ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL

Facultad de Ingenieria Maritima y Ciencias del Mar

“Efecto del uso de diferentes fuentes y concentracién de
materia organica sobre poblaciones meiobenténicas con

énfasis en Nematoda”

Tesis de Grado

Previa a la obtencion del titulo de:

MAGISTER EN CIENCIAS

Presentada por:

Maria Elena Sécola Sanchez

Guayaquil — Ecuador
2003



i1

TESIS ELABORADA CON EL SOPORTE DE:

Q BTC
PASTEN

FUNDACION CENAIM-ESPOL COOPERACION TECNICA BELGA
.

m[[[ KATHOLIEKE UNIVERSITEIT

L UVEN
GENT

UNIVERSIDAD DE GANTE UNIVERSIDAD CATOLICA

BELGICA DE LOVAINA - BELGICA



i

VITA

Maria Elena Socola Sanchez, nacid el 23 de Diciembre de 1965 en la ciudad de Zaruma,
Provincia de El Oro; hija de José Timoteo Socola y Raquel Sanchez. Se gradud de Bidloga
en la Escuela de Biologia-Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil, en
Agosto de 1990. Trabaj6 durante 7 anos en el Laboratorio de Larvas de Camar6n “Palmieri
S.A.” en San Pablo-Peninsula de Santa Elena. Ademas fue colaboradora en proyectos en el
Instituto Oceanografico de la Armada en tres ocasiones. Maria Elena se casd en 1994 con
Wilson Salinas, en Octubre de 1995 nacid su hija Stephanie y en Febrero de 1999 su hijo
Kevin. En Septiembre del 2001 fue aceptada en el Programa de Maestria en Acuicultura
Marina de la Escuela Superior Politécnica del Litoral y auspiciada por la Cooperacion

Técnica Belga.



iv

DECLARACION EXPRESA

“La responsabilidad por los hechos, ideas y doctrinas expuestos en esta tesis, me
corresponden exclusivamente; y el patrimonio intelectual de la misma, a la

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL.”

(Reglamento de Examenes y Titulos profesionales de la ESPOL).

Maria Elena Sécola S.



TRIBUNAL DE TESIS

Eduardo Cervantes Ing. Magda Vincx, Ph.D.

Presidente del Tribunal Director de Tesis

Maria Herminia Cornejo Jorge Calderén, Ph.D.
Co-Director M.Sc. Miembro del Tribunal

Stanislaus Sonnenholzner, Ph.D.

Miembro del Tribunal



vi

AGRADECIMIENTOS

A Dios por permitirme estar aqui.

A mi esposo y mis hijos, por su esfuerzo y el apoyo que me dieron para que pueda culminar
mi carrera.

A mis padres, por su carifio abnegado que siempre me han dado.

A mis hermanos y a toda mi familia, que me ayudaron en el cuidado de mis hijos y por
confiar en mi.

A Laurence Massaut Ph.D., por darme la oportunidad de ser incluida en el Programa de
Maestria, por su apoyo constante en transcurso de los dos afios de estudios.

A Magda Vincx Ph.D., por su valiosos conocimientos compartidos e ideas para la
culminacion de la tesis.

A Maria Herminia Cornejo M.Sc., por su profesional direccion para la realizacion de esta
tesis, su constante apoyo y por su amistad. Una excelente persona.

A Stanilaus Sonnenhozlner Ph.D., por su valiosa colaboracion en el desarrollo de esta tesis.
A Bonny Bayot M.Sc., quien siempre estuvo dispuesta a ayudar y colaborar.

A todos los profesores del Programa de Maestria, tanto de la Escuela Superior Politécnica del
Litoral, como de la Fundacion CENAIM-ESPOL.

A la Dra. Vanesa Riofrio, por su colaboracion en el entrenamiento y ayuda durante el analisis
de muestras en el Analisis Ambiental Quimico.

A mis compaiieros de estudio Marita Monserrate, Mervin Guevara, Maria Elena Quevedo,
Maria Fernanda Calder6n, Galo Solano, Robin Casalla, Yuri Espinosa, René Rodriguez,
William Gualteros, y Martha Maldonado (que también fue como mi compaifiera de

promocion), por el gran apoyo que me brindaron, gracias por siempre.



vii

DEDICATORIA

A mi esposo Wilson, por su amor, apoyo y paciencia durante estos dos afios y a mis hijos

Stephanie y Kevin, quienes fueron mi luz y mi fuerza para seguir adelante.

A mis padres y hermanos



viil

iNDICE
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt e st e st e e e X
LISTA DE TABLAS. ..ottt ettt et sae e e s e e xi
RESUMEN ...ttt ettt sbt e et e e bt e e st e e st e e st e e sbaeenaeee xii
1. INTRODUGCCION .....oiiiiiiiiiiieeiiee ettt sttt et e et eesite e e sabeeesanaeesaneeas 1
2. REVISION BIBLIOGRAFICA ......cooiitiiiiiaieeete ettt 5
2.1 BENTOS L.ttt ettt ettt et sb e s e 5
P B LY (5101015 1110 O P ST P PSP P PP PRPPPPP 5
2.1.1.1. Generalidades. .........cceoriuriiiiiniiiiie et 5
2.1.1.2. NEMALOAA....eeeeeeiiiiiee et e e e e e 7
2.1.1.2.1.Consideraciones ambientales ..........ccoccueeiiriiiieieniiieeeeniieeeeneeee e 9
2.1.1.2.2. Variables de Man€jo............uueeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeeee e e e e 14
3. MATERIALES Y METODOS ..ottt 18
3.1. DISENO EXPERIMENTAL: .....c.oooiiiiiieieieieeeeeeeeeeeeeeceeeeee e 18
3.2.MUESTREO Y ANALISIS ... .ottt 20
3.2.1. Variables ambientales .............ccooriiiiiiiiiiiiiii e 21
3.2.2. MUuestreo de MEIODENTOS ........eeeerruurireeiiiiieeeeiiiiee e et e e et e e e s e e e s e e e senaeeeesenee 21
3.2.2.1. Procesamiento de muestras de meiobentos ...........ceeeeeerrriuiiireieeeeeennnnineenee 22
3.2.2.2. Aislamiento y conteo de NemMatodos .........cevvruuvriiiieeeeeiririiiiiieieeee e e 22
3.2.2.3. Preparacion de Placas........ccceevvriiiiiiiiiieeeiiiiiiiiieeeee e 23
3.2.2.4 Identificacion de NemMAtOdOS ........cccovvuiiiiiiriiiieiiiiee e 23
3.3. CULTIVO DE CIANOBACTERIAS. ..ottt 23

3.4. ANALISIS ESTADISTICO ......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiceeiteete e 24



X

4. RESULTADOS . .....oeittteitte ettt ettt ettt et e s e e st e e sbaeesaeee 25
4.1. VARIABLES AMBIENTALES .....ooiiiiiiiiiitiie it 25
4.2. MEIOFAUNA ...ttt ettt et ettt et e st e st e e 27

42,1 NEMALOAA ...eeeeeiiiieeeeeiee et e et e e st e e st e e s e e e s 27

4.2.1.1. Géneros de Nematoda .........ccoocveeiiriiiiiiiiniiiee e e 30
4.2.1.2. Clasificacion sistematica de los géneros identificados ...........cccceeeeerniinnnnee. 31
4.2.1.2. Clasificacion de los géneros por su tipo de alimentacion ..........cccocceeeeennene. 32
4.2.1.3. Estructura de 1a poblacion ...........cccuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 33

5. DISCUSION ..ttt ettt et et e s e e et e et e s ebte e e saaeeesabeeesabaeenaeee 36

6. CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt ettt e e bt e e eesabeeesabaeesaeee 41

7. RECOMENDACIONES ...ttt ettt 42

BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt et ettt ettt e st e s eesbae e 43

ANEXO T 52



Figura 1.

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

LISTA DE FIGURAS

Distribucién de los tratamientos en los 12 tanques experimentales. .................. 19
Variables ambientales a través del tiempo. a) Temperatura (promedio de los 4
tratamientos), b) Salinidad, c¢) Concentracion de oxigeno, d) pH en suelo......... 25
Composicion total de la meiofauna en los 4 tratamientos...........cc.cceeevvuveernnneenne 27
Densidad de nematodos por tratamiento. Barras verticales indican desviacion
ESTATIAAT ....eeiiiiii ittt 28
Porcentaje de la composicion total de los géneros de Nematoda. Otros=cabezas
de nematodos no identificados. ..........ccovcuiiiriiiiiiiiiii e 30

Porcentaje total de los tipos de alimentacion encontrados en este estudio (segiin

WESET, 1953 e e e e e e e e e e e e e 33
Porcentaje de estadios en cada unos de los tratamientos. ...........cceeveveeeriveennnen. 34
Variacion temporal de la estructura poblacional del género Terschellingia. 34



Tabla 1:

Tabla 2:

Tabla 3:

Tabla 4:

Tabla 5:

Tabla 6:

Tabla 7:

Tabla 8:

Tabla 9:

Tabla 10:

xi

LISTA DE TABLAS
Rangos de clasificacion de granulometria (Buchanan, 1984'; Calles, 2001%)...... 10
Resultados para cada uno de los puntos: A, B, C, D y E que fueron aplicados en
el calculo para la determinacion de materia organica en los tratamientos.
A=Materia organica adicionada (g). B=Cantidad (g) de fuente adicionada en el
caso de balanceado y melaza. C=Porcentaje de humedad de cada una de las
fuentes. D=Porcentaje de materia organica de las fuentes. E=Cantidad de
sedimento de cada tanque (K@)......ccovevriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 19
Promedios del porcentaje de materia organica (+ desviacion estandar) por dia de
muestreo en los cuatro tratamientos. Letras distintas indican diferencias
significativas (p=0,05) en el tHempPO........cccovviiiiiiriiiiiiinieec e 26
Tabla de ANOVA de Medidas Repetidas para materia organica con sus
TESPECLIVOS VALOTES P. coeiiiiiiiiiiiee ettt e ettt e e e e e e e 27
Densidad de nemitodos (ind/10cm”) durante el muestreo en los cuatro
tratamientos. Medias * desviacion estandar. ...........ccccceeevviieeieniiieee e 29
Porcentaje de la composicion de los géneros de Nematoda por tratamientos.
Otros=cabezas de organismos no identificados............ccceevvreeieriieecinniieecenene. 30
Tabla de contingencia para los géneros poco abundantes............cccceceeverveeeennnnne. 32

Distribucion de los géneros de nematodos de acuerdo a su tipo de alimentacion

Composicion de los tipos de alimentacion por tratamiento (Wieser, 1993). ....... 33

Estructura poblacional de nematodos en los cuatro tratamientos..............c......... 35



Xii
RESUMEN

Se evalu6 el efecto de diferentes fuentes y concentracion de materia orgdnica sobre
comunidades meiobentdnicas con énfasis en el grupo Nematoda. Se aplicaron tres fuentes de
materia organica: cianobacterias, 2,8 g de materia organica/100 g de suelo que corresponde a
300 litros de cultivo, balanceado y melaza, 0,0001g de materia organica/100 g de suelo, que
corresponden a 15 y 10 Kg/Ha, respectivamente. El experimento se lo realiz6 en 12 tanques
rectangulares de PVC de 500 litros, con una area aproximada de 6720 cm® (96 x 70 cm),
ubicados en los exteriores de CENAIM, San Pedro, Provincia del Guayas-Ecuador, durante
27 dias, con 4 tratamientos y tres réplicas cada uno. Se registraron las variables ambientales
como temperatura, salinidad, pH, granulometria, materia organica y la abundancia espacio-
temporal de la comunidad de Nematoda. Se utilizaron las técnicas de homogeneidad de
varianzas de Barlett y la de Kolmogorov-Smirnov para normalidad, posterior a lo cual se
procedié a un analisis de Medidas Repetidas para determinar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos con un nivel de confianza del 95 %. Las variables
ambientales de temperatura, salinidad, oxigeno, pH, granulometria y materia orgénica, no
presentaron diferencias significativas (p=0,05) entre tratamientos, aunque la salinidad se
incrementd hasta 48.6 g/L hacia el final del experimento. Se encontraron 3 grupos
taxondémicos a nivel del meiobentos, siendo el grupo dominante Nematoda con 97,3%,
seguido de Polychaeta con 2,6 % y Copepoda con 0,1 %. Considerando tnicamente el grupo
Nematoda en el andlisis no se encontraron diferencias significativas en las comunidades de
Nematoda entre los tratamientos. Se identificaron 6 géneros de Nematoda, sobresaliendo
Terschellingia, (97,3 %), género que posee una alta capacidad de adaptacion a condiciones

ambientales extremas (en este estudio a salinidades entre 35,5 y 46,8 g/L). En el andlisis de
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los géneros poco abundantes (Tabla de contingencia) existié diferencias significativas
(p=0,05) para Gomphionema en el tratamiento melaza y Theristus en los tratamientos
cianobacterias y balanceado. Se observaron tres tipos de alimentacion: 1A, alimentadores
depositivoros selectivos (grupo dominante), con el género Terschellingia, seguido del tipo
1B, alimentadores depositivoros no selectivos donde se encuentran Theristus, Aff. Theristus y
Parodontophora y finalmente el tipo 2A, alimentadores de células u organismos que crecen
sobre un sustrato, perteneciendo a este grupo Gomphionema 'y Spilophorella. La poblacién
presentd el 36,6 % de juveniles, 26,4 % de hembras y 37 % de machos, sin diferencias
significativas (p=0,05) entre los tratamientos.

Se concluye que no existe efecto entre aplicar y no aplicar fuentes de Carbono en las dosis

utilizadas.



1. INTRODUCCION

El camarén permanece como uno de los crustaceos mas populares y de mas alto valor en el
mercado mundial (Otwell et al., 2001). Por esta razdén la principal preocupacion de la
industria camaronera es incrementar su produccion a través de un buen manejo, obtener una

mas alta sobrevivencia y mayor biomasa/Ha..

En el Ecuador se emplean tres métodos para el cultivo del camarén: extensivo, semi-
intensivo e intensivo (Regueira, 2001), para los cuales se emplean diferentes niveles de
fertilizacion y/o estrategias de alimentacion. La adicidon de alimento y fertilizante, se hace
necesario sobre todo en altas densidades de siembra (intensivo), puesto que el alimento
natural en estas condiciones de cultivo es insuficiente (Rubright et a/. 1981). Fox (2001)
menciona que los camaroneros deben manejar los estanques como un ecosistema y adicionar
fertilizantes que maximicen los beneficios de los alimentos naturales y manufacturados, sean
¢éstos organicos o inorganicos. Entre los fertilizantes inorganicos que mayormente se usan
estan: urea, nitrato de sodio, nitrato de amonio, DAP (Di amonio fosfato) y SPT (Super
fosfato triple) (Boyd, 1998). Adicionalmente se anaden fuentes de materia organica para
incrementar el desarrollo de organismos bentonicos, ya que el detritus es la principal fuente
de energia para la mayoria de los sistemas benténicos (Findlay y Tenore, 1982; Tita et al.,
1999). Dentro de los fertilizantes organicos, se considera el estiércol producido por animales
superiores ya sean aves(gallinaza), ganado vacuno, caprino y también desechos industriales
como polvillo de arroz, subproductos de trigo, harinas de semillas oleaginosas (algodon,

soya, etc.) (Nicovita, 1997). Ademas el alimento balanceado no consumido también es un



aporte de material orgénico (Boyd, 1998; Janssen, 1999). Nicovita (1997) y Nicovita (1998)
mencionan que en camaroneras de Ecuador y Panama4, la melaza es bastante utilizada como
material organico inicial para la formacion de células u organismos que constituyen el

bentos.

Una piscina de produccion es un ecosistema, en donde intervienen microorganismos como el
fitoplancton (diatomeas, cianobacterias, etc.), el zooplancton (Copepoda, Cladocera, larvas
de Polychaeta, entre otros), bacterias y macroorganismos como Polychaeta, Amphipoda,

Crustacea como el propio camardn y los peces.

Uno de estos componentes importantes del ecosistema de piscinas de cultivo es la
comunidad bentdnica (macrobentos: > 1 mm, meiobentos: 1 mm-40 um y microbentos: < 40
um), formada principalmente por Polychaeta, Nematoda y Copepoda (Bell y Coull, 1978;
Rubright, 1978 en Rubright et al., 1981; Gent University, 1997). Los organismos del bentos
son consumidores primarios de vital importancia; ademds constituyen consumidores
competitivos y/o fuente natural de alimento para el camaron (Rubright, op. cit.; Ordner y
Lawrence, 1990). Dentro del bentos la meiofauna tiene gran importancia como alimento
para los niveles mas altos de la trama trofica (Coull, 1988). Esta meiofauna, se desarrolla en
todos los habitats: marino, estuarino, dulce-acuicola, encontrandose desde las zonas humedas

tierra adentro hasta las partes mas profundas de un cuerpo de agua (Coull, 1988).



Cruz (1998), en referencia al habitat de estos organismos manifiesta que el tamafio y
redondez del grano de sedimento, influye en la seleccion del habitat por los diferentes grupos

de organismos, para adaptarse a los espacios intersticiales.

Uno de los grupos dominantes dentro del meiobentos es Nematoda, (Coull, 1988; Gent
University, 1997; Janssens, 1999; Moens, et al., 1999; Tita et al., 2002). Estos organismos
son muy activos en la regeneracion y movilizacion de nutrientes presentes dentro o sobre el

fondo y hacen que éstos, estén disponibles al ambiente.

Se ha observado que presencia de cianobacterias afecta a los sistemas de cultivo de camaro6n
o peces, desarrollando el conocido olor a choclo y tierra (Ortiz, 2003) y la practica comun es
hacer recambio de agua o aplicar sulfato de cobre (Boyd y Tucker, 1998), pero no se conoce
aun el efecto de éste sobre la comunidad meiobentonica. Si este producto acaba con las
microalgas en la columna es posible que también este afectando a las microalgas del suelo y

en forma directa o indirecta a las comunidades de nematodos.

Por otro lado el balanceado utilizado en la piscina no es consumido en su totalidad por el
camarodn, parte de este queda en el sedimento y se asume es incorporado a éste por las
bacterias y otros microorganismos, poco se conoce como afecta a otros niveles de trama
trofica. Ademas, se aplican productos directamente al suelo como es el caso de la melaza,
que también puede afectar de alguna forma a los organismos que en €l se desarrollan,

dependiendo, obviamente de las dosis aplicadas.



