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Efecto de la temperatura en las tasas de filtracién de la nacra (Pinna nobilis)

Resumen:

En los ultimos afos, Pinna nobilis practicamente se ha extinguido de nuestras costas, con la
excepcion del Delta del Ebro y el Mar Menor, debido al protozoo Haplosporidium pinnae, que
provoca una enfermedad mortal en las nacras. Para recuperar esta especie, los proyectos de cria
en cautividad son una de las mejores opciones. En estos, la alimentacién es un aspecto critico y
de los mas complicados de ajustar. En el presente trabajo, se estudiaron las tasas de filtracion
de nacras a 8.52C, 14.02C y 18.02C, suministrando una concentracién de 2mm? de fitoplancton
y midiendo su disminucion. A 8.52C, se obtuvo una tasa de filtracion de 3.3+2.4L/h, a 14.02C, de
25.4+7.1L/h y a 18.092C, de 22.949.7L/h. Ademas, se estudid la respiracion, ya que se puede
relacionar con la dieta que necesita la nacra, en un recipiente hermético. Se obtuvo que las tasas
de respiracién fueron de 4.12+0.59mg02/h para 14.0°C y de 4.87+0.90mg02/h para 18.0°C.
Para 1429C, un individuo de P. nobilis requiere una dieta correspondiente al 1.77%+0.27 de su
peso seco y para 189C, al 1.83%+0.33. Los resultados obtenidos permiten mejorar las dietas
suministradas a nacras en cautividad para desarrollar su maduracién.

Palabras clave: cria en cautividad, dieta, fitoplancton, bivalvo, tasa de respiracion.
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Abstract:

During the last years, Pinna nobilis has almost become extinct in our coasts, except in Delta
del Ebro and Mar Menor, due to the protozoan Haplosporidium pinnae, which causes a mortal
illness to these bivalves. Captive breeding projects are among the best solutions to recover the
specie. In them, feeding is a critic aspect and one of the most difficult parameters to adjust. In
this project, filtration rates of fan mussels have been studied for three temperatures — 8.52C,
14°2C and 182C — supplying a concentration of phytoplankton of 2mm3 and measuring its
decrease. For 8.59C, the filtration rate was 3.3+2.4L/h; for 14.09C, it was 25.4+7.1L/h; and for
189C, it was 22.949.7L/h. Besides, respiration was studied since it can be related to the diet the
fan mussel needs. A hermetic bucket was used to do it. Respiration rates were 4.12+0.59mg02/h
for 142C and 4.87+0.90mg02/h for 18.02C. The optimal diet was an 1.77+0.27% of dry weight of
the fan mussel for 142C and 1.83+0.33% for 18.02C. The results obtained might improve the
diets supplied to captive fan mussels and, develop its maturation.

Keywords: captive breeding, diet, phytoplankton, bivalve, respiration rate.
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Resum:

En els ultims anys, Pinna nobilis practicament s’ha extingit de les nostres costes, amb
I’excepcid del Delta de L'Ebre i el Mar Menor, degut al protozou Haplosporidium pinnae, que
provoca una malaltia mortal en les nacres. Per a recuperar esta espécie, els projectes de cria en
captivitat son una de les millors opcions. En aquests, I'alimentacid es un aspecte critic i dels més
complicats d’ajustar. En el present treball, es varen estudiar les taxes de filtracié de nacres a
8.52C, 14.02C i 18.02C, subministrant una concentracié de 2mm? de fitoplancton i mesurant la
seua disminucio. A 8.59C, es va obtindre una taxa de filtracion de 3.3+2.4L/h, a 14.0°C, de
25.4+7.1L/h i a 18.02C, de 22.949.7L/h. A més, es va estudiar la respiracid, ja que es pot
relacionar amb la dieta que necessita la nacra, en un recipient hermetic. Es va obtindre que les
taxes de respiracié foren de 4.1240.59mg02/h per a 14.02C i de 4.87+0.90mg02/h per a 18.0°C.
Per a 149C, un individu de P. nobilis requereix una dieta corresponent al 1.77%+0.27 del seu pes
seci per a 182C, al 1.83%+0.33. Els resultats obtinguts permeten millorar la dieta subministrada
a nacres en captivitat per a desenvolupar la seua maduracio.

