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GLOSARIO

ACLIMATACION. Mecanismo de adaptacion metabélica que presenta un organismo como
respuesta a cambios ambientales, normalmente inducidos en el laboratorio, los cuales

pueden demorar dias 0 semanas.

ACLIMATIZACION. Mecanismo de adaptacion que presenta el organismo en respuesta

a los cambios en el ambiente natural, el cual ocurre en un pericdo de horas a dias.

MARCO DE ACTIVIDAD. Diferencia aritmética entre la Tasa Metabdlica Activa vs. la Tasa
Metabdlica Estandar, representa la cantidad de energia disponible para realizar el trabajo

externo. Por ejemplo, crecimiento, maduracion gonadica, reproduccion, entre otros.

TASA DE ACLARAMIENTO. Volumen de agua que ha quedado libre de particulas de

alimento, por unidad de tiempo.

TASA DE INGESTION. Cantidad de particulas de alimento retenidas de un volumen de

agua, por unidad de tiempo.

TASA RESPIRATORIA ACTIVA. Consumo de oxigeno por unidad de tiempo de un animal

en condiciones de maxima actividad metabdiica, cuando ha sido alimentado a saciedad.

TASA RESPIRATORIA ESTANDAR. Consumo de oxigeno por unidad de tiempo de un
organismoe en minima actividad metabdlica, el cual se produce cuando el animal es

mantenido en ayuno pralongado.
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RESUMEN

En el presente trabajo se determind la termotolerancia y halotolerancia de
juveniles de callo de hacha (Afrina maura) exponiendolos a 19, 22, 24, 28, 30,32 y
35°C y 15, 20, 25, 30, 38, 42, 45 y 50%. respectivamente durante 96 h. Se calculd
graficamente la temperatura letal media superior y la salinidad letal media inferior
ambas a 96 h, resultando 33.2°C y 16.25%. respectivamente. La salinidad letal media
superior 96 h no se alcanzd a la maxima salinidad probada (50%o), sin embargo, se
obtuvé el tiempo letal medio a esta salinidad que fue de 168 h. Adicionalmente se trato
de determinar la temperatura optima a través del marco de actividad (tasa respiratoria
activa menos tasa respiratoria estandar), la tasa de ingestion y la tasa de aclaramiento
en 16, 19, 25 y 29°C. El valor mas alto de marco de actividad se obtuvo en el
tratamiento de 29°C (0.213 ml O,/g/h), esta misma tendencia se observd en los
resultados de tasa de ingestion (6.9 x 107 céls/g/h) y la tasa de aclaramiento (2.2
L/g/h). Lo anterior concuerda con los resultados del experimento de crecimiento, donde
se obtuvo a 29°C el mayor incremento en anchura de la concha (0.69 mm/dia). La
mortalidad registrada en esta temperatura fue despreciable (15%). Con estos
resultados puede considerarse que los juveniles de callo de hacha (Atrina maura)
tienen un amplio intervalo de tolerancia a la temperatura y la salinidad, y la temperatura
optima para su desarrollo probablemente sea de 29°C o mayor, en virtud de que no se
realizaron experimentos a temperaturas superiores que permitieran definir con mayor
presicion cual es la temperatura dptima para la especie. Esta informacién puede ser
util para la producciéon de semillas en el laboratorio o en la busqueda de sitios

adecuados para su cultivo.
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INTRODUCCION

En el noroeste del Pacifico Mexicano se explotan mas de cincuenta y cuatro
especies de moluscos (Baqueiro, 1984), los cuales sostienen una importante actividad
comercial en la regidn. Entre las especies méas aprovechadas se encuentran: la almeja
catarina (Argopecten ventricosus), la almeja mano de ledn (Nodipecten subnudosus),
el callo de hacha larga (Pinna rugosa) y el callo de hacha china o de rifién (Atrina
madura). Esta dltima es muy apreciada por su sabor y es por ello sujeto de una de las
pesquerias mas importantes, generadora de ingresos en Baja California Sur y en
menor grado en las regiones mexicanas del Pacifico Sur (Vélez-Barajas y
Fajardo-Leén, 1996). De estos organismos solo se consume el masculo aductor, cuyo
precio en playa por kilogramo oscila entre los $70 y $80 pesos y entre $110 y $140
pesos precio al publico.

Los callos de hacha son moluscos bivalvos de conchas alargadas con forma
triangular, sexos separados y filtroalimentadores. Su dieta estd constituida
basicamente por diatomeas, microflagelados, copépodos y protozoarios (Rodriguez e
lzabal-Zazueta, 1982). Los adultos llegan a medir de 250 hasta 300 mm de longitud.
Habitan en zonas intermareales en bahias protegidas con fondo arenoso-rocosas,
enterradas y ancladas al substrato por el biso. Estos pueden encontrarse desde el
limite inferior de la marea hasta 10 m de profundidad, aunque se han encontrado en
algunas bahias a mas de 45 m (Villamar, 1965; Noguera y Gémez-Aguirre, 1972).

Particularmente, Afrina maura se distribuye desde Baja California hasta el sur de
Peru. En México se localiza en ambas costas de la Peninsula de Baja California. En
su litoral occidental, en las Lagunas de Guerrero Negro, Ojo de Liebre, San Ignacio,
y en los Esteros El Datil, El Bateque, San José de Gracia y en Bahia Magdalena. En
el Golfo de California en la Bahia de La Paz, Canal de San Lorenzo, Isla San José,
Puerto Escondido, Bahia Concepcion y en las costas de Sonora, Sinaloa y Nayarit
(Baqueiro et al., 1982).



Termotoferancia, halotolerancia y temperatura éptima..... Ignacio Leyva Valencia

Dada su amplia distribucién, es un organismo que aparentemente tolera un
amplio intervalo de temperaturas y salinidades, ignorandose a la fecha los limites de
tolerancia y los valores optimos de crecimiento a dichas variables. La extraccion que
se ha mantenido durante décadas se realiza de manera artesanal. La falta de
regulacion en el aprovechamiento de este recurso provocé que a partir de 1990, esta
pesqueria declinara hasta en un 95% en 1995 (Reynoso et al., 1996), obligando a
recurrir al buceo para su colecta. Vélez-Barajas y Fajardo-Ledn (1996), mencionan que
la presion de explotacién que soportan estos bancos, por la falta de una adecuada
regulacion pesquera, y de la extraccion ilegal que ocurre durante todo el afio, han
provocado el agotamiento del recurso en las bahias de la costa occidental de Baja
California Sur.