Puesto que se asume que el uso de estas fuentes orgénicas (cianobacterias, balanceado y
melaza) afectan la productividad natural, sea positiva o negativamente. Al desarrollar esta
tesis se pretende determinar el efecto de las mismas sobre la comunidad meiobentonica;
haciendo énfasis en el grupo Nematoda, considerado como un indicador de cambios en las
condiciones ambientales (Vincx y Heip, 1996). Este tipo de investigaciones se considera
relevante no so6lo por el conocimiento ecologico que ello implica, sino que éste a su vez
permitiria saber si la dosis que en la practica se consideran son las adecuadas para mantener
una “buena” calidad del suelo, pueden tener una base real-cientifica y al mismo tiempo si
seria necesaria la aplicacion de dosis superiores o inferiores. Por otro lado los resultados
permitirian a posteriori una evaluacion técnico-cientifica-econdmica sobre estas practicas de

manejo actualmente utilizadas en los sistemas de cultivo.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. BENTOS

Los organismos bentonicos marinos, estdn presentes en todo tipo de sedimentos desde
fondos blandos hasta fondos rocosos, desde zonas costeras hasta zonas abisales. Se los ha
clasificado de diversas formas, de acuerdo a su posicion con respecto al sustrato: Epibentos:
donde se encuentran principalmente peces y algunos crustaceos; hiperbentos: compuesto
principalmente por mysidaceos, anfipodos y larvas del epibentos; endobentos que
comprende a poliquetos, nematodos, etc., y que viven dentro del sedimento. Otros
investigadores basan su clasificacion de acuerdo al tamafio y los clasifican en: macrobentos
(>1 mm): formado principalmente por poliquetos, moluscos y crustidceos; meiobentos (1
mm—40-38 um): compuesto por nematodos, copépodos y algunos anfipodos y el
microbentos (< 40 um): formado por bacterias y organismos unicelulares (Gent University,

1997).

2.1.1. Meiobentos

2.1.1.1. Generalidades

El término Meiobentos fué utilizado por primera vez por Mar¢ en el afio de 1942, e incluye a
aquellos organismos que pasan los tamices de 1 mm, pero que son retenidos en tamices de
42 um (Coull, 1988; Giere, 1993). Actualmente los meiobentdélogos marinos han sugerido
tamices de 31lum, para retener a los organismos mas pequefios de la meiofauna,
principalmente nematodos (Giere, op. cit.). Meiobentos, deriva del griego “meios” que
significa mas pequefio, mas pequefio que la macrofauna pero mas grande que la microfauna,

son modviles, aunque también existen organismos que son hapto-sésiles (organismos que



estan unidos a un sustrato, pero que pueden desprenderse de éste y cambiar lentamente su

posicion) (Giere, op.cit.).

Los grupos tipicos pertenecientes al meiobentos son Nematoda, Copepoda, Turbelaria y
pequeiios Polychaeta (Gent University, 1997). Otros organismos raramente encontrados son
Oligochaeta, Kinorhynchia, Tardigrada, Ostracoda y Gastrochichia (Gent University, op.

cit.; Brown y McLachlan, 1990).

Los nematodos son el grupo dominante y representa 50 a 90 % del total de la comunidad
meiobentdnica (Coull, 1988; Relexans et al., 1996; Gent University, 1997; Bouvi Schrijvers
et al., 1997; Cruz, 1998; Janssens, 1999; Moens, et al., 1999; Tita, et al., 1999; Mazzola et
al., 2000; Soltwedel, 2000; Neira et al., 2001; Velander y Mocogni, 2001; Schratzberger et
al., 2002; Tita et al., 2002). Los copépodos son el segundo grupo mas importante del
meiobentos, seguido de Polychaeta (Gent University, 1997; Coull, 1988, 1988; Cruz, 1998).
Estos organismos son considerados importantes bioindicadores Giere (1993), Montagna y Li
(1998). Moens y Vincx (1998) manifiestan que cultivos de nematodos, bajo condiciones
controladas, constituyen una buena fuente de informacion sobre cambios ambientales como
temperatura, salinidad y alimento; comentan que estos factores pueden estar influenciando
su ciclo de vida. Por otro lado Tita et al. (1999) manifiestan que en zonas expuestas por un
largo tiempo a amplias variaciones de temperatura y salinidad durante la marea baja
producen en este grupo adaptaciones fisiologicas especificas (requeridas para vivir en

ambientes especificos).



2.1.1.2. Nematoda

Los nematodos son el grupo mas abundante de los Metazoos (50-90 %) y estan presentes en
todo lugar donde la vida se pueda dar. Se encuentran en todos tipo de suelos, desde las
regiones polares a los tropicos, son mas abundantes en los sedimentos de lagos, rios y los
océanos (Warwick, 1984; Coull, 1988, 1988; Giere, 1993), desde playas secas arenosas a
playas arenosas con fuertes oleajes hasta profundidades abisales. Muchos de ellos no

necesitan que su habitat sea rico en oxigeno (Coull, op. cit.).

Existen nematodos que son parasitos de distintos huéspedes (Crustacea, Mollusca, Peces,
etc.) y aquellos de vida libre. Estos ultimos, generalmente son pequefios, miden menos de
2,5 mm de longitud después que alcanzaron su completo desarrollo (Warwick, 1984). Su
cuerpo tiene una forma alargada cilindrica, que se estrecha en ambos extremos. Su cuerpo
alargado estd adaptado para la locomocioén ondulatoria, caracteristica de los nematodos
(Warwick, 1984). Gambi et al. (2003) mencionan que a una profundidad de 7.800 m, el 80
% de los nematodos miden menos de 1,5 mm. de longitud, mientras que a profundidades
batiales (mayores a 8000 m) solamente entre el 50 y 70 % de los nematodos se encuentra en

este rango de tamaio.

Sin embargo, a pesar de la abundancia de los nematodos marinos, la informacion sobre su
ciclo de vida es muy escaso. En muestras de campo es imposible determinar el nimero de
generaciones por afio y el nimero de huevos, por lo tanto los estudios para observar
reproduccion se los hace a nivel de laboratorio. Asi, se determind que los tiempos de

generacion de la meiofauna varian ampliamente (Gray, 1981). Los ecologistas han



distinguido a los nematodos en dos grupos basados en los dos tipos de estrategia de
reproduccion: ry k. La estrategia r se refiere a aquellos organismos que tienen un tiempo de
generacion corto y alta fecundidad, los cuales aprovechan rapidamente los recursos
temporales. Este es el caso del nematodo Rhabditis marina, que tiene un tiempo de
generacion de 5 dias y cada individuo produce 70 a 100 huevos. Por el contrario los
estrategistas k, tienen un tiempo de generacion largo, quiza uno en un afio y baja fecundidad,
como por ejemplo Chromadora macrolaimoides, nematodo marino que tiene un tiempo de
generacion de 22 dias, produciendo cada individuo de 9 a 11 huevos por desove (Giere,

1993).

Wieser (1953) buscando una forma de clasificar a estos organismos, los dividié en
organismos con cavidad bucal sin armadura: 1A, alimentadores depositivoros selectivos
(bacterias), sin cavidad bucal o un fino tubulo; 1B, alimentadores depositivoros no
selectivos, con cavidad bucal grande pero sin dientes; 2A, alimentadores de células u
organismos que crecen sobre un sustrato, con cavidad bucal con dientes raspadores; 2B,
omnivoros/predadores, con cavidad bucal con mandibulas grandes. Moens y Vincx (1997)
realizaron una nueva clasificacion sobre la alimentacion de los nemétodos estableciendo 6
grupos: 1) alimentadores de bacterias; 2) alimentadores de ciliados; 3) alimentadores
depositivoros; 4) alimentadores de células u organismos que crecen sobre un sustrato; 5)

predadores facultativos y 6) predadores.

Aproximadamente 4000 a 5000 especies de nematodos no parasitos han sido descritos, pero

se estima que aproximadamente 20000 aun son desconocidos (Warwick, 1984).



2.1.1.2.1.Consideraciones ambientales

La mayoria de fauna meiobentonica, ha sido encontrada entre los 2 y 5 cm de profundidad de
sedimento (Coull, 1988; Gent University, 1997). Tita et al. (1999) indican que dentro del
grupo Nematoda, los organismos mas grandes dominan la superficie del sedimento entre los

2 y 5 cmy los organismos mas pequefios debajo de los 5 cm de profundidad.

La estructura del sedimento juega un papel muy importante en la ecologia del meiobentos
(Giere et al., 1988), ya que de acuerdo a su tamafio la mayoria de los organismos
meiobentonicos viven en fondos suaves, y su abundancia depende principalmente del
tamafio de su cuerpo y del espacio entre los granos de sedimento y del tamafio del grano
(Tabla 1). Estos organismos son habitantes intersticiales y/o excavadores (Gent University,

1997).

A su vez la composicion del tamano del grano de este sedimento esta influenciado por
numerosos factores ambientales, tales como la exposicion a las mareas, corrientes, naturaleza
y cantidad de materia suspendida. Estos tienen influencia en la permeabilidad, oxigeno y

salinidad del sedimento (Giere et al., 1988).

Juario (1975) en su estudio en una Bahia de Alemania, encontrd gran abundancia de
meiofauna (3047 a 5261 ind/10 cm®) en sedimentos cuyo tamafo de particula fluctud entre
84 a 103 wm, arena muy fina (Buchanan, 1984), con un porcentaje de 23 a 26 % de arcilla.

Mientras que Cook, (2000), reportd en un estudio en el Mar de Arabia una densidad media
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de 2495 ind/10cm” en sedimentos con tamafio medio de particula de 24 um, sedimento fino,

lodoso (Calles, 2001).

Tabla I:  Rangos de clasificacion de granulometria (Buchanan, 1984'; Calles, 2001%)

Sedimento Nombre Rango en um
Arena muy gruesa 2.000 - 1.000
Arena gruesa 1000 - 500
Arena mediana 500 - 250

Arena' Arena fina 250 -125
Arena muy fina 125 -62
Lodo <62
Sedimento grueso 62 - 32

Lodo’ Sedimento fino 32-4
Arcilla <4

La temperatura es una variable de considerable importancia dentro de los sistemas acuaticos
ya que regulan los procesos quimicos y bioldgicos como reproduccion, crecimiento,
migracion, potencial redox, etc. (Giere, 1993; Boyd, 2001). Los organismos de la
meiofauna, como ya se menciono, viven al igual que otros zoobentos desde las zonas polares
hasta zonas tropicales. Se ha observado que en la mayoria de ambientes, la temperatura no
impide la presencia de la meiofauna, pero si puede tener un impacto sobre ésta,
particularmente en zonas expuestas a las mareas cambiando las comunidades (Giere, op. cit).
Boyd (2001) menciona que el calor penetra por la superficie del agua y calienta la capa
superficial mas rapido que la del fondo. Estos cambios de temperatura inducen el control
sobre el tipo y abundancia de alimento, niveles andxicos en la profundidad, bioperturbacion
y alteracion del medio. Moens y Vincx (1999) en un experimento realizado con dos especies
de nematodos, (Diplolaimelloides meyli y Pellioditis marina) con temperaturas de 5 a 30 °C,

observaron mortalidades insignificantes aunque no mencionan porcentajes. Con
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temperaturas de 35 °C observaron el 20 % de mortalidad de huevos y 100 % de mortalidad
de juveniles. Estos investigadores determinaron en su estudio que la temperatura 6ptima fué
de 25 °C. Neira et al. (2001) en un estudio realizado en Peri, encontraron una alta densidad
de meiofauna (440 a 1517 ind/10 cm®) en temperaturas de 5,18 a 10,15 °C a una profundidad

de 305 y 830 m respectivamente.

La salinidad del sedimento, también esta relacionada con la permeabilidad, fuertes lluvias
alteran la salinidad superficial; como consecuencia de la evaporacion se producen cambios a
condiciones hipersalinas (Giere, 1993). En suelos normalmente saturados (arcillo-arenosos)
y a una profundidad de 2 a 5 cm la salinidad no cambia. Todo lo contrario sucede cuando
los sedimentos son altamente drenados (suelos arenosos), la salinidad cambia hasta una
profundidad de 30 cm, provocando un ambiente poco favorable para la meiofauna (Giere op.
cit.). En el experimento realizado por Moens y Vinex (1999) mencionado anteriormente, se
determinaron rangos de salinidad entre 5 y 35 g/L, en los cuales la reproduccion no fué
afectada, pero si en la salinidad de 40 g/L. Janssen, en un estudio realizado en el Golfo de
Guayaquil, report6 una densidad media de 1390 ind/ 10cm’, en salinidades de 0,5 a 20 g/L.
Mientras que Neyt (2003) en su estudio sobre el efecto de fertilizantes aplicados al agua
sobre comunidades meiobenténicas realizado con sedimento de una camaronera de
Chongén, provincia del Guayas, encontré una densidad media de 1090 ind/10cm’, en

salinidades de 36,6 a 53,2 g/L.

Por otro lado, Giere (1993) menciona que el pH en las poblaciones meiobentonicas que

habitan en zonas marinas o estuarinas, no tiene mayor importancia ya que la alcalinidad del
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agua de mar actia como “buffer” y, como consecuencia no existen fluctuaciones de pH. Por
el contrario en zonas dulce-acuicolas, valores extremos de pH pueden observarse en
sedimentos fangosos y aguas calcificadas. En estos ambientes, la contaminacion quimica y
organica por lo general causa drasticas fluctuaciones en el nivel de pH. Sin embargo, debido
a la capacidad buffer del sedimento, las fluctuaciones de pH son amortiguadas (Giere op.

cit.).

Janssens (1999) en su estudio en el Golfo de Guayaquil encontréd una densidad de 2297
ind/10 cm” con pH de 6 2 9. Moens y Vinex (1999) en su experimento con los nematodos

Diplolaimelloides meyli y Pellioditis marina, determinaron un pH 6ptimo de 7 a 8.

Giere (1993) también comenta, que el oxigeno es un factor predominante entre las variables
abidticas que regulan el tipo de habitat y la presencia de la meiofauna. Ademas menciona
que la mayoria de los organismos meiobentonicos, habitan sobre grandes superficies y
requieren una demanda alta de oxigeno, a excepcion de ciertas especies especializadas que
pueden vivir en condiciones andxicas a profundidades mayores de 300 m (nematodos del
género Desmoscolex, Tricoma'y Cobbionema) (Giere, 1993) o Terschellingia, Spilophorella,
que son capaces de vivir bajo condiciones extremas de oxigeno y temperatura (Vincx,
Universidad de Gante, Bélgica, comunicacion personal). El nematodo Terschellingia puede
desarrollar grandes poblaciones en ambientes andxicos y sulfidicos (Giere, 1993). Neira et
al. (2001) en un estudio realizado en Callao, Peru, encontr6 la mayor abundancia de
nemétodos (440 a 1515 ind/cm?) en la mas baja concentracién de oxigeno (0.02 mg/L), a una

profundidad de 305 m; éstas han sido consideradas como altas densidades, y segun los
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investigadores se debe a que la hipoxia reduce las densidades de los depredadores y/o
competidores. Existe poca informacion sobre la cantidad de oxigeno disuelto que consumen
las comunidades bénticas, so6lo hay evidencia de que la respiracion de estas comunidades

puede consumir de 2 a 3 mg/L. de oxigeno disuelto en 24 horas (Boyd, 2001).

Otro de los factores importantes para el desarrollo de una comunidad bentonica es el nivel de
materia organica en el suelo y agua. Esta es una mezcla de restos de plantas y animales en
varios estados de descomposicion, heces de los organismos, etc. los mismos que son
sintetizados quimica y bioldgicamente por bacterias. Esta materia organica se acumula en la

interfase agua-suelo, donde la actividad microbiana es alta (Boyd, 2001).

La principal fuente de residuos orgénicos en piscinas de acuacultura, son algas planctonicas
e invertebrados, ademas el alimento no ingerido, abonos y heces de animales acuaticos
(Boyd, 1995). La degradaciéon de esta materia orgénica en el sedimento reduce la
concentracion de oxigeno y provoca la disminuciéon de sustancias inorgéanicas (Boyd, 2001).
La reaccion del hierro en el agua indica si la capa de fango es anaerdbica. En ausencia de
oxigeno el hierro férrico (Fe *") se convierte en hierro ferroso (Fe*"), de color oscuro, por lo
tanto, la superficie negra del fondo indica condiciones anaerdbicas; una superficie café o de
color natural del suelo, sugiere la presencia de oxigeno (Boyd, 2001). Los residuos
organicos provenientes de algas planctonicas e invertebrados poseen bajas concentraciones
de carbohidratos y alto contenido de proteinas. Por el contrario el estiércol y las heces tienen
bajo contenido nutricional (Boyd, 1995). En piscinas camaroneras el detritus producido en

forma natural es complementado por la acumulaciéon de alimento no ingerido (Rubright et



14

al., 1981; Janssen, 1999). Janssens, (op. cit.), observd que la materia orgdnica de las
piscinas de camar6n tenia su origen en las particulas de alimento no asimilado, produccion
primaria de algas, ademas de heces y mudas de camaron; los cuales representan factores
importantes para el habitat de organismos meiobentdnicos (Giere, 1993). Findlay y Tenore
(1982); Tita et al. (1999) mencionan que para promover su desarrollo es necesario anadir
materia organica, considerando que el detritus ambiental es la principal fuente de energia

para la mayoria de los sistemas bentdnicos.

2.1.1.2.2. Variables de Manejo

Entre las fuentes de materia organica mas comunes, se encuentran el balanceado, la melaza y
las cianobacterias. El balanceado, es un fertilizante orgénico indirecto en los sistemas de
cultivo, cuando no actua como alimento de los organismos de cultivo sean peces o
camarones, sus remanentes no consumidos se transforman en fuente de materia organica al

depositarse en el suelo (Rubright ez al., 1981; Boyd, 1995).

La melaza, es una fuente de carbono organico utilizada en los cultivos de camardn, lo cual es
beneficioso para aumentar la relacion C:N, incrementar sustrato para el crecimiento bacterial
y de esta manera reducir la concentracion de nitrogeno inorganico, que provoca la
deteriorizacion del agua y metabolitos toxicos causantes de mortalidades en los sistemas de
cultivo (Avnimelech, 1999). Ademas el carbono organico aportado por la melaza es
requerido por las bacterias y algas, en la constituciéon de sus membranas y organelos. A su

vez las bacterias y algas constituyen el eslabon inicial de la cadena tréfica de alimento
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natural en un estanque, ya sea del plancton en la columna de agua y del bentos en el suelo

(Nicovita, 1998).

En el caso de las cianobacterias, éstas son procariotes fotosintetizadoras que tienen la
habilidad de sintetizar clorofila a; también se caracterizan por formar el pigmento ficobilina,
la ficocianina (Whitton y Potts, 2000). Frecuentemente, son verde-azuladas (verde desde la
clorofila, azul de la ficocianina), aunque ciertas especies contienen ficoeritrina que le da el
color rojo, es decir, varian de color de acuerdo al pigmento dominante en el citoplasma
(Sevrin-Reyssac y Pletikosic, 1990). Las cianobacterias no son utilizadas como fuente de
produccion primaria, como ocurre con otras células, ya que son pobres oxigenadoras del
sistema de cultivo y ciertas especies producen “metabolitos olorosos” que también le dan
sabores desagradables a los animales en cultivo. Estas excretan una variedad de productos
orgénicos, tales como aminoacidos, péptidos, carbohidratos y pequefias cantidades de
lipopolisacaridos (Paerl y Tucker, 1995; Boyd y Tucker, 1998). Ademés pueden producir
cianotoxinas y ser causantes de mortalidades en piscinas acuicolas (Sevrin-Reyssac y
Pletikosic op. cit.). Para prevenir el efecto nocivo de las mismas los acuicultores
generalmente emplean dosis frecuentes y bajas de sulfato de cobre y el uso de peces
planctivoros en policultivo (Boyd y Tucker, op. cit.). Stal (2000) menciona que las
cianobacterias enriquecen la capa microbiana con materia organica. Para que esta materia
organica sea disponible para otros organismos, debe producirse la muerte y posterior lisis

de las cianobacterias.
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Otra de las fuentes de materia organica en el sistema de cultivo es la fertilizacion, sea
organica o inorgdnica cuyo principal objetivo, es el de aumentar la produccion del alimento
y por consiguiente incrementar la produccion ya sea, de peces o camarones (Tacon, 1989;
Romano y Caraballo, 1996). Tanto el fitoplancton, zooplancton y el meiobentos constituyen

fuente de alimento para camarones (Treece, 2001).

Los fertilizantes inorganicos son afadidos a los sistemas de cultivo para estimular la
produccion primaria (crecimiento de plantas), y por consiguiente servir como base de la via
alimenticia de los organismos bajo cultivo (Boyd y Tucker, 1998). Los fertilizantes
inorgénicos contienen uno de los siguientes nutrientes primarios NPK (Nitrogeno, Fosforo,
Potasio) (Pillay, 1997). Los fertilizantes a base de nitrégeno o nitrogenados, se disuelven
facilmente en agua y, por lo tanto quedan disponibles rdpidamente para la produccion
organica en los estanques (Pillay, op. cit.). Por otro lado los fertilizantes a base de fosforo,
no son muy solubles en agua y son absorbidos por el suelo o el sedimento del fondo y a
menudo se convierten en compuestos insolubles, que se vuelven utiles cuando algunos

microrganismos lo convierten en formas asimilables (Pillay, 1997).

Los fertilizantes orgéanicos son un medio eficiente y econdmico para incrementar la
produccion en estanques acuicolas. Mejoran la estructura del suelo y su fertilidad,
particularmente en estanques de construccion reciente (Pillay, 1997). Treece (2001)
manifiesta que los fertilizantes organicos pueden ser beneficiosos en la preparacion de
estanques, ya que contienen una poblacion microbiana y sustrato detritico para su desarrollo.

Por otro lado Boyd y Tucker, (1998) manifiestan que el material organico que se afiade a las



17

piscinas, provee alimento para los animales de 3 maneras: 1) la materia organica puede ser
consumida directamente por los animales; 2) el material organico provee una fuente de
nutrientes y materia organica para la via alimenticia detrital heterotrofica, y 3) este material
organico provee nutrientes minerales que estimulan la produccion primaria para la via

alimenticia autotrofica.

Con la aplicacion de fertilizantes en el ecosistema de un estanque, se pretende reforzar y
modificar la via alimenticia en la cual cada nivel depende del suministro de alimento en los

niveles inferiores (Pillay, 1997).

Los sistemas acudticos estan formados por dos vias alimenticias: una via alimenticia de
pastoreo autotrofica, que depende de la luz, y una via alimenticia de detritus o heterotréfica,
no dependiente de la luz (Tacon, 1989; Arias et al., 1995). La via alimenticia autotrodfica,
sintetizadora de la materia organica, depende de la fijacion de la energia solar por las plantas
verdes durante la fotosintesis, con produccion de nueva materia orgédnica a partir de dioxido
de carbono y agua, y el consecuente consumo de estas plantas por animales de pastoreo
(Tacon op. cit). La via alimenticia heterotrofica o consumidores de materia organica,
depende de la degradacion microbiana de la materia organica no viva o detritus, a nueva
biomasa microbiana, con la liberacién de nutrientes inorganicos y didxido de carbono. Esta
nueva biomasa microbial, sirve como alimento a los protozoarios, nematodos y otros

animales bentonicos (Tacon, op cit.).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL:

El experimento tuvo lugar en 12 tanques rectangulares de PVC de 500 litros ubicados en los
exteriores del edificio de CENAIM, San Pedro, Provincia del Guayas — Ecuador, desde el 3
al 30 de marzo del 2003. Con sedimento traido originalmente de una camaronera en el
Golfo de Guayaquil (Fincacua) y del area de San Pedro de Manglaralto. El sedimento se lo
coloco en los 12 tanques de 500 litros de capacidad y una 4rea aproximada de 6720 cm” (96
x 70 cm) y permanecié con agua de mar durante dos meses, con el proposito de que se
desarrollen los organismos del meiobentos. Posteriormente se homogenizo6 el sedimento
entre todos los tanques dos semanas antes de empezar el experimento, con la finalidad de
que la meiofauna inicial sea similar entre los tratamientos y se estabilice dentro de los
tanques. Se colocO a cada tanque 10 cm (de profundidad) de sedimento y se llend una

columna de aproximadamente 50 cm de agua de mar sin filtrar.

El disefio fué¢ completamente aleatorio con 4 tratamientos (control, cianobacterias,
balanceado y melaza) y tres réplicas por tratamiento. Los tratamientos se aplicaron en dos
ocasiones con un intervalo de 8 dias (dias 6 y 14). La aplicacion de las cianobacterias se
hizo por recambio total del volumen de agua del tanque (300 litros de cultivo), al cual se le
adicion6 posteriormente 5 ppm de sulfato de cobre para colapsar las cianobacterias
(modificado de Boyd, 1998), la cantidad final adicionada de materia organica fué¢ 2,8 g de
materia organica/100 g de suelo. El balanceado fue aplicado a razon de 15 Kg/Ha. La

melaza se aplico a razon de 10 Kg/Ha, tanto balanceado y melaza correspondieron a 0,0001g



de materia organica/100 g de suelo. El calculo para determinar el cantidad de materia

orgéanica adicionada en cada tratamiento es el siguiente:

M.O. (g) = Cant. fuente adic. x % de hum. de fuente x % de MO fuente
A = B X C X D

50

E

En la Fig.1, se puede observar la distribucion de los tratamientos. En la Tabla 2 se detalla la

aplicacion de cada tratamiento y el porcentaje final de materia organica en cada tratamiento

en base a la cantidad de sedimento de los tanques.

Control .
T11 T10 T8

Cianobacterias

. Balanceado T4 T5

. Melaza

Figura 1. Distribucion de los tratamientos en los 12 tanques experimentales.

Tabla 2:

Resultados para cada uno de los puntos: A, B, C, D y E que fueron aplicados en
el célculo para la determinacion de materia orgdnica en los tratamientos.
A=Materia orgénica adicionada (g). B=Cantidad (g) de fuente adicionada en el
caso de balanceado y melaza. C=Porcentaje de humedad de cada una de las
fuentes. D=Porcentaje de materia organica de las fuentes. E=Cantidad de

sedimento de cada tanque (Kg).
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A B C D E
TRATAMIENTOS M.O adicion (g)  Cant. Fuente adic = Humedad (%) MO (%) Can. Sed. (Kg)
Balanceado 0,0001 0.6¢g 9 83 50
Melaza 0,0001 04¢g 15 77

Para determinar la cantidad de materia organica adicionada con cianobacterias, la cantidad
obtenida en el procedimiento 3.2.1, se relacion6 para los 300 litros de cultivo adicionados al
tanque y luego igual que balanceado y melaza, se relacion6 para 50 Kg de suelo, el cual di6

2,8 g de materia organica/100 g de suelo.

Las concentraciones de balanceado y melaza que se utilizaron, se obtuvieron de las practicas
de aplicacion de aditivos de las camaroneras Opumarsa (Palmar), Fincacua (Chongén) y
Veronesi (Chongon). Las cianobacterias se dosificaron basandose en una concentracion de
un cultivo natural en un estanque acuicola, que pudiera ser reemplazada por otra especie de

microalga. Las cianobacterias tuvieron una concentracion de 266.836 org/mL

El experimento tuvo una duracion de 1 mes (27 dias), durante el cual la aireacidon

permanecid constante, se completd nivel con agua de mar sin filtrar, antes de la aplicacion de

los tratamientos, excepto a los tanques con tratamiento de cianobacterias.

3.2. MUESTREO Y ANALISIS

El anédlisis bioldgico se realizd en el Laboratorio de Analisis Ambiental Bioldgico de
CENAIM. Las variables ambientales se midieron directamente, con excepcion del pH que
se midi6é en el Laboratorio de Andlisis Ambiental Quimico (CENAIM) junto con las

variables quimicas.
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3.2.1. Variables ambientales

Las variables de temperatura, salinidad y concentracion de oxigeno disuelto se midieron
todos los dias con el YSI 85 (medidor de campo). Mientras que para los analisis de pH en el
suelo, granulometria, materia organica, se tomo una muestra de sedimento por tanque (12
tanques,) en los dias 0, 5, 6, 9, 13, 14, 17, 21 y 27 del experimento, con un nucleador (core)
(5 cm de diametro) area de 19.635 cm2 (7 * r’) y a una profundidad de 5 cm. El analisis de
granulometria se lo realiz6 en el Laboratorio de Biologia Marina de la Universidad de Ghent.
La determinacion de pH se llevd a cabo seglin la técnica por electrodo de Boyd (1995)
modificada, donde generalmente se usa 20 g de suelo, pero en este caso se utilizd 6 gramos,
con una relacion de 6:6 (6 gramos de suelo y 6 mL de agua destilada) basados en la
experiencia del Laboratorio de Calidad de Agua y Suelos del CENAIM. La lectura de pH se
realizd con un equipo TOA pH METER HM-5S. Finalmente el nivel de materia organica
tanto para las fuentes de los tratamientos, como para el sedimento, se midi6 mediante la
técnica de Boyd (1995), modificada solamente para cianobacterias, ya que para la misma,
segln experiencia se pesd 80 g (mL) del cultivo. La cantidad de materia orgénica se
determin6 por diferencia de pesos entre la muestra seca a 105 °C y la muestra calcinada a

350 °C.

3.2.2. Muestreo de meiobentos

Las muestras de sedimento para andlisis bioldgico se tomaron con la misma frecuencia que
se indica en el punto 3.2.1 y se utilizdo el mismo sistema de colecta que para pH y

granulometria. Posteriormente, las muestras se colocaron en frascos plésticos de 500 ml y
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fueron preservadas con formol al 4%, neutralizado con tetraborato de sodio, para luego ser

procesadas segun técnica de (Vinex y Heip, 1996 modificada).

3.2.2.1. Procesamiento de muestras de meiobentos

Las muestras fueron pasadas por tamices de 1mm, para retener a la macrofauna y tamices de
38 wm, para retener la meiofauna, lavadas varias veces con agua corriente. El residuo
obtenido del tamiz, se centrifugd usando Ludox 40HS a 2500 rpm por 10 minutos, proceso
que se repitid en tres ocasiones. El sobrenadante (donde se encuentra la meiofauna) se lo
recogid en los tamices de 38 wm, se lavo el ludox de la muestra y se la coloco en frascos de
25 mL con formol al 4 %, neutralizado con tetraborato de sodio. Las muestras fueron

tenidas con Rosa de Bengala; lo que facilita el posterior aislamiento de los organismos.

3.2.2.2. Aislamiento y conteo de nematodos

Luego de procesadas las muestras, se contaron y aislaron los organismos de la meiofauna,
utilizando una camara Bogorov (originalmente utilizada para zooplancton) y un
estereomicroscopio SZ-ST OLYMPUS. Los organismos fueron contabilizados a nivel de
grupo a excepcion de Nematoda en el que se llegd hasta género. De cada muestra se
aislaron 150 nematodos en cajas petri de 3 cm de didmetro, en una solucion de DGI (99 %
formol y 1% de glicerol). Se coloco la caja petri con tapa dentro de un recipiente con
etanol, y se llevo el recipiente a la estufa a 36 °C por 12 horas. Se le adiciono la segunda
solucion de DGII (etanol al 95 % y glicerol al 5 %) y se dejo sin tapa otras 12 horas, pasado

este tiempo se adiciona la tercera solucion de DGIII (50 % etanol y 50 % glicerol), por 24
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horas méas. Los nematodos quedaron en glicerol, se tapd la caja petri y se la guardd en el

desecador hasta el montaje de las placas.

3.2.2.3. Preparacion de placas

Se emplearon placas previamente lavadas en alcohol etanol (95 %). Se realizaron 2 anillos
de parafina en el porta-objetos. En el centro de cada anillo se adicion6 una gota pequena de
glicerol, sobre la cual se coloco de 6 alO nematodos de acuerdo a su tamafio. Se coloco el
cubre-objetos y se llevo a calentamiento en una plancha térmica ERMA INC, a 80 °C,
(técnica modificada), con el objeto de fijarlo. A cada placa se le colocd los datos de la

muestra origen.

3.2.2.4 Identificacién de nematodos

La identificacién de nematodos, como ya se menciono se la realizd a nivel de género, para lo
cual se utilizd un microscopio BH-2 OLYMPUS, utilizando la magnificacion de 4 a 100x,

siguiendo las claves de Platt y Warwick (1988); Lorenzen, (1994); Platt y Warwick (1998).

3.3. CULTIVO DE CIANOBACTERIAS

Tres muestras de 500 mL de agua de la camaronera de la estacion experimental de Palmar
(CENAIM), piscinas 2, 3 y 4, fueron tomadas para aislamiento de cianobacterias (piscina 4
tuvo presencia de cianobacterias). Se utiliz6 la técnica de Alvarez (1994) modificada. El
aislamiento se realizd por selectividad del medio; para lo cual se tomaron 250 mL de

muestra y 250 mL de medio de cultivo BG-11 esterilizado (Anexo 1) para cianobacterias,
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hasta obtener un cultivo puro. Las cianobacterias aisladas fueron Oscillatoria (95%)y

Spirulina (5%).

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

La homogeneidad de varianzas se determin6 con la prueba de Bartlett (Rao, 1998), y para
observar normalidad de las poblaciones se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Rao
op.cit). El modelo adecuado para analizar los datos luego de determinar homogeneidad de
varianzas fue el de Medidas Repetidas, el mismo que permite determinar la existencia de
diferencias significativas entre tratamientos y entre sujetos en la misma unidad experimental
en el tiempo (Rao, op.cit, Zar, 1999). Cuando se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos, se aplicd la Prueba de Tukey para encontrar la diferencia entre medias
(Rao, 1998; Zar, 1999). Para observar diferencias entre los géneros poco abundantes, se
trabajo con una Tabla de Contingencia 4 x 4, cuya hipoétesis nula es probar si los géneros
encontrados, son independientes de los tratamientos aplicados (Zar, 1999). Un nivel de

confianza de 95% se empleod en las pruebas estadisticas.
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4. RESULTADOS

4.1. VARIABLES AMBIENTALES

La temperatura promedio para todos los tratamientos, durante el experimento estuvo en 28,1
+ 0,7 °C, observandose un ligero descenso al final del experimento (Fig. 2a). La salinidad
fluctud entre 35,5 y 46,8 g/L con una media de 40,3 = 3,0 g/L. En el tratamiento 2, la
salinidad cambi6 después de la aplicacion de las cianobacterias (dias 5 y 16), ya que se la

realiz6 por recambio total del agua (Fig. 2b).

——=——Control
...... CianobacteriasS
ros ————Balanceado
50 -—aA——Melaza
29.0

28.5 45

28.0

SALINIDAD (Ups)

40
27.5

TEMPERATURA (°C)

27.0 + 35+

Qo
N

b)

8.10
7.00
6.50
6.00
5.50
5.00
4.50
4.00 +

8.00

7.90

pH

7.80

OXIGENO (mg/L)

7.70

0 5 6 9 13 14 17 21 27 7.60 T - . . . . . . ,
DIAS DE MUESTREO 0 5 6 9 13 14 17 21 27
DIAS DE MUESTREO
c) d)

Figura 2: Variables ambientales a través del tiempo. a) Temperatura (promedio de los 4
tratamientos), b) Salinidad, c) Concentracion de oxigeno, d) pH en suelo

Las lecturas de los niveles promedio de oxigeno fluctuaron entre 4,3 - 8,1 mg/L, con una

media de 5,3 = 0,8 mg/L (Fig. 2¢). El pH del suelo fluctué entre 7,7-8,0 con una media de

7,8 = 0,08 (Fig. 2d). No hubo diferencias significativas entre los tratamientos entre estas

variables ambientales (p=0,05).
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En el analisis granulométrico se determind que el tamafio medio del grano fluctud entre 37 a
52 wm. De acuerdo a este tamafio de grano el sedimento se clasifico entre sedimento fino a

grueso, segun Calles, (2001) suelo fango arenoso.

El contenido de materia organica en el sedimento no present6 diferencias significativas entre
los tratamientos (p>0,05). Sin embargo, si se observaron diferencias significativas (p<0,05)

en el tiempo (Tabla 3).

Tabla 3:  Promedios del porcentaje de materia organica (+ desviacion estandar) por dia de
muestreo en los cuatro tratamientos. Letras distintas indican diferencias

significativas (p=0,05) en el tiempo.

Dia 0 Dia 5 Dia 6 Dia 9 Dia 13 Dia 14 Dia 17 Dia 21 Dia 27
3003 32=+03 26+04 26+03 25+03 26+06 20+03 27+06 3205

abc bc a ab a a a abc c

Con respecto a la interaccion tratamiento-tiempo, donde se observé diferencias significativas
(p=0,05), el mayor numero de interacciones se observo entre el dia 27 del tratamiento control
con los dias 6-9-13—-14 y 21 del tratamiento cianobacterias. Con el tratamiento balanceado,
hubo diferencias significativas, en los dias 13—14 y 17; mientras que con el tratamiento
melaza se observd interaccion en los dias 617 y 21. En la Tabla 4 se puede observar los

valor p significativos con respecto al tiempo y la interaccion.
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Tabla 4: Tabla de ANOVA de Medidas Repetidas para materia organica con sus

respectivos valores p.

Efecto df Efecto MS Efecto F-ratio Prob

Tratamiento 3 0.4302 1.7198 0.2398931
Tiempo 8 1.0321 8.6054 0.0000001
Interaccion 24 0.2313 1.9289 0.0194833

4.2. MEIOFAUNA

Se encontraron 3 grupos de organismos meiobenténicos: Nematoda, Polychaeta y Copepoda.
El grupo meiobentdénico dominante fué Nematoda con 97,3 %, seguido de Polychaeta con

2,6 % y Copepoda con 0,1 % (Fig. 3)

COPEPODA |2

POLYCHAETA n b

NEMATOI 3

o {0 ol s 100

ABUNDANCIA (%)

GRUPOS

Figura 3:  Composicion total de la meiofauna en los 4 tratamientos.

4.2.1. Nematoda

Se obtuvieron un total de 41.871 nematodos que corresponden a una densidad de 388 + 211
ind/10cm?, en los 4 tratamientos durante todo el muestreo. En el analisis de medidas

repetidas para la composicion del nimero total de nematodos, no se encontr6 diferencias
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significativas (p>0,05) entre los tratamientos y en el tiempo, aunque se observd gran
variabilidad en cada uno de los tratamientos, debido a que se tom6 una so6la muestra por
tanque (Fig. 4, Tabla 5). Sin embargo, numéricamente se observo la mayor densidad de
organismos en el tratamiento control. Con respecto al tiempo el mayor incremento de
organismos se observo en los dias 5 y 14 del tratamiento control. Mientras que en el
tratamiento cianobacterias, la mayor cantidad de organismos se observo los dias 6 y 14. Sin
embargo, en el tratamiento balanceado el mayor incremento se observo en el dia 9 (un dia

después de la aplicacion del tratamiento) y en el tratamiento melaza los dias 13 y 27.

0 CONTROL m CIANOBACTERIAS o0 BALANCEADO o MELAZA

1200 -
1000 +
800

600 -

ind/10 cm?2

400 +

200 +

0 5 6 9 13 14 1
DIAS DE MUESTREO

Figura 4: Densidad de nematodos por tratamiento. Barras verticales indican desviacion
estandar.
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Tabla 5:  Densidad de nematodos (ind/10cm?®) durante el muestreo en los cuatro tratamientos. Medias + desviacion estandar.

Tratamiento Dia 0 Dia 5 Dia 6 Dia 9 Dia 13 Dia 14 Dia 17 Dia 21 Dia 27 Total
T1 379 £ 99 690 £322 455+380 415+184 458160 536338 423 +202 394258 345+95 454 <101
T2 288 236 385+253 590+195 502+343 329+202 652+359 361120 380=254 312+x97 422+129
T3 360129  277+59 290=111 559 =318 32024 279119 345+126 18769 290+220 321104
T4 361201 401 239 346313 395+61 437,+220 262+42 260+92 289158 433+361 354=x69
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4.2.1.1. Géneros de Nematoda

Se identificaron 6 géneros de Nematoda, en todo el experimento dominando en cada
tratamiento el género Terschellingia con un porcentaje promedio de 97,3 %, cada uno de los

géneros restantes no alcanzan el 1 %. (Fig.5, Tabla 6)

(omphionema 0.17

0 20 ] a0 L1 1040

ABUNDANCIA ("4)

Figura 5: Porcentaje de la composicion total de los géneros de Nematoda. Otros=cabezas
de nematodos no identificados.

Tabla 6: Porcentaje de la composicion de los géneros de Nematoda por tratamientos.

Otros=cabezas de organismos no identificados

Géneros Control Cianobacterias Balanceado Melaza
(%) (%) (%) (%)

Terschellingia 96,93 98,05 96,52 97,78
Theristus 0,05 0,55 0,60 0,15
Gomphionema 0,15 0,11 0,09 0,33
Spilophorella 0,07 0,06 0,07 0,02
Aff Theristus 0,00 0,08 0,00 0,00
Paradontophora 0,00 0,00 0,02 0,00

Otros 2,81 1,14 2,69 1,72
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4.2.1.2. Clasificacién sistematica de los géneros identificados

De acuerdo a Platt y Warwick (1988); Lorenzen, (1994), los géneros encontrados tienen la

siguiente clasificacion sistematica:

Phylum Nematoda
Clase Adenophorea
Subclase Chromadoria
Orden Chromadorida
Suborden Chromadorina
Superfamilia Chromadoroidea
Familia Chromadoridae
Spilophorella Filipjev, 1917
Familia Ethmolaimidae
Gomphionema, Wieser and Hopper, 1966
Orden Monhysterida
Superfamilia Monhysteroidea
Familia Xyalidae
Theristus Bastian, 1865
Superfamilia Siphonolaimoidea
Familia Linhomoeidae
Terschellingia De man, 1888
Familia Axonolaimidae

Parodontophora Timm, 1963
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En la tabla de contingencia para los géneros en menor proporcion, se observo que existieron
diferencias significativas con p<0,05 para Gomphionema en el tratamiento melaza y para
Theristus en los tratamientos cianobacterias y balanceado. Para esta tabla no se tom6 en
cuenta al género Terschellingia debido a su elevada abundancia (Tabla 7).

Tabla 7: Tabla de contingencia para los géneros poco abundantes.

Géneros Control Cianobacterias Balanceado Melaza
(ind/10cm?) (ind/10cm?) (ind/10cm?) (ind/10cm?)

Theristus 6 63 52 14

Gomphionema 18 13 8 33

Spilophorella 8 7 6 2

Aff. Theristus 0 9 0 0

Parodontophora 0 2 0 0

4.2.1.2. Clasificacién de los géneros por su tipo de alimentacion

Se encontraron tres tipos de grupos de acuerdo a su tipo de alimentacion: 1A, 1B, 2A, siendo
el predominante en todos los tratamientos el tipo 1A (alimentadores depositivoros
selectivos), con 99,4 %, que corresponde al género Terschellingia (Tabla 8) seguido del tipo
1B (alimentadores depositivoros no selectivo) con 0,4 %, que corresponde a los géneros
Theristus, Parodontophora y Aff. Theristus y el mas bajo porcentaje fué para el tipo 2A
(alimentadores del epistrato) con 0,2 %, para los géneros Gomphionema'y Spilophorella.
(Fig. 6). En la tabla 9 se observa el porcentaje de los tipos de alimentacion por tratamiento.

TabDas@ibucion de los géneros de nematodos de acuerdo a su tipo de

alimentacion
Géneros Tipo de alimentacién
Terschellingia 1A
Theristus 1B
Aff- Theristus 1B
Parodontophora 1B
Gomphionema 2A

Spilophorella 2A
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g

¥o

TIPOS DE ALTMENTACION

ABUNDANCIA (%%)

Figura 6: Porcentaje total de los tipos de alimentacion encontrados en este estudio (segin
Wieser,1953).

Tabla9:  Composicion de los tipos de alimentacion por tratamiento (Wieser, 1993).

Tipos de Control Cianobacterias Balanceado Melaza
Alimentacion (%) (%) (%) (%)
1A 99,7 99,2 99,2 99,5
1B 0,1 0,6 0,6 0,2
2A 0,2 0,2 0,2 0,3

4.2.1.3. Estructura de la poblacion

El promedio total de la abundancia de juveniles de nematodos en los 4 tratamientos fué¢ de
36,6 %, el de las hembras 26,4 %, y de los machos 37 %. No se observaron diferencias
significativas (p=0,05) en los 4 tratamientos (Fig. 7). Ademas, tampoco se registrd variacion
de sexos en el tiempo (Fig. 8). En la Tabla 10 se puede observar la abundancia de la

estructura poblacional de cada uno de los géneros en los 4 tratamientos.
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Figura 7:  Porcentaje de estadios en cada uno de los tratamientos.
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Figura 8:  Variacion temporal de la estructura poblacional del género Terschellingia.



35

Tabla 10: Estructura poblacional de nematodos en los cuatro tratamientos
Géneros Numero de individuos

Juveniles Hembras Machos
Terschellingia 15.095 10.945 15.182
Theristus 27 28 47
Gomphionema 28 11 25
Spilophorella 14 4 7
Aff. Theristus 9 0 0

Parodontophora 2 0 0
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5. DISCUSION

De los grupos taxonémicos de meiofauna encontrados durante el desarrollo del estudio, el
grupo Nematoda fué el mas abundante (97 % del total de la meiofauna), como ya lo han
reportado para ambientes de cultivo Stijn (2003), Neyt (2003) y para ambiente naturales
(Coull, 1988; Gent University, 1997; Janssens, 1999; Moens, et al., 1999; Tita et al., 2002).
Rubright et al. (1981) observaron en un estudio de camardn con fertilizantes inorgdnicos
(Grea pelletizada y super fosfato triple) que la meiofauna estuvo compuesta de 82% de
poliquetos y copépodos, y el 18 % de nematodos, estos ultimos depredados por el camaron.
Este investigador no menciona el sistema de muestreo, por lo que es probable que la
abundancia de Polychaeta registrada haya estado asociada a una fraccion de sedimento de

tamano superior a la monitoreada durante el presente estudio.