Paraules clau: cria en captivitat, dieta, fitoplancton, bivalve, taxa de respiracié.
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Efecto de la temperatura en las tasas de filtracién de la nacra (Pinna nobilis)

ANTECEDENTES

La nacra (Pinna nobilis Linneo, 1758) es un bivalvo endémico del Mar Mediterrdneo, cuya
longitud puede superar el metro, siendo el bivalvo mds grande de este mar y el segundo mas
grande del mundo, después de Tridacna gigas (L., 1758) (Garcia-March et al., 2007; Addis et al.,
2009; Basso et al., 2015). Es una especie muy longeva, con citas de hasta 45 afios (Rouanet et
al., 2015). Habita praderas marinas, especialmente de Posidonia oceanica (L.) Delile, 1813 y
Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson, 1870, aunque también se encuentra en fondos de arena
y de maérl (Ramos, 1998; Katsanevakis, 2006; Basso et al., 2015) y ocupa un rango de
profundidad desde 0.5 m hasta 60 m (Butler et al., 1993), parcialmente enterrada en el
sedimento y anclada por el biso (Figura 1). Pertenece a la familia Pinnidae, que comparte con
los géneros Streptopinna y Atrina.

Posterior

Dorsal

Ventral

Limite
del
_ sustrato

Anterior

Figura 1: Esquema de Pinna nobilis. La linea marca la parte de la nacra que queda enterrada.
Traducido de Basso et al., 2015.

A finales de 2016 se detectd una infeccién masiva de las poblaciones de P. nobilis debida al
protozoo Haplosporidum pinnae (Catanese et al., 2018) que provocé una mortalidad masiva. En
verano de 2017, la mortalidad en la mayoria de las poblaciones espafiolas ya era del 100% y
actualmente, la enfermedad se ha extendido por todo el Mar Mediterraneo, con similares tasas
de mortandad (IUCN, 2020).

Debido a esta situacion, el mantenimiento en cautividad de Pinna nobilis, asi como la cria de
esta especie, son fundamentales para su recuperacion, ya que permitirian la reproduccion de
individuos resistentes a la enfermedad. Sin este tipo de medidas, es muy probable que la especie
se extinga (Garcia-March et al., 2020).
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Uno de los aspectos mds importantes para la cria en cautividad es, ademas de ajustar los
pardmetros fisicoquimicos del agua a las mejores condiciones para las nacras, conseguir una
dieta adecuada para mantenerlas sanas y en condiciones de reproducirse. La composicion de la
dieta puede afectar a la reproduccién en bivalvos (Pettersen et al., 2010). Es mas, Padro et al.
(2020) observaron que esta puede afectar incluso a la supervivencia en Pinna nobilis.

Desde el centro IMEDMAR-UCV se pretende mantener individuos de esta especie y, en ultima
instancia conseguir gametos y larvas viables de estos. Para ello, estudios como el que se
proponen en este trabajo, de alimentacién de las nacras, cuanto filtran y, en general su fisiologia
energética, son muy importantes. Especialmente, conocer los efectos que tiene la temperatura
es crucial, ya que se plantean futuros experimentos que incluyen cambio de esta con la intencién
de conseguir gametos de P. nobilis.
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INTRODUCCION