Como una alternativa de produccion y a fin de contrarrestar los efectos de
sobreexplotacion pesquera, se ha recurrido a la acuicultura de estos organismos. Los
primeros intentos se hicieron en el Centro Acuicola de San Blas, Nayarit, de 1982 a
1984 con Pinna rugosa, logrando inducir al desove a los reproductores y cultivar las
larvas. En varios intentos, se produjo un numereo reducido de juveniles los cuales
fueron sembrados en el medio natural sin haberles dado seguimiento (Rangel-Davalos,
1990). Posteriormente Arizpe-Covarrubias y Félix-Uraga (1986) realizaron un cultivo
de P. rugosa empleando juveniles colectados del medio natural. Ellos mencionan que
el crecimiento de esta especie puede variar dependiendo del sitio y los artefactos de
cultivo que se utilicen.

En afios mas recientes, el Centro de Reproduccion de Especies Marinas de
Estado de Sonora (CREMES) produjo larvas de Atrina maura, tas cuales lograron
mantener hasta alcanzar la capacidad de fijacion (Herrera, 1995). Sin embargo, la
produccion de estos organismos no ha sido continda, por lo que no se ha podido
satisfacer la creciente demanda de juveniles. En Abril de 1997 se produjeron 110,000
juveniles de A. maura a nivel experimental, en el Centro de Investigaciones Biologicas

del Noroeste, pero la produccién ha sido inconsistente (Robles-Mungaray, com. pers.").

'Miguel Robles-Mungaray, Centro de Investigaciones Biologicas det Noroeste, S, C., La Paz, B. €. S.
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Para impulsar el desarrollo de una industria basada en el cultivo de moluscos marinos
en una region determinada, es necesario que la tolerancia de los organismos, sea
compatible con las variaciones de los factores ambientales como son la temperatura,
la salinidad, etc. Por ello, antes de iniciar un cultivo es conveniente conocer los datos
histéricos de variabilidad de dichos factores en el sitio potencialmente elegido, asi
como de los rangos de tolerancia de las especies a los mismos.

Adicionalmente, seria conveniente determinar el valor dptimo de dichos factores,
donde el crecimiento y la supervivencia fueran maximos, y asi obtener el mayor
rendimiento econémico posible. Para ello, la ecofisiologia ofrece herramientas que
pueden ser aplicadas en el laboratorio. Por ejemplo, para determinar los valores de
tolerancia térmica maximos y minimos de las especies, se aplica el método de dosis
letal media a un tiempo determinado (normalmente 96 h) (Rand y Petrocelli, 1985), que
nos indica el valor del factor ambiental donde muere ia mitad de la poblacion sujeta a
experimentacion.

Por otra parte, para determinar el valor éptimo de crecimiento y supervivencia,
pueden hacerse ensayos donde se expongan organismos de un mismo lote a
diferentes temperaturas, registrando periodicamente el crecimiento y la supervivencia.
Este método tiene la desventaja de que los experimentos deben realizarse en tiempos
prolongados, hasta que se obtengan diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos en talla, peso, etc. Otros métodos precisos y rapidos para determinar
valores éptimos, son [os que se basan en la medicién de respuestas fisiologicas a
diferentes factores ambientales. Un indicador del estado fisiolégico del organismo es
el consumo de oxigeno a un tiempo determinado, también conocido como tasa

respiratoria (TR), la cual refleja el metabolismo del animal (Smith-Nielsen, 1979).

Basado en estudios hechos en peces por Widdows (1937), Fry (1947) describe
diferentes niveles de respiracion para los moluscos: 1) Tasa respiratoria activa (TRA),
es el nivel de consumo de oxigeno bajo condiciones de maxima actividad, cuando el

animal esta alimentado a saciedad por largos periodos de tiempo; 2) Tasa respiratoria
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estandar (TRE) también conocida como metabolismo basal, se refiere a la energia
minima requerida para mantener todas las funciones vitales en un organismo inactivo
gue se encuentra bajo condiciones de ayuno prolongado. El conocimiento de ambos
niveles permite determinar el valor 6ptimo donde el organismo tiene mayor energia
para crecer o reproducirse, lo cual refleja su balance energético. Este valor dptimo sera
donde la diferencia aritmética de la TRA menos la TRE sea maxima, a esta diferencia
se le conoce como Scope for Activity (Fry, 1947) o Marco de Actividad (MA) (Sicard-
Gonzalez, 1999).

La TRA puede ser inducida en el laboratorio proporcionando a los organismos
alimento de manera constante durante periodos de tiempo prolongados, en tanto que
la TRE se puede provocar privando al organismo de alimento, de tal manera que el
animal utiliza sus reservas energéticas para mantenerse vivo hasta un cierto nivel
previo a la muerte. En los moluscos bivalvos, la tasa respiratoria se ha determinado
calculando la diferencia entre la cantidad de oxigeno disuelto inicial en una cadmara de
incubacion con los organismos, menos el volumen de oxigeno al final del tiempo de
incubacién (Van Dam, 1954; Read, 1962; Iglesias y Navarro, 1991; Navarro et al., 1991;
Espina y Buckle Ramirez, 1994). Para medir oxigeno disuelto, se pueden utilizar
oximetros con electroédos, los cuales son préacticos en su manejo pero de baja
resolucién y precision. Sin embargo, el método quimico de Winkler, (1888) es de alta
presicion. Bryan ef al. (1976) desarrollaron un método que aumenta considerablemente
la presicion del método de Winkler, Maeda-Martinez (1985) desarrollé una version
miniaturizada dei titulador de Bryan, que permite titular muestras de 3 a 7 ml sin

modificar la precisién del método.

Otros factores que pueden ser importantes en los estudios ecofisiolégicos de los
moluscos son la Tasa de Ingestion (Tl), que es el nimero de particulas (microalgas)
retenidas en las branquias de un determinado volumen de agua por unidad de tiempo,
y la Tasa de Aclaramiento (TA), que representa el volumen de agua que ha quedado

libre de particulas por unidad de tiempo. Bayne (1976) y Sicard (1999) encontraron

9
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en el mejillén (Mytilus edulis) y en la almeja catarina (Argopecten ventricosus)
respectivamente, que la tasa de ingestion y la tasa de aclaramiento de particulas,
varian de la misma forma que el marco de actividad dentro de un cierto rango de
temperaturas, por lo que podrian considerarse también como indicadores para
determinar los valores optimos buscados.E! conocimiento de factores que influyen en
la eficiencia con que los organismos obtienen sus fuentes energéticas (alimento), es
de suma importancia. En la actualidad se sabe que debido a la doble funcién que
realizan las branquias (respiratoria-alimenticia), la tasa de ingestion y la tasa de
aclaramiento son afectadas por factores similares a los que influyen en la tasa
respiratoria (Bayne, 1976).

En el presente trabajo se presentan los resultados de un estudio de temperatura
letal media superior a 96 h (TLM,). Por ofra parte, se determiné Ia salinidad letal
media inferior (SLM,) v superior (SLM,;:) en juveniles de calio de hacha, pues como
se menciond anteriormente, son organismos gque viven en zonas infermareales y
esteros, condicién que los expone a los cambios de salinidad que suelen ocurrir en
esos sitios. Adicionalmente se buscd determinar la temperatura optima para el
desarrollo de los mismos juveniles, a través del marco de actividad y las tasas de
ingestion y de aclaramiento, comparando el efecto de ias temperaturas experimentales

sobre su crecimiento y supervivencia.

10



Termotolerancia, halotolerancia y temperatura optima..... Ignacio Leyva Valencia

ANTECEDENTES

La informacién publicada sobre la familia Pinnidae es escasa y se extiende sélo
a algunas especies. Particularmente en Pinna rugosa, se han realizado investigaciones
sobre su biologia (Singh-Cabanillas et al., 1995), histologia de génadas (Noguera,
1968 y Coronel, 1981), crecimiento en campo (Holguin, 1975; Cendejas et al., 1985,
Arizpe-Covarrubias y Félix-Uraga, 1986) y reclutamiento (Bojérquez-Verastica, 1986).

En Atrina pectinata, se han realizado trabajos morfofuncionales (Liang y Morton,
1988: Suzuki, 1988), fisiolégicos (Yamamoto ef al., 1996) y sobre la produccion de
juveniles a nivel experimental (Cheong et al., 1886; Bishui-Lin et al., 1987).

En Atrina tuberculosa, se realizd un estudio en el laboratorio sobre el efecto de
la temperatura y la alimentacion en las tasas de filtracién y de aclaramiento, eficiencia
de asimilacion, el consumo de oxigeno, la relacidon O/N y la energia potencial de
crecimiento (Nieves-Soto, 1988).

En Atrina maura, se ha estudiado e! desarrollo gonadico por métodos histolégicos
(Aguilar, 1964), aspectos poblacionales y de crecimientc (Soria, 1989), estudios
reproductivos (Maeda-Martinez ef al, 1996), la produccion de semillas a nivel
experimental (Lauz-Sanchez, 1993; Maeda-Martinez ef af.,, 1996) y la nutricion en

juveniles (Ruiz-Velasco-Cruz, 1998).

JUSTIFICACION
Aungque los estudios realizados a la fecha para Atrina maura, estan enfocados al
aprovechamiento de esta especie, aiin se desconocen las condiciones de temperatura
y salinidad mas adecuadas para la produccién de juveniles en laboratorio, asi como
para la eleccion de sitios donde se pueda desarrollar el cultivo de estos organismos a
nivel comercial. Con los resuitados obtenidos, los futuros acuicultores, contaran con
informacion valiosa tanto para la produccion de juveniles en el laboratorio, como para

hacer una correcta eleccion de los sitios de cultivo.
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OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la temperatura y la salinidad sobre los juveniles de callo de
hacha (Atrina maura) utilizando técnicas ecofisiclégicas que permitan determinar el

marco ambiental favorable para su cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la temperatura letal media superior a 96 h (TLM,) en juveniles de callo

de hacha A. maura.
2. Determinar la halotolerancia inferior y superior en juveniles de A. maura.

3. Determinar la temperatura 6ptima para la especie mediante el estudio del marco de
actividad, la tasa de ingestion, la tasa de aclaramiento, el crecimiento y la

supervivencia a diferentes temperaturas en juveniles de callo de hacha.
MATERIALES Y METODOS

Organismos experimentales

Juveniles de! calio de hacha Afrina maura producidos en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR) de aproximadamente 16 mm de
anchura, fueron mantenidos en recipientes de'pléstico de 70 L con 40 L de agua
matina filtrada (5.:m), a 22°C de temperatura, 38%. de salinidad y aireacién constante.
Estos fueron alimentados con 4 x 10° céls/dia de una mezcla de Isochrysis galbana y
Chaetoceros gracilis en proporcion 1:1. La temperatura de los tanques se mantuvo
estable con un calentador de inmersion Ebo-Jager de 250 Watts de potencia con
termostato integrado. Diariamente se registro la temperatura y la salinidad y se hizo un

recambio de agua del 50%, eliminando las heces por sifoneo,
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PESO SECO DE TEJIDO (PST)

En virtud de la escasez de organismos experimentales, de su variacion de tallas
y con el fin de hacer comparativos los resultados de este trabajo con los reportados en
otras especies, los resultados obtenidos fueron estandarizados para el peso seco de
los tejidos (PST) a partir de la anchura de la concha {Fig.1). Para ello, se determind la
retacion anchura-PST experimentalmente empleando 24 juveniles entre 15y 30 mm
de anchura. En este trabajo se prefirid la anchura como medida de talla en lugar de la
longitud, considerando que el margen distal de |la concha, de donde se tomaria la
longitud es fragil, pudiendo arrojar errores en la medicién en caso de fractura durante

el manejo de los organismos.

Figura 1. Criterio utilizado para determinar la anchura de la concha en los juveniles de

Afrina maura.

Una vez medidos con un calibrador vernier, los organismos fueron limpiados
cuidadosamente con un cepillo dental y agua destilada con el fin de retirar cualguier
material extrafio que pudiera causar errores en el pesaje de las valvas, a continuacién

se secaron en una estufa a una temperatura de 60°C + 1 por 3 dias. Posteriormente
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los animales fueron pesados en una balanza analitica (OHAUS, modelo Galaxy 110)
con 1x10™ g de resolucion. Los tejidos fueron separados de las valvas con una aguja
de diseccidon y pesados por separado. El peso sece de tejido se obtuvo por la
diferencia en peso de! organismo completo menos el peso de los tejidos. Los datos de
anchura y PST se sometieron a un analisis de regresion para buscar el modelo que
describiera mejor la relacion entre ambas variables. Cabe sefialar que todos los
experimentos que se describen a continuacién fueron realizados en un laboratorio
equipado con sistema de aire acondicionado, manteniendo una temperatura promedio
de 22°C durante las 24 h del dia.