Por otro lado, Nilsson ef al. (1993) y Martinez-Cérdova et al. (1998) mencionan que los
nematodos son parte de la dieta de Crangon crangon, Penaeus californiensis, basados en esta
informacion se asume que una de las causas de la alta abundancia de Nematoda registrada en
este estudio se debe a la ausencia de Penaeus vannamei. Los Polychaeta y los Copepoda,
también depredadores de nematodos (Bouwman et al., 1984; Cornejo-Rodriguez CENAIM,
comunicacion personal), se presentaron en porcentajes bajos, con 2,6 y 0,6 %
respectivamente, por lo que no se consideraron como un factor regulador de la comunidad

de Nematoda en el presente estudio.

Las variables ambientales (temperatura, salinidad, oxigeno, pH y granulometria) no

influenciaron sobre el desarrollo de la meiofauna en los tratamientos estudiados.
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Terschellingia fué el género dominante en el grupo de nematodos y su densidad permanecio
constante durante el experimento sugiriendo que el incremento de la salinidad registrado
(35,5 a 46,6 g/L), no lo afectd. Neyt (2003) evalud6 en condiciones experimentales similares,
el efecto de la fertilizacion sobre la meiofauna de sedimentos de una camaronera de la zona
de Chongon (provincia del Guayas) y encontrd 4 géneros dominantes, entre los cuales
Terschellingia representd el 44% del total de nematodos asociados con salinidades hasta 53,2
g/L.  Vincx (Universidad de Gante, Bélgica, comunicacién personal) indicé que la
dominancia de Terschellingia, se debido a que es una especie que vive en condiciones

ambientales extremas.

Durante esta investigacion se encontraron 6 géneros de Nematoda. Neyt registro 10 géneros
de Nematoda, mientras que Janssens (1999) encontrd 15 géneros en los efluentes de la
camaronera de donde se extrajo el sedimento para los experimentos. Para el actual
experimento se incorpor0 arena extraida frente al CENAIM, donde Calles (2001) registrd 12
géneros de nematodos. Es probable que las condiciones de cultivo hayan generado un
ambiente poco propicio para el desarrollo de mas especies o que el traslado del sedimento de
un ambiente estuarino (15 g/L) a uno salino (35 g/L) haya permitido la supervivencia de
aquellas especies resistentes a estos cambios de salinidad. La diferencia en diversidad de
géneros encontrados en este estudio estuvieron asociadas al incremento de salinidad (40,3 +
3g/L). Soetaert et al. (1999) mencionan que factores ambientales como salinidad y
temperatura, explican la mayoria de las diferencias en abundancia observadas en las

comunidades de nematodos.
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Se registraron proporciones similares de juveniles (36,6 %), de machos (37 %) y de
hembras (26,4 %). Se asume que el incremento de salinidad registrado, no afecté su
estructura poblacional. Calles (2002) report6 similares condiciones en la estacion CENAIM
en la costa del Ecuador, con 31 % de juveniles, 39 % de machos y 30 % de hembras.
Mientras que Rabaut (2003) en un estudio realizado en una camaronera en la zona de Palmar
(provincia del Guayas) registré6 una estructura poblacional semejante con 37.3 % de

juveniles, 27.5 % de hembras y 34.5 % de machos.

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de materia organica entre
tratamientos, aunque en el tratamiento con cianobacterias se adicion6 mayor cantidad de
materia orgénica 2,8 g de materia organica/100 g de suelo, en comparacion al tratamiento con
balanceado y al tratamiento con melaza 0,0001 g de materia orgénica/100 g de suelo para
cada uno. Las cianobacterias son capaces de fijar altas cantidades de nitrogeno (Paerl, 2000).
Boyd (2001) reporta que los residuos orgéanicos con gran cantidad de nitrogeno generalmente
se descomponen mas rapido, debido a que las bacterias en su proceso de descomposicion de
materia organica necesitan gran cantidad de nitrogeno. Al no encontrarse mayor cantidad de
materia orgénica en los tratamientos que recibieron cianobacterias, se asume que éstas fueron
degradadas por las bacterias por su alto contenido de nitrogeno. Boyd y Tucker (1998)
mencionan que el balanceado estd compuesto por alto porcentaje de fibras y bajo contenido
de nitrogeno. A su vez la melaza es una fuente de carbdn, limitante en nitrogeno (Nicovita,
1997). El bajo contenido de nitrogeno de estas fuentes impide que las bacterias puedan
descomponerlas en forma rapida (Boyd y Tucker op cit.). La baja cantidad de materia

orgéanica adicionada no permitio ser detectada en los analisis.
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Boyd (1998, 2001) menciona que detectar la acumulacion de materia organica en el suelo de
piscinas es dificil, debido a su descomposicion y mezcla entre las capas de sedimento por
procesos fisicos y bioldgicos. Aunque no se contabilizaron los Polychaeta presentes en el
macrobentos y hubo una baja representacion de los mismos en el meiobentos, se asume que
estos organismos tipicamente excavadores, interfirieron en la distribucion de materia
organica en la columna de sedimento, como lo mencionan Brown y MacLachlan (1990) para
el caso de Arenicolidae, Orbiniidae y Spionidae (géneros de esta ultima familia fueron

registrados en el meiobentos).

Janssens (1999) reportd la presencia de 19 grupos meiobenténicos en sedimentos con
salinidades de 0,5 a 20 g/L y concentraciones de materia organica de 1 a 5 %. En el actual
estudio el porcentaje de materia organica fluctu6 entre 2,5 y 3,2 % con la salinidad fluctuante
de 35,6 a 46,6 g/L. Se asume que el menor rango de materia organica y la elevada salinidad

afectaron la diversidad de géneros.

En un estudio realizado con tres diferentes fuentes de detritus con 3 niveles de carbon
orgénico (0,015, 0,03 y 0,06 g de materia organica/50mL de cultivo) con agua de mar
autoclavada (sin sedimento) Warwick (1987) encontrd diferencias significativas en relacion a
la racion y el tipo de alimento. Dentro del grupo Nematoda no se observaron diferencias
significativas en la abundancia entre tratamientos, debido a que en la actual investigacion se
utilizo el sedimento como medio de cultivo. Se asume que la presencia de sedimento
permitié que una mayor abundancia de bacterias, aceleren la descomposicion de la materia

orgénica (Rao y Karunasagar, 200). Coull (1999) menciona que mdas importante que la
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cantidad de alimento para la meiofauna, es la calidad del mismo. Es probable que el detritus
o materia organica (2,8 = 0,7 %) que se observé en el presente estudio, registrd los niveles de

nutrientes apropiados y necesarios para el desarrollo de las comunidades de nemétodos.

Terschellingia es un organismo depositivoro, 1A, (Wieser, 1953; Moens y Vincx, 1997), con
una cavidad bucal muy pequefia. Este género esta restringido a alimento particulado pequeio
0 materia organica disuelta, sedimentos finos y microflora (Janssens, 1999). Se justifica su
presencia y alta abundancia en base al tipo de sedimento registrado (fango arenoso). Durante
el desarrollo del experimento se observo en la columna de agua el crecimiento de diatomeas
de los géneros Amphora, Coscinodiscus, Navicula en los tanques con el tratamiento
cianobacterias. En el resto de los tratamientos dominé el género Nitzchia. Moens y Vincx
(1997) observaron que las diatomeas son alimento importante para nematodos. Se asume que
el fitoplancton contribuyé a mantener la comunidad de nematodos en las densidades

encontradas.
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6. CONCLUSIONES
No existieron diferencias significativas entre tratamientos (control, cianobacterias,
balanceado, melaza).
La dosis de melaza de 10kg/Ha adaptadas en el presente estudio a tanques de 500
litros sugieren que el objetivo final de su aplicacién no se cumple en los estanques de
cultivo de camaroén.
La aplicacion de alimento balanceado (dos dosis) en este experimento no tuvo efecto
sobre la comunidad de Nematoda.
Se concluye que el aumento de la biomasa de cianobacterias en la columna de agua y
la concentracion aplicada de sulfato de cobre, no afectan a la comunidad de
Nematoda.
Terschellingia constituyo el género dominante para este ambiente (salinidad de
40,3+3,0 g/L). Esto lo hace susceptible de ser utilizado para biomasa de cultivo.
La estructura poblacional se mantiene estable en el tiempo bajo estas condiciones de
cultivo.
Otros géneros como Theristus, Aff.- Theristus, Parodontophora, Gomphionema y
Spilophorella pueden ser considerados como indicadores de condiciones favorables
de ambientes 6ptimos, mientras que el género Terschellingia como bio-indicador de

cambios adversos en el mismo.
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7. RECOMENDACIONES
Dosis mayores en la aplicacion de melaza, deberian ser consideradas, sin excluir el
factor econdmico.
En cuanto al balanceado, en investigaciones posteriores debe considerarse el
protocolo de alimentacion utilizado en camaroneras.

Se sugiere en posteriores estudios incluir al camardn en el cultivo.
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ANEXO 1

MEDIO DE CULTIVO BG - 11

Reactivos Cantidada (g)

Na NO3 1.5

K2HPO4 0.04
MgSO04.7H20 0.075
CaCI2.2H20 0.036

Acido citrico 0.006

Citrato de amonio férrico 0.006

EDTA (disodium salt) 0.001

NaCO3 0.02

Se diluye en 1 L de agua destilada y se agrega 1 mL de la mezcla A5 de metales

trazas.

Mezcla AS de metales trazas

Reactivos Cantidad (g)
H3BO3 2.86
MnCI12.4H20 1.81
ZnSO4.7H20 0.222
NaMoO4.2H20 0.39
CuS04.5H20 0.079
Co(NO3)2.6H20 0.0494

Se diluye en 1 L de agua destilada.
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