que funcionan como hermafroditas alternos como las almejas gigantes del
género Tridacna (Knop, 1996) la liberaciéon de gametos es practicamente simultanea, aunque
primero se liberan gametos masculinos y en un corto espacio de tiempo gametos femeninos que
por accién de las corrientes se separan de sus gametos hermanos, sin llegar a la

autofecundacion.

3.5.5 Experiencia de densidad larvaria y optimizacidon de dietas

En la experiencia 1 de este trabajo se evalud el efecto de la densidad larvaria a tres niveles 2, 5
y 10 larvas ml™, sobre la supervivencia en el tiempo. El resultado éptimo se obtuvo en cultivos a
una concentracién de 5 larvas ml?, coincidiendo con las densidades dptimas para cultivo de

otros miembros de la familia Pinnidae, como Atrina maura (Robles Mungaray et al., 2004).

Respecto a la seleccién de dietas se testearon diferentes combinaciones entre fitoplancton vivo
y gel, obteniendo los resultados esperados en relacion a la mayor supervivencia con fitoplancton
vivo de la especie Tisochrysis lutea. La viabilidad del fitoplancton gel para adultos o larvas habria
supuesto un gran ahorro de tiempo y esfuerzo en la gestidn de los cultivos auxiliares, pero
especialmente en la fase larvaria no resulta adecuado. El fitoplancton vivo es el tipo de alimento
preferido por las larvas de Pinna nobilis y durante las dos experiencias se ha observado su
proceso de captacion, atraido por las corrientes generadas por el velo a partir de la fase veliger.
También se ha podido observar la presencia de T. lutea en la gldndula gastrica por transparencia,

denotando su capacidad de alimentacion.
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3.5.6 Caracterizacion de desarrollo larvario

Los ovocitos liberados en la experiencia 1 presentaban una talla de 60 p al igual que todos los

ovocitos liberados en la experiencia 2, por reproductores madurados en el medio natural.

Los ovocitos liberados durante la experiencia 2 por el ejemplar P3B5, uno de los ejemplares
madurados en el laboratorio, tuvieron una talla de 50 p. Del mismo modo la puesta de este
ejemplar fue de 51 103 ovocitos mientras que las otras todas fueron superiores a 10 108, por lo
que los malos resultados obtenidos en cuanto a abundancia de gdénada madurada se
relacionaron con la dieta inadecuada recibida durante el proceso de maduracién, asi como con
el estrés generado por su participacién en un experimento que implico la extraccién de

hemolinfa del ejemplar que podria haber alterado su condicién de salubridad.

Sin embargo, la puesta se mantuvo viable durante 10 dias, al igual que el resto de puestas mucho
mds numerosas de otros reproductores, pero con un porcentaje de supervivencia mucho mayor
(Tabla 3.11) en relacion con el volumen de puesta, ademas de que casi el 50% de las larvas
alcanzaron una talla de 120 p en estadio de umbonada temprana, el estadio mas avanzado

conseguido hasta la fecha en las experiencias realizadas en el laboratorio.

Del mismo modo que en el trabajo de Trigos et al., (2018), en el presente estudio se observa la
flotabilidad negativa de los ovocitos recién fecundados hasta la aparicion de la fase de blastula

ciliada, en la que todos los ovocitos fecundados comienzan a desplazarse por la masa de agua.

Se observa un desfase entre el cronograma de las fases de desarrollo embrionario y larvario
obtenidas por Trigos et al., (2018) y las obtenidas en las dos experiencias estudiadas en este
trabajo, con una clara reduccién en el tiempo acumulado especialmente significativo en fase D-
veliger. Mientras en la experiencia comparada, se alcanza el estado de veliger temprana o D-
veliger a las 48 h. y umbonada temprana en 144:00 h. En las experiencias observadas en este
trabajo, la fase D-veliger se alcanza en 28h. en la experiencia de 2020 y en una media de 25h.
en la de 2023. El paso a umbonada temprana se alcanza en un tiempo acumulado de 145 h. en

la experiencia de 2020 y en 97:15 h en la experiencia de 2023.

El acortamiento en los tiempos acumulados en las fases de desarrollo larvario podria indicar una
mejora de las condiciones de viabilidad de las larvas, relacionadas por una parte con unos
procesos de maduracion de larvas mas efectivos y por otra parte con un avance en los protocolos
de mantenimiento de reproductores y reproduccion ex situ de Pinna nobilis, ya que se ha
detectado cierto estancamiento en fases larvarias, relacionado con la escasa viabilidad (Prado,

com pers).
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Continuando con la etologia larvaria, el comportamiento detectado tras alcanzar la fase de
trocéfora coincide con el observado en la misma fase de desarrollo en otros bivalvos en el que
las larvas realizan un movimiento helicoidal sobre su eje, moviéndose rapidamente por la masa
de agua (Trigos et al., 2018). Al alcanzar el estadio de veliger temprana o D-veliger las larvas se
mueven por la masa de agua gracias a la accién del velo ciliado, pero tienen la capacidad de
descender hasta el sustrato y mantenerse inmdviles durante ciertos periodos de tiempo en
situacién erguida y generando corrientes por movimiento de los cilios del velo. Es necesario
contrastar la variacién de velocidad observada en el movimiento ciliar entre un tipo de corriente,

la corriente de alimentacion (mas lenta) y otro, la corriente de movimiento (mas rapida).

En contraste con los resultados obtenidos por Trigos et al., 2018, se identifican como probables
las afirmaciones de Peharda y Vilibic (2008) sobre migraciones verticales relacionadas con
fototropismo negativo, en las que las larvas de Pinna nobilis desciende al fondo durante el diay
suben a la superficie durante la noche, como ocurre con otras especies (Gosling, 2003). Este
comportamiento se han observado, especialmente en los tanques Troncocdnicos de 500 |
motorizados con movimiento suave ascendente, en los que los muestreos realizados entre las
10h y las 18h solo fueron efectivos tras recoger las larvas que estaban asentadas en las paredes
y fondo de los tanques, encontrando muy poca densidad larvaria en la masa de agua libre,
mientras que los muestreos a partir de las 18 h. se detectd una concentracién similar a la
estimada para el tanque en agua libre, lo que podria implicar un comportamiento similar al de
migraciones verticales, aunque seria necesario realizar un mayor nimero de pruebas para poder

asegurarlo.

En las dos experiencias llevadas a cabo en este trabajo, se alcanzé la etapa de desarrollo larvario
umbonada temprana antes de tener problemas de mortalidad masiva en las larvas. Es muy
posible que los cambios que tienen lugar en la fase umbonada requieran un estado de salud
Optimo en las larvas que no sea el alcanzado durante las experiencias realizadas. Esto puede
deberse a varios factores: i) Por una parte, si la dieta proporcionada hubiera sido la adecuada,
las larvas deberian haber alcanzado tallas entre 120 y 140 u en la fase umbonada temprana. En
el caso de las larvas de la experiencia del dia 21/06/2023-A, si se alcanzé esa talla, pero debido
al bajo numero de huevos generados no fueron viables durante mas tiempo; ii) Por otra parte,
aun con buenas condiciones de calidad de agua se detectd la pérdida del velo en algunos
ejemplares, lo que puede ser un sintoma de infeccién por bacterias del género Vibrio. Las
bacterias el género Vibrio son comunes en cultivos larvarios de bivalvos, ocasionando una
elevada mortalidad larvaria (Gédmez Ledn et al.,2008; Elston et al.,2008; Prado et al., 2005;

Dubert et al., 2015).
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La mortalidad derivada del crecimiento bacteriano observada en cultivos, debido a una limpieza
deficiente, afecta directamente a la viabilidad de las larvas. Probablemente en el medio natural
circunstancias adversas que generen un exceso de bacterioplancton, también afecte a las fases
larvarias de Pinna nobilis reduciendo su viabilidad influyendo en el reclutamiento de ese ciclo
reproductor. Durante las diferentes crisis de eutrofizacién en la laguna del Mar Menor se
describieron episodios de un elevado crecimiento de bacterioplancton, que en el caso de otros
invertebrados como los poliquetos del género Hidroides es un inductor que promueve el

crecimiento de sus larvas (Sandonini et al., 2021b).

En la experiencia 1 la especie mas abundante como contaminante en los cultivos de nacra eran
los poliquetos del género Hidroides, sin embargo, en la experiencia 2 no se detecta esta especie,
aunque si se observa contaminacidn por protozoos ciliados. Posiblemente esto tenga que ver
con el estado de la laguna en 2020, con altas concentraciones de bacterioplancton y las
condiciones observadas en 2023, con muy baja concentracidén de bacterioplancton (F. Torrella,

com pers).

En los cultivos larvarios descritos en el presente trabajo, se observd una alta sensibilidad de las
larvas frente a ligeros cambios en las condiciones del agua. En la puesta de la experiencia 2 del
dia 16/06/2023 se observd como durante el tamizado de larvas y su paso a sistemas limpios con
agua nueva sintética mezclada y reposada durante tres dias, las larvas acusaron la mayor
reactividad del agua debido al corte periodo de reposo y liberaron una gran cantidad de mucosa
que genero una reaccién de aglutinamiento larvario que provoco una elevada mortalidad (Rojas
et al., 2020). Toda la puesta de esa fecha se perdié por este motivo. Una vez corregido el
problema de reactividad del agua utilizando agua sintética con al menos dos semanas de reposo,
Unicamente se detectd liberacion de mucosa y problemas de aglutinaciéon en tanques de
desarrollo larvario concretos y coincidiendo con manejo inadecuado en el tamizado de larvas o
en el cambio de sistemas. Es por ello que este comportamiento parece indicar que la secrecion
de filamentos mucosos es un estimulo de protecciéon que en cultivos puede llegar a causar

mortalidades masivas de larvas.

En el cultivo larvario resulté complicado obtener una limpieza completa de las larvas y se
observé contaminacion en los cultivos por distintas especies de ciliados como Litonotus sp.,
Vorticella sp. y Euplotes sp. Aunque en principio la presencia de estos ciliados no afecta a las
larvas negativamente, cuando la poblacién aumenta se pueden ver afectadas por competencia

alimentaria e incluso por incremento en la densidad individuos general del cultivo, ya que los

170



CAPITULO 3: REPRODUCCION

ciliados llegan a alcanzar las mismas tallas que las larvas. Es conveniente tamizar las larvas

ajustando el tamafio de malla para lograr una limpieza lo mds efectiva posible.

Debido a la complejidad que reviste la consecucion de protocolos validos de desarrollo larvario
en Pinna nobilis, se hace necesario seguir avanzando en la consecucién de protocolos de
mantenimiento éptimos, asi como profundizar en el desarrollo protocolos de reproduccién que
aseguren la maxima calidad gonadal y la determinacién de las condiciones dptimas ambientales,
que permitan llegar a asentar larvas de la especie, con calidad suficiente como para llegar a ser

utilizadas en proyectos de recuperacion.
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3.6 CONCLUSIONES

- Se ha confirmado la existencia de eventos reproductores en el Mar Menor estudiados
en distintos afos, concretamente 2019, 2020 y 2022.

- Se han constatado cambios morfoldgicos en el manto de los ejemplares en los dias
previos a la emision de los gametos, lo que podria servir como un indicador no invasivo
para el seguimiento de la proximidad del desove tanto in situ como ex situ.

- Lareplicacién de las condiciones ambientales naturales en el laboratorio ha permitido
la maduraciéon gonadal ex situ y la replicacién del patrén de comportamiento de emisién
de gametos.

- Un porcentaje importante de gametos emitidos en el medio natural y los ovocitos
procedentes de la maduracidn naturalizada se encontraban ya fecundados en el desove.

- El procedimiento de “induccidn naturalizada” ex situ es muy efectivo, ya que consigue
la emisidn de gametos masculinos y femeninos siguiendo unas secuencias similares a las
gue ocurren en el medio natural, sin generar estrés en los reproductores.

- la emisién de gametos tanto in situ como ex situ ocurrid entre 24 y 25°C, lo que podria
considerarse como umbral de temperatura “detonante” del evento reproductivo para
la poblacién del Mar Menor.

- En los estudios realizados ex situ, los eventos naturalizados de emisién de gametos
siempre comienzan con la descarga de esperma de ejemplares con génadas masculinas
exclusivamente o con ambos tipos de génadas maduras.

- Es probable que la emisién de un primer individuo “inductor” active la emision de
esperma de los machos circundantes y ovocitos en los reproductores con génadas
femeninas maduras.

- Este fendmeno de induccidn al desove puede ser inmediato o demorarse hasta dos dias,
segun los trabajos realizados.

- La condicién de hermafroditas simultdaneos alternos observada en el 50% de los
ejemplares que se reprodujeron en la experiencia 2 puede ser interpretada como una
estrategia ventajosa que rentabiliza el evento reproductor en épocas de estrés.

- Lafiltracidny presencia de esperma en el interior de los individuos préximos al individuo
emisor favorece la fecundacién interna de un elevado porcentaje de ovocitos.

- En los distintos eventos reproductores estudiados, la especie Tisochrysis lutea viva
parece ser un alimento 6ptimo entre los tratados para aumentar la supervivencia

larvaria en sus primeras fases, confirmandose su presencia en la glandula géstrica.
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La densidad larvaria en el cultivo es determinante para aumentar la tasa de
supervivencia larvaria, siendo la concentracién de 5 larvas ml? la mas idénea.

Se ha incrementado el conocimiento sobre los diferentes estadios larvarios de P. nobilis
y su comportamiento hasta la fase umbonada, a partir de la cual no se ha conseguido
supervivencia larvaria.

La técnica de maduracion y desove naturalizados limita los episodios reproductivos al
ciclo anual de la especie, pero evita estrés en los individuos.

La identificacién de los factores naturales éptimos que garanticen la viabilidad larvaria
permitird asegurar la obtencién de semilla en eventos de reproduccion ex situ.

Los porcentajes de supervivencia larvaria después de 7 dias experimentales caen hasta
el 2,12 %

No se ha conseguido cerrar el ciclo de reproduccidn de P. nobilis en cautividad.
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CAPITULO 1

En esta contribucidn se ha estudiado la distribucidn espacial de P. nobilis desde su entrada en la
laguna y posteriores periodos de colonizacidn y expansion hasta la actualidad, incluyendo los

factores que determinan su regresion y/o supervivencia.

- El marco de modelizacién utilizado en este estudio, basado en un modelo RFRK de dos
etapas, ha resultado determinante para caracterizar la distribucién espacial de las
especies como variable de apoyo para la planificacién y gestion del uso del suelo.

- Los ejemplares de nacra de mayor tamano y las concentraciones de mayor densidad se
encontraban en las areas de mayor profundidad en la laguna, antes del colapso
ambiental. Podian considerarse como zonas “refugio” protegidas de la presion de las
redes de “pantasana” y de la extraccion de turistas y furtivos.

- La concentracién de grava en sedimento era uno de los factores que determinaba la
presencia de ejemplares en el periodo pre-colapso, debido a la necesidad de anclaje
mediante el viso de los juveniles en la fase de asentamiento.

- Otro de los factores ambientales determinantes que explican la distribucién de la
especie en la laguna en los afios previos al colapso ambiental de 2016 era la distancia al
Estacio y las Encafiizadas como vias de entrada de larvas a la laguna procedentes de Ia
poblacién Mediterranea.

- La mortandad masiva producida por el patdégeno Haplosporidium pinnae en las
poblaciones Mediterraneas no afecté en la misma medida a la poblacidn lagunar

- Tras el episodio de crisis de eutrofizacidn se produjo una mortandad total de ejemplares
por debajo de los 3 m de profundidad

- La talla media de los individuos supervivientes disminuyé de los 41,32 cm a los 33,57
cm.

- Enla actualidad, la poblacién estimada no supera los 1.500 ejemplares y el nimero de
ejemplares etiquetados y geolocalizados no llega a 600, por lo que se estima que la
mortandad de la especie en la poblacién lagunar desde 2016 supera el 99,9%-

- Se han identificado las diferentes presiones antrdpicas que afectan a la poblacién
lagunar. La inestabilidad del sistema debido a eventos de eutrofizacidn, el vandalismo,
la extraccidn ilegal de ejemplares sanos y el calado de redes ilegales en zonas de nacra
por parte de algunos pescadores, amenazan la supervivencia de la especie en el Mar
Menor.

- Tras el colapso ambiental la distribucidén de especie estuvo marcada por la profundidad,

pero con un cambio determinante de patrén en relacién al periodo pre-colapso
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- La distancia a los canales de conexidn paso de ser un factor determinante para la
interpretacidn de la alta densidad de ejemplares a un factor de ausencia de individuos,
debido a la mayor probabilidad de entrada del patégeno desde el Mediterraneo.

- Se ha contrastado la mortandad de nucleos poblacionales relacionada con la entrada de
agua masiva desde el Mediterrdneo en momentos de baja salinidad debido a la entrada
del patégeno H. pinnae.

- El efecto de la caida de salinidad es determinante para la presencia de la especie. Las
soluciones propuestas, como el dragado de los canales de conexién de las golas, podrian
provocar una disminucion de la salinidad al permitir la entrada de agua del
Mediterrdneo, lo que favoreceria la propagacién del patédgeno y la desaparicion de los
ejemplares supervivientes.

- La supervivencia de la especie en el Mar Menor depende de unas condiciones
ambientales adecuadas, sobre todo en los factores determinantes como son la
salinidad, o concentracién de oxigeno, al igual que el régimen de intercambio de aguas
con el Mediterraneo. Por lo tanto, la aplicacion de las medidas necesarias para
garantizar la recuperacion de la laguna y la restauracién de la poblacién de nacra se
contempla como una prioridad.

- Estos resultados obtenidos en la identificacion de factores ambientales son
determinantes a la hora de identificar los “puntos calientes” de supervivencia de la
especie y el umbral de tolerancia de los diferentes factores ambientales a partir de los
cuales se produce la muerte de los ejemplares en las zonas que han sobrevivido a la

pandemia de Haplosporidium pinnae.

CAPITULO 2

- A pesar de los numerosos retos encontrados durante el proceso de puesta a punto de
los protocolos para el mantenimiento ex situ de ejemplares, algunos han sido
mantenidos durante cuatro afos.

- Se han identificado algunas de las condiciones ambientales apropiadas para el
mantenimiento de ejemplares de nacra ex situ y los sistemas técnicos adecuados para
conseguirlas.

- El uso de Skimmers en los sistemas de recirculacién es determinante en el
mantenimiento de la calidad del agua teniendo en cuenta la alta tasa de alimentacién

requerida por los ejemplares de nacra.
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- La esterilizacion germicida juega un papel muy importante en el mantenimiento de la
calidad de agua de los tanques y se contempla la posibilidad de incrementar la potencia
germicida hasta alcanzar un nivel 5 de esterilizacién, como una medida adecuada para
reducir la incidencia de infecciones por bacterias del género Vibrio.

- Todavia quedan muchos vacios de conocimiento para conseguir un mantenimiento
100% exitoso y favorable para la especie, incluyendo la mejora de las dietas para el
correcto desarrollo de los individuos.

- Laalimentacién con zooplancton incrementa la viabilidad en el tiempo de los ejemplares
mantenidos.

- Elcrecimiento de los ejemplares ex situ parece ser en la mayoria de los casos muy similar
al observado in situ, mas lento en adultos y mucho mds abundante en ejemplares de
menos de 3 afios.

- El control biolégico de epibiontes como las anemonas que pueden afectar al borde del
manto de las nacras por su efecto urticante, por medio de Spurilla neapolitana es muy
efectivo.

- El control de las infecciones de Haplosporidium pinnae en ejemplares de Pinna nobilis
del Mar Menor, mediante cambios de salinidad parece ser efectivo, aunque requiere de

nuevos trabajos para confirmarlo.

CAPITULO 3

- Se ha confirmado la existencia de eventos reproductores en el Mar Menor estudiados
en distintos afos, concretamente 2019, 2020 y 2022.

- Se han constatado cambios morfolégicos en el manto de los ejemplares en los dias
previos a la emision de los gametos, lo que podria servir como un indicador no invasivo
para el seguimiento de la proximidad del desove tanto in situ como ex situ.

- Lareplicacion de las condiciones ambientales naturales en el laboratorio ha permitido
la maduracion gonadal ex situ y la replicacién del patrén de comportamiento de emisién
de gametos.

- Un porcentaje importante de gametos emitidos en el medio natural y los ovocitos
procedentes de la maduracidn naturalizada se encontraban ya fecundados en el desove.

- El procedimiento de “induccion naturalizada” ex situ es muy efectivo, ya que consigue
la emision de gametos masculinos y femeninos siguiendo unas secuencias similares a las

qgue ocurren en el medio natural, sin generar estrés en los reproductores.
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la emisién de gametos tanto in situ como ex situ ocurrié entre 24 y 259C, lo que podria
considerarse como umbral de temperatura “detonante” del evento reproductivo para
la poblacién del Mar Menor.

En los estudios realizados ex situ, los eventos naturalizados de emisidn de gametos
siempre comienzan con la descarga de esperma de ejemplares con génadas masculinas
exclusivamente o con ambos tipos de génadas maduras.

Es probable que la emisién de un primer individuo “inductor” active la emisién de
esperma de los machos circundantes y ovocitos en los reproductores con gdnadas
femeninas maduras.

Este fendmeno de induccién al desove puede ser inmediato o demorarse hasta dos dias,
segun los trabajos realizados.

La condicion de hermafroditas simultaneos alternos observada en el 50% de los
ejemplares que se reprodujeron en la experiencia 2 puede ser interpretada como una
estrategia ventajosa que rentabiliza el evento reproductor en épocas de estrés.

La filtracion y presencia de esperma en el interior de los individuos préximos al individuo
emisor favorece la fecundacién interna de un elevado porcentaje de ovocitos.

En los distintos eventos reproductores estudiados, la especie Tisochrysis lutea viva
parece ser un alimento éptimo entre los tratados para aumentar la supervivencia
larvaria en sus primeras fases, confirmandose su presencia en la glandula géstrica.

La densidad larvaria en el cultivo es determinante para aumentar la tasa de
supervivencia larvaria, siendo la concentracidn de 5 larvas ml™? la mds iddénea.

Se ha incrementado el conocimiento sobre los diferentes estadios larvarios de P. nobilis
y su comportamiento hasta la fase umbonada, a partir de la cual no se ha conseguido
supervivencia larvaria.

La técnica de maduracion y desove naturalizados limita los episodios reproductivos al
ciclo anual de la especie, pero evita estrés en los individuos.

La identificacion de los factores naturales dptimos que garanticen la viabilidad larvaria
permitira asegurar la obtencion de semilla en eventos de reproduccién ex situ.

Los porcentajes de supervivencia larvaria después de 7 dias experimentales caen hasta
el 2,12 %

No se ha conseguido cerrar el ciclo de reproduccidn de P. nobilis en cautividad.
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