TERMOTOLERANCIA SUPERIOR

La determinacién de la temperatura letal media superior 96 h (TLM,,), se realiz6
siguiendo el disefo experimental de la Figura 2. Siete juveniles de callo de hacha de
aproximadamente 16 mm de anchura se colocaron en cubetas de plastico de 3.5 L,
conteniendo agua de mar a 38 %o a diferentes temperaturas (19, 22, 24, 28, 30, 32 y
35°C). Posteriormente se registré la supervivencia de los organismos a tiempos
predeterminados (4, 8, 24, 72 y 96 h) (Rand y Petrocelli, 1985). Cada tratamiento se
llevo a cabo por triplicado, se considerd que un organismo estaba muerto cuando se
aplicaban estimulos suaves en el manto y musculo por medio de una aguja de
diseccion y no habia respuesta. Durante la epoca del afio en que se realizaron los
experimentos de termotolerancia el agua de mar tenia una salinidad de 38%., dado que
esta salinidad es muy cercana a la salinidad promedio en los sitios potenciales de
cultivo, se decidié utilizar esta concentraciéon a fin de observar cual podria ser el
comportamiento de los organismos ante variaciones de temperatura extremas. Las
temperaturas de los distintos tratamientos se lograron por bafio maria introduciendo

las cubetas en tanques de 40 L con agua a las temperaturas experimentales.
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Sistema de aireacian

Cubgeta con organismes

Figura 2. Sistema utilizado para el mantenimiento de los juveniles en condiciones de

labaoratorio.

La temperatura de los tanques se mantuvo introduciendo el calentador de
inmersién Ebo-Jager de 250 Watts de potencia con termostato integrado. En el
tratamiento de 19°C, el tanque con su calentador de inmersion, se introdujo a su vez
a un tanque de 1,100 L conectado a un enfriador de agua recirculante Acrytec de 1 H.
P. a 15°C. Las temperaturas experimentales fueron elegidas en base al gradiente de
temperaturas que observadas en el habitat natural de estos organismos, buscando
llegar al limite superior. No se determiné la temperatura letal media inferior porque en
los sitios donde estos organismos habitan se registra una temperatura minima
promedio de 19°C y su variacién es minima, en comparacion con las temperaturas
superiores a 25°C. En base a la disponibilidad de organismos juveniles, se decidié
utilizar tres lotes con siete organismos para cada tratamiento buscando obtener
resultados confiables, para 1o cual se realizaron pruebas preliminares donde se
considerd la variacion de tallas entre organismos de un mismo lote, entre las réplicas
de un mismo tratamiento y entre los tratamientos mismos. El agua de cada cubeta fue

previamente filtrada (3um) y recibié aireacion continua. Los organismos fueron
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alimentados agregando 22.5 x 10° céls/org/dia de microalgas /. galbana y Ch. gracilis
en proporcion 1:1, dado que a esta concentraciéon no se observd formaciéon de
pseudoheces (asumiendo que ingerian todo el alimento que se adicionaba). Cuando
moria algin juvenil se extraian los restos y se hacia un recambio parcial del agua a la
misma temperatura y salinidad para evitar contaminacion por bacterias © amonio, de
igual forma cada 24 h se realizaba un recambio de agua bajo las mismas condiciones

mediante sifoneo.

HALOTOLERANCIA INFERIOR Y SUPERIOR

La determinacién de la salinidad letal media inferior 96 h (SLM,) y superior
{SLM), se realizo siguiendo el disefio experimental anterior. En este experimento los
organismos fueron expuestos a salinidades de 15, 20, 25, 30, 38, 42, 45 y 50%0 en
agua marina a 25°C, registrando la supervivencia en cada concentracion a las 24, 46,
72 y 96 h. Las salinidades experimentales fueron seleccionadas en base a las
registradas en los esteros o lagunas donde habitan comtnmente, con el fin de tener
un rango amplio de salinidades. La temperatura de 25°C fue elegida en primera
instancia debido a el alto porcentaje de supervivencia que presentan los organismos
en esta, ademas de la facilidad de mantener dicha temperatura en el laboratorio con
varios lotes experimentales simultaneos. Por otra parte en las salinidades extremas,
el tiempo de registro se prolongé mas alla de 96 h, en caso de no obtenerse

mortandades.

TEMPERATURA OPTIMA

Se tratd de determinar la temperatura 6ptima a través de la evaluacion del marco
de actividad (MA), la tasa de ingestion (T), la tasa de aclaramiento (TA), asi como el
crecimiento y la supervivencia dentro de un intervalo entre 16 y 29°C. Los organismos
destinados para estos experimentos fueron aclimatados previamente en tanques de
40 L con agua marina a las condiciones de salinidad (38%o) y temperatura (22°C)

normales del laboratorio. Posteriormente se llevo a cabo un proceso de aclimatacién
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durante catorce dias, variando la temperatura 1°C cada dos dias hasta alcanzar las
temperaturas experimentales (16, 19, 25 y 29°C). Durante el periodo de aclimatacion,
los juveniles fueron alimentados con 36.45 x 10° céls/org/dia de /. galbana y Ch.
gracifis en proporcién 1:1, usando para cada temperatura, 3 cubetas de plastico de 19
L. con 8 organismos cada una. Una vez alcanzadas las temperaturas experimentales,
los organismos permanecieron bajo esas condiciones por lo menos durante 10 dias,

antes de iniciar los experimentos.

MARCO DE ACTIVIDAD

TASA RESPIRATORIA ACTIVA (TRA)

La TRA fue determinada en juveniles de callo de hacha de 13 a 33 mm de
anchura, aclimatados a las temperaturas experimentales (16, 19, 25 y 29°C) y
alimentados a saciedad con una mezcla de /. galbana y Ch. gracilis en proporcion 1:1.
Para cada tratamiento se utilizaron lotes de 5 juveniles por triplicado, fueron incubados
durante 30 minutos en botellas de 300 ml con tapon esmerilado, conteniendo agua de
mar filtrada a través de una membrana GF/F {0.75um), a la temperatura deseada y
saturada de oxigeno, a 38 %o de salinidad. Cabe sefialar que se emplearon botellas
con tapdn esmerilado porque no permiten el paso de aire a su interior, ademas son
faciles de manipular, y su tamafio y volumen permiten introducir suficientes juveniles
para lograr detectar el decremento en la concentracién de oxigeno, tal como se
observd en las pruebas realizadas para elegir el numero de individuos que se
utilizarian por réplica. Se incubaron tres, cinco y ocho juveniles en botellas de 300 mi
en tiempos de 30, 60 y 120 minutos, observando que en los lotes con ocho organismos
el consumo de oxigeno era muy rapido, ante tal situacion la tensién de oxigeno fue
menor y los juveniles disminuian su tasa respiratoria, lo cual podria ser una fuente de
error en los resultados. Otro inconveniente para utilizar esta cantidad, era que los
animales quedaban muy presionados en el interior y podria ser una causa de estrés.

Para los lotes de tres y cinco individuos, no se presentd el problema de capacidad
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mencionado anteriormente, tampoco se observaron diferencias significativas en el
consumo de oxigeno. Sin embargo, se decidid utifizar cinco organismos para tener un
numero de muestras mas representativo, incubandolos durante treinta minutos ya que
fue el tiempo maximo a!l cual la tasa respiratoria no fue afectada por la disminucién en
la tensidn de oxigeno disuelto, es decir se mantuvo constante para los cuatro
tratamientos. Como se menciond anteriormente, los resuitados de estos experimentos
fueron referidos o estandarizados en peso seco de tejidos (PST), a partir de la anchura
de la concha.

El agua con que se llenaron las botellas se preparé previamente en cubetas de
plastico de 20 L (Fig.3a). Las botellas con los organismos se llenaron por sifén,
empleando una manguera de plastico de 9 mm de diametro, al cual se introdujo hasta
el fondo de la botella para evitar burbujeo y turbulencia (Fig. 2b). Durante este proceso,
se dejo que el agua se derramara al menos dos veces su volumen para lograr una
solucién homogénea. Posteriormente la manguera se sacé y se selld la botella con su
respectivo tapon, considerando ese momento como tiempo inicial. Para mantener la
temperatura experimental, las botellas se colocaron dentro de un bano termorregulado
a la misma temperatura. Ademas de las 3 réplicas con organismos, se incubd un
blanco sin organismos al inicio y al fina! del experimento (Fig. 3c).

Al terminar la incubacién, el contenido del oxigeno de las botellas fue
determinado por el meétodo Winkler, empleando una version miniaturizada
(Maeda-Martinez, 1985) (Fig. 4) del titulador de Bryan et al., (1976). Cada botella fue
submuestreada 4 veces en tubos de vidrio con tapén esmerilado de aproximadamente
7 ml (Fig. 5), siguiendo el procedimiento descrito por Maeda- Martinez (1985). El
consumo de oxigeno por los organismos, fue calculado por diferencia entre el blanco

y las botellas con organismos, como se muestra en el anexo de este trabajo.

18



Termotolerancia, halotolerancia vy temperatura dptima..... Ignacio Leyva Valencia

/
L m
‘ Manguera para
llenar ias botellas BOD
a)
<
£ - &
et
+* L * o
6 2% N e . .
ATV | Juveniles de Atving maura
t:t’:‘;’ °o°:
- RS Relp Ry X Ix?
W eyt ulnl (i G
PETIAI NIIHIRNGEH RN
;:; =tR E!l Ch
. . o X % %N S
Difusor de airg — e ——t—p TeEe Tva
h *
iy (A
Cubseta con agua marnns fitrada AR NP
!: !:
i
i
4 T P roA 2 IR

L

<) Blanco Reéplical Replica2 Réplicad Blanco

Figura 3. Procedimiento utilizado para la incubacion de los juveniles de Alrina maura

en las determinaciones de tasa respiratoria.
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oxigeno disuelto en muestras de agua (Tomado de Sicard-Gonzalez, 1999).
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Figura 5. Toma vy fijacién de muestras de agua para determinar el consumo de oxigeno

en juveniles de callo de hacha (Atrina maura).
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TASA RESPIRATORIA ESTANDAR (TRE)

Una vez determinada la TRA, los organismos de los diferentes tratamientos
fueron puestos en inanicién a la misma temperatura y salinidad, y periédicamente se
les midié su TR. Las TR fueron graficadas con respecto al tiempo de inanicion y una
vez obtenido un valor minimo estable previo a la muerte, éste se considerd como TRE.

El marco de actividad fue calculado restando la TRA - TRE a cada temperatura

experimental.

TASA DE INGESTION Y TASA DE ACLARAMIENTO

Las tasas de ingestién (T1) y de aclaramiento (TA) se determinaron con el método
Winter (1973). Este método consiste en mantener estable la concentracion de
microalgas en una camara de incubacion con los organismos, reponiendo las
microalgas consumidas casi inmediatamente en que ocurre [a ingestidon. Para ello, se
empled un sistema computarizado desarrollado en el CIBNOR (Sicard-Gonzalez,
1999), basado en el disefio de Gallager y Mann (1980) (Figura 6). Los experimentos
se realizaron por triplicado para cada tratamiento, en una camara de incubacién con
1 L de agua de mar filtrada a 7 um, a la temperatura experimental y a 38%. de
salinidad, durante 2 h. La Camara de incubacion esta conectada mediante mangueras
de silicon a un fluorometro (Modelo Turner 112) que su vez cuenta con una celda de
flujo continuo y un filtro 47 B especifico para clorofila "a" de 420-500 nm de longitud de
onda, de tal manera que el agua de la camara es bombeada continuamente por una
bomba peristaltica, a razon de 87 ml/min, hacia el fluorémetro para registrar el nivel de
fluorescencia y regresar nuevamente el agua a la Camara de incubacion. El
convertidor analdgico digital IM| conectado al puerto del fluorometro, digitaliza la senal
analdgica del fluordmetro y la envia a un programa disefiado especificamente para
este equipo, que compara la sefial contra el voltaje deseado, correspondiente al valor
de calibracion guardado en la memoria del programa.Cuando el voltaje leido era igual
o mayor al valor de calibracién (deseado), el sistema espera 2 segundos para volver

a tomar la lectura. Cuando el valor de fluorescencia es menor, el sistema enciende
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automaticamente la bomba peristaitica 1, la cual repone las microalgas a la camara de
incubacion hasta lograr equilibrar nuevamente la concentracién de alimento ai nivel de
calibracion. Los tiempos de encendido de la bomba peristaltica que adiciona el
alimento quedan registrados en el programa de computo, estos sirven para calcular
posteriormente la Ti y la TA.

El funcionamiento del sistema puede ser visualizado por el monitor de la
computadora, graficandose en tiempo real, el voltaje digitalizado proveniente del
fluorémetro, correspondiente a la coricentracién de alimentc en la camara de
incubacion y los tiempos de encendido de la bomba de reposicién de alimento.

Se emplearon juveniles de 18 mm de anchura aproximadamente, provenientes
del mismo lote del experimento de marco de actividad. Los animales fueron
aclimatados a las temperaturas experirnentales, alimentandolos con 35 + 12 x 107
célsforg/dia de [. galbana y Ch. graciis en proporcion 1:1. Antes de iniciar los
experimentos, las conchas de los ejempiares fueron limpiadas con un cepillo dental,
para eliminar epibiontes y posteriormenie se hicieron pruebas para determinar ia
concentracion de microalgas donde los organismos no produjeran pseudoheces, las
cuales son generadas por los moluscos filtraderes cuando hay exceso de particulas
en el medio (Foster-Smith, R. L., 1975; Owen, G. y Mc Crae, J. M., 1976). Ademas se
hicieron pruebas para verificar el correcto funcionamiento del sistema, cbservando ia
disminucion de la fluorescencia por el consumo de microalgas por los organismos en
la camara de incubacion, cuando se mantenia deliberadamente apagada la bomba de
reposicién. Antes de cada experimento, fue determinada la concentracion de
microalgas del alimento de reposicién, con un contador de particutas Coulter Counter
ZM, durante el curso de los experimentos el recipiente con el alimento se mantuvo en
agitacién constante con un difusor de aire. Para evitar la reproduccion de las
microalgas, la camara de incubacion, el alimento de reposicion y las mangueras fueron
aisladas de la luz con papel aluminio. Adicionalmente se realizo un experimento similar

sin organismos, el cual sirvidé como blanco.
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Figura 6. Sistema de flujo cerrado para determinacion de la tasa de ingestion y de
aclaramiento (Winter, 1973; Gallager y Mann, 1980) (Modificado de Sicard-Gonzalez,
1999).

l.a Tl se calculd dividiendo el numero de células ingeridas (equivalentes a las
células repuestas en la camara de incubacion) por hora, entre el PST, dando
resultados en céls/g/h. La TA se obtuvo dividiendo la Tl entre la concentracién de
microalgas del medio de incubacién, dando resultados en L/g/h. La correlacion entre
el voltaje (V) del fluorometro y la concentracién de microalgas (CM) (/sochrysis

galbana), fue obtenida experimentalmente por Sicard-Gonzalez (1999) y la describe
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con la ecuacion de regresion lineal (r= 0.997; n=10) (Fig.7):

V =0.0356 + 4.61 x 10° x CM

Crecimiento y supervivencia.

Un total de 96 juveniles de 18.7 - 21.0 mm de anchura, fueron colcados en
cubetas de 19 L conteniendo agua de mar aireada constantemente a 16, 19, 25, 29°C
y a 38%.. Los juveniles fueron alimentados con 35 + 12 x 107 céls/org/dia dé 1. galbana
y Ch. gracilis en proporcién 1:1. Cada siete dias se midi6 la anchura de los organismos

durante 42 dias, registrando la supervivencia.

12—

Voltaje
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Figura 7. Relacidon entre el voltaje de! fluordmetro y la concentracion de microalgas

(Isochrysis galbana), tomado de Sicard-Gonzélez, (1999).
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RESULTADOS

PESO SECO DE TEJIDO (PST)

La relacion de PST contra anchura (A) de juveniles de A. maura entre 15 y 30 mm
de ancho (Tabla 1), fué descrita por la siguiente ecuacion de tipo multiplicativa (r = 0.95
r’ = 0.98):

PST = 2.336865632 x 10 x A0

Organismo  Anchura Peso seco de tejido Organismo Anchura Peso seco de tejido
1 16 0.028 13 22 0.1328
2 15.3 0.034 14 243 0.121
3 15.4 0.0328 15 26.8 0.2261
4 19.3 0.0682 16 25.8 0.2693
5 19.4 0.0473 17 27.5 0.2267
6 18.7 0.0735 18 28.3 0.3222
7 18.3 0.1147 19 25.5 0.183
8 23.6 0.144 20 253 0.135
9 21.3 0.1329 21 28.3 0.2712

10 254 0.2189 22 30.2 0.2982
11 23.6 0.1726 23 27.9 0.29
12 28.3 0.3922 24 28.8 0.259

Tabla 1. Peso seco de tejido registrado en juveniles de callo de hacha Atrina maura

entre 15 y 30 mm de anchura,
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TERMOTOLERANCIA SUPERIOR (TLMg)

Los resultados de TLM,, (Fig. 8), muestran que los juveniles de A. maura

practicamente sobrevivieron entre los 18 y 32 °C durante las 96 h de exposicion, a

de gue a 32°C se registrd una ligera mortalidad del 10% a las 96 h. Sin

.z

excepcion

embargo, a 35°C, la supervivencia declind rapidamente de tal forma que a las 24 h no

hubo sobrevivientes. Con estos datos, la TLMys fue calculada graficando la

supervivencia contra las temperaturas experimentales (Fig. 9) , el valor tedrico de la

TLM,qs (33.2°C) se determind en el punto donde se presenté una mortalidad del 50%

de los juveniles.

(%) e1ouaalatadng

Figura 8. Tolerancia térmica superior en juveniles de callo de hacha {(Atrina maura).
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Figura 9. TLM, de juveniles de callo de hacha (Atrina maura) calculada graficamente.

HALOTOLERANCIA INFERIOR (SLM;) Y SUPERIOR (SLM,g)

Los resultados de SLMg ¥ SLM 4 (Fig.10) indican una amplia halotolerancia de
los juveniles de callo de hacha. A salinidades inferiores a 20%. se comenzd a observar
mortalidad, obteniendose la SLM,, por el método grafico antes descrito a las 16.25%o
(Fig.11). Con respecto a la SLM,,, ésta no fue detectable a la maxima salinidad
probada (50%0), ya que a esa salinidad solamente se registré el 14% de mortalidad
durante 96 h de exposicion. En este caso, el experimento se prolongd hasta 168 h, que
fue cuando se registrd el 50% de mortalidad, considerando este resultado como el

tiempo letal medio (Fig. 11).
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Figura 10. Halotolerancia superior e inferior de los juveniles de callo de hacha (Atrina

maura).
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Figura 11. SLM,, y tiempo letal medic a 50%. en juveniles de callo de hacha (Afrina

maura).

TEMPERATURA OPTIMA

MARCO DE ACTIVIDAD

Tasa respiratoria activa

Los resultados de la TRA, muestran que ésta varié directamente proporcional a
fa temperatura, de 0.64 ml O,/g/h a 16°C hasta 1.18 ml O fg/h a 29°C (Fig.12).El
analisis de varianza practicado a los resultados de TRA (Tabla 2), indican que
existieron diferencias significativas en los tratamientos. Sin embargo, la prueba de
rangos multiples de Tukey, muestra que el consumo de oxigeno en los tratamientos

de 16 y 19°C fue similar, por su parte, el consumo de oxigeno en 25 y 29°C hay
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diferencias significativas.
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Figura 12. Tasa respiratoria activa (l) y tasa respiratoria estandar (A) en juveniles de
callo de hacha (Atrina maura) a diferentes temperaturas. Los puntos son la media +

desviacion estandar.
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ANALISIS DE VARIANZA

ruente de Suma de Grados de | Cuadrado
variaciéon cuadrados libertad medio F P
Entre las
temperaturas 0.802131 3 0.267377 | 50.74377 ] 0
Error 0.12646 24 0.005269
PRUEBA DE TUKEY
Temperaturas n Medias Grupos homogeneos
16 q U.643657 X
19 6 0.757205 X
25 11 0.932652
29 7 1.153906

Tabla 2. Analisis de varianza y prueba de Tukey practicados a los resultados de tasa

respiratoria activa en juveniles de calio de hacha (Atrina maura).

Tasa respiratoria estandar

Los valores graficados de TRE (Fig.12) indican que ésta no fué afectada por la
temperatura a diferencia de la TRA, manteniendose estable entre 0.2 y 0.3 ml O, /g/h
en el rango de temperaturas estudiado. Por otra parte, el seguimiento de la TR
durante el periodo de inanicidn, se muestran en la figura 13. De aqui se puede concluir
que la TRE se obtuvo a los 58 y los 41 dias a 16 y 29°C respectivamente. El analisis
de varianza (Tabla 3), indicoé que existen diferencias significativas entre los
tratamientos al 95% de probabilidad. Sin embargo, la prueba de Tukey, mostrd que la

TRE fue similar en las cuatro temperaturas experimentales.
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ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado
variacion cuadrados libertad medio F P
ntre las
temperaturas 0.02633 3 0.008777 |[4.468738 | 0.011318
Error 0.053028 27 0.001964

PRUEBA DE TUKEY

Temperaturas n Medias Grupos homodgéneos
16 9 0.2887 X
19 5 0.2269 X
25 9 0.2438 X
29 8 1.2996 X

Tabla 3. Analisis de varianza y prueba de Tukey practicados a los reultados de tasa
respiratoria estandar en juveniles de callo de hacha (Atrinamaura).

La diferencia aritmética entre la TRA menos la TRE a diferentes temperaturas
(Fig.14), muestran que el marco de actividad varidé directamente proporcional a la
temperatura, obteniendose el mayor MA en el tratamiento de 29 °C, aunque no se

pudo determinar que esta sea la temperatura 6ptima para esta especie.
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Figura 14. Marco de actividad de juveniles de callo de hacha (Afrina maura),

aclimatados a diferentes temperaturas. Los puntos son la media £ desviacién estandar.

Tasa de ingestion y tasa de aclaramiento

Las variaciones de Tl y TA en relacion a la temperatura se muestran en la figura
15. En esta se puede observar que ambas tasas se incrementan proporcionalmente
con la temperatura, obteniendose la mayor ingestidn y aclaramiento a los 29 °C con
6.9 x 107 céls/g/h y 2.2 Lig/h respectivamente. La relacion tasa de ingestion vs

temperatura se describe en la ecuacién exponencial r= 0.99, r* = 0.98 |, n=4):

Tl =3.14 x 107@%106 X
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Figura 15. Tasa de ingestion (M) vy tasa de aclaramiento (A) en juveniles de callo de

hacha (Afrina maura). Los puntos son [a media * la desviacion estandar.

Por otra parte, la relacion tasa de aclaramiento vs temperatura se describe en la

eCuUaci

on exponencial (r = 0.99, * =0.98 , n = 4):

TA = 0.104@°%%5%

Estos resultados presentan la misma tendencia que los de marco de actividad, lo cual

nos muestra la relacidn que existe entre ambas tasas fisioldgicas.
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Crecimiento y supervivencia

El incremento promedio en anchura de la concha de los juveniles, durante los 42
dias de experimentacion a diferentes temperaturas, se muestra en la figura 16. El
crecimiento varié directamente proporcional a la temperatura, obteniendose el
incremento maximo de 28 mm en el tratamiento a 29 °C durante 42 dias (.67 mm/dia).

Con respecto a la supervivencia, en este experimento la supervivencia fue del 100
% en los tratamientos 16, 19 y 25 °C (Fig.17). Sin embargo, en el fratamiento 28 °C
la supervivencia disminuyo al 85 % a los 21 dias de iniciado el experimento,

manteniendose a este nivel hastael final del mismo.

16°C
19°C
25°C
29°C

+ o> n

Incremento en anchura
(mmy)

Dia

Figura 16. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de juveniles de callo de

callode hacha (Atrina maura).
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Figura 17. Supervivencia de juveniles de calio de hacha (Atrina maura), aclimatados

a diferentes temperaturas experimentales.
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DISCUSION

Los estudios de temperatura letal media (TLM,s) (Rand y Petrocelli, 1985), han
ayudado a conocer la influencia de la temperatura en la distribucién de los moluscos
bivalvos e incluso han permitido aplicar los resultados para inferir sus respuestas
fisioldgicas en el medio ambiente donde son cultivados (Wells y Gray, 1960; Read y
Cumming, 1967; Ansell et al., 1994).

En este estudio, la TLM,y de juveniles de callo de hacha fue 33.2°C. Este valor
es superior a la temperatura maxima (31.5°C) registrada en Topolobampo Sinaloa,
México de 1882 a 1998 en los meses mas calidos del afio (Junio - Septiembre)
(IRI-IGOSS, 1998) de donde proceden los progenitores de [os juveniles empleados en
este trabajo. Esto indica que la especie no presenta ningln riesgo de ser afectada aln
en aquellos afios cuando ocurran eventos calidos como los que se producen durante
el fendmeno de "El Nifio". L.a amplia termotolerancia del callo de hacha le confiere una
cualidad adicional a las mencionadas en la introduccion de este trabajo, ya que es
factible su cultivo en los cuerpos de agua con caracteristicas tropicales de México y de
América Latina, desde el Golfo de California hasta Perd de donde es nativa (Keen,
1971).

La salinidad al igual que la temperatura es un factor que influye en la distribucion
de las especies (Kinne, 1967, 1971, Davenport, 1979; Widdows, 1885). En el presente
trabajo, el resultado de SLM,, inferior fue de 16.5%0 y no fue posible determinar la
SLMgs superior a la maxima salinidad experimental (50%0). Sin embargo, en ese
tratamiento se obtuvo el tiempo letal medio (168 h), lo que indica que A. maura posee
un amplio intervalo de tolerancia a las variaciones de salinidad. Esto explica su
presencia en las bocas de Ios esteros de Sinaloa y Nayarit México, donde la salinidad
disminuye considerablemente durante la época de lluvias. Sin embargo es importante
mencionar que la especie posiblemente es mas suceptible a condiciones hipohalinas
gue las hipersalinas, al comparar la mortalidad en relacion al tiempo de exposicidén en
15y 50%.
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En los juveniles de A. maura la TRA fue dependiente de la temperatura, lo cual
era de esperarse considerando que dentro de ciertos limites los incrementos de
temperatura aceleran la mayor parte de los procesos fisioldgicos, tales como el
consumo de oxigeno y por ende hay mayor consumo de energia. Esta tendencia ha
sido observada en otras especies de moluscos, tanto para la TRA como para la TRE.
Por ejemplo, en Mytilus edulis (Bayne 1978), en Chiamys varia (Shafee, 1982) y en
Argopecten ventricosus (Sicard-Gonzalez, 1999). Sin embargo, en A. maura a
diferencia de las especies mencionadas anteriormente, la TRE no varié con el
incremento de temperatura. Esto se ha considerado como una adaptacién en los
animales litorales, los cuales se encuentran sujetos a situaciones de estres ambiental
como por ejemplo, amplios y rapidos cambios de temperatura, inanicion, exposicion
al aire por la marea baja, entre otros (Widdows, 1973; Bayne, 1976). Ademas, se sabe
que algunas especies de bivalvos intermareales tienen capacidad de compensacion
térmica, dando como resultado que algunas de sus tasas fisioldgicas se mantengan
relativamente constantes en determinados rangos de temperatura, rangos variables
segun la especie o poblacién (Bayne ef al., 1983).

El marco de actividad (MA) es un concepto muy util en la determinacion de la
temperatura 6ptima de las especies, en la cual el crganismo dispone de mayor energia
para el crecimiento, la reproduccién, el movimiento, etc (Fry, 1947). La precisién del
método empleado en este estudio ha sido comprobado por Sicard-Gonzalez (1999),
quien determinod el MA optimo de la aimeja catarina Argopecten ventricosus. En esa
especie, el MA se incrementa gradualmente hasta alcanzar su maximo entre 19y 22°C
para posteriormente disminuir a temperaturas superiores. En el presente frabajo se
logré observar el incremento del marco de actividad en relacion a la temperatura. Sin
embargo, no fue posible confirmar que la temperatura de 29°C sea la optima para los
juveniles de callo de hacha (Afrina maura) debido a que en este caso no se
experimento a temperaturas superiores que permitieran observar el decremento dei
marco de actividad. De manera similar al trabajo de Sicard-Gonzalez (1999), las otras

variables estudiadas (por ejemplo, tasas de ingestién y aclaramiento, y crecimiento),
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se comportaron de la misma forma que el marco de actividad, lo que permite concluir
que cualquiera de estas variables se pueden emplear como indicadores para
determinar la temperatura 6ptima de los organismos. Es necesario sin embargo, incluir
en los ensayos las temperaturas extremas que indique el estudio de TLM,y, para tener

el intervalo requerido donde se detecte la temperatura optima de los organismos.

CONCLUSIONES
1. Los juveniles de callo de hacha Afrina maura pueden desarroilarse en un amplio

intervalo de temperaturas y salinidades.

2. La temperatura letal media superior para estos organismos fue 33.2°C.

3. La salinidad letal media inferior fue 16.25%. y el tiempo letal medio al exponerlos a
50%o fue de 168 h.

4. La temperatura 6ptima para los juveniles posiblemente sea de 29° C o mayor de
acuerdo a los resultados de marco de actividad, tasa de ingestion y tasa de

aclaramiento, crecimiento y supervivencia.

5. El crecimiento fue mayor a 29°C, con un incremento en anchura de la concha de
0.67 mm/dia.

RECOMENDACIONES
Las respuestas fisiologicas obtenidas en este trabajo, mustran claramente que las
temperaturas cercanas a 30 °C aceleran el crecimiento de los juveniles de callo de
hacha. Se recomienda que al elegir el o los sitios de cultivo se consideren aquellos que
mantengan un intervalo de temperatura cercano a los 30 °C durante los meses mas

calidos y que la salinidad del agua de mar se mantenga cercana a 38 %.. Debido a que
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en este trabajo no fue posible determinar si 29 °C es la temperatura éptima para el
desarrollo de los juveniles de callo de hacha Atrina maura, seria conveniente realizar
experimentos a temperaturas superiores. Los estudios de tasa de ingestion y tasa de
aclaramiento fueron buenos indicadores del estado fisiolégico de los juveniles. Sin
embargo, se desconoce la concentracion de microalgas en la que estos organismos
asimilan mejor el alimento en condiciones de temperatura 6ptimas. Estudios en este
sentido pueden ser de utilidad para la produccién de juveniles, teniendo en cuenta el
ahorro que se puede derivar si se sabe la cantidad de alimento que se necesita

producir y proporcionar a los organismos cuando son mantenidos en laboratorio.
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ANEXO
Para determinar la normalidad real de Na,S0,0,
KxR
N= —————
T

N = Normalidad real de Na,S0O,0,
K = Volumen adicionado de KlO,

T = Volumen de Na,S0,0, gastado
R = Normalidad de KIO,

Para conocer el volumen real de botellas y tubos experimentales

WLL - WV
Cc

WT = Peso total del recipiente (botella 6 tubo)

WLL = Peso del recipiente lleno de agua destilada

WV = Peso del recipiente seco

C = Valor de la constante de calibracion a la temperatura de trabajo, considerando la

expansion o contraccion del vidrio (Swinehart, D.F., 1980).

Determinacién del consumo de O,

T x N x 5587.82

VO, =
W - 200 4

VO, = ml/L. de Oxigeno al final de la incubacion
T = Volumen de Na,S0,0, gastado
N = Normalidad real de Na,S0O,0,

W = Volumen real del tubo
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Para determinar la Tasa de ingestién

VI x CA
0

T1 = Namero de moléculas ingeridas por unidad de tiempo
VI = Volumen de inyeccién de alimento de reposicién
CA = Concentracién del alimento de reposicién

O = Numero de organismos incubados

Para determinar la Tasa de aclaramiento

TIx1
Cl

TA=
TA = Agua liberada de particulas por unidad de tiempo (L/g/h)

Tl = Tasa de ingestién

Cl = Concentracién de microalgas en el medio de incubacién
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