Durante el siglo XX las poblaciones de Pinna nobilis empezaron a decrecer, debido
principalmente a actividades antrdpicas, especialmente el anclaje de los barcos, las redes de
arte menor y la pesca de arrastre (Katsanevakis, 2007; Guallart y Templado, 2012; Hendriks et
al., 2013), y a la fragmentacidn y pérdida de las praderas de Posidonia oceanica a las que suelen
estar asociadas (Marba et al., 2005). Por ello, se han ido aplicando distintas figuras de proteccion
a estos bivalvos. La nacra estd incluida en la lista de especies amenazadas del Mar Mediterraneo
(Anexo Il de la Convencién de Barcelona, 1995) y protegida por la Directiva Habitats de la UE
(Anexo 1V, Directiva 92/43/CEE) y hasta hace poco, en el Catdlogo Espafiol de Especies
Amenazadas bajo la categoria de “vulnerable” (Real Decreto 139/2011), aunque mas
recientemente su estado se ha modificado a “en peligro de extincidon” (Orden TEC/596/2019).

Hasta el afio 2016, las medidas aplicadas habian tenido un éxito variable, dependiendo de Ila
zona. Mientras que en algunos sitios las densidades seguian siendo bajas (Guallart y Templado,
2012), en otros las poblaciones se estaban claramente recuperando (Garcia-March et al., 2020).

Las nacras cumplen un rol ecoldgico muy importante, ya que sirven como substrato a muchas
especies sésiles, de forma que en cada uno de estos organismos se crea un microecosistema.
Debido a esto, se las considera ingenieras de ecosistemas, ya que pueden modificar las
caracteristicas fisicoquimicas de su habitat, como por ejemplo aumentan la claridad del agua al
ser grandes filtradores (Trigos et al., 2014). Incluso pueden provocar un aumento de la
diversidad local (Rabaoui et al., 2015). Cabe destacar, ademas, que Pinna nobilis se puede usar
como bioindicador (Moraté Trobat et al., 2013).

FILTRACION

Estos bivalvos son filtradores y, como tales, se alimentan tanto de materia organica que se
encuentra en las particulas de detritos, como de fitoplancton y zooplancton, que se encuentran
en la columna de agua. Las nacras de menor tamafo consumen preferentemente detritus,
mientras que la proporcion ingerida de este disminuye conforme aumenta el tamafio de los
bivalvos. En cambio, aumenta la ingesta de fitoplancton y zooplancton cuanto mayor es la talla
de las nacras (Nadjek et al., 2013; Trigos et al., 2014). En cuanto al tipo de zooplancton que
ingieren, Davenport et al. (2011) mediante analisis estomacales indican que se trata de
copépodos principalmente, aunque hay una gran variedad de especies, que incluye incluso
larvas de otros bivalvos. Este tipo de alimentacién muestra que las nacras podrian ser
depredadores oportunistas, conclusion expresada por Morton y Puljas (2018) a partir de un
estudio anatdmico ademas de un andlisis del contenido estomacal de las nacras.

En cuanto al mecanismo de filtracidn, las nacras no tienen sifones, estructuras que permiten a
otros bivalvos filtrar el agua, por lo que necesitan tener su manto extendido para llevar a cabo
este proceso. Esto tiene ciertas ventajas, como el mantenimiento de un alto nivel de bombeo
de agua sin el alto coste energético derivado del uso de sifones, pero también desventajas, como
una mayor entrada de sedimento en la concha (Butler et al., 1993).

Este manto, ademas, no estd unido a la concha, lo que permite a la nacra extenderlo y retraerlo.
Esta habilidad, junto con la composicidn Unica de sus valvas, son las responsables de su gran
tamafio y estilo de vida. Al levantarse sobre el sustrato considerablemente, las valvas de las
nacras se dafan facilmente por depredadores, olas o corrientes fuertes, barcos y redes de
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pesca..., pero las nacras son capaces de regenerar las partes rotas de las valvas rapidamente,
gracias a las dos caracteristicas mencionadas anteriormente (Schultz y Huber, 2013).

Conocer la tasa de filtracidon y saber cdmo se alimentan las nacras son aspectos muy importantes
para comprender su fisiologia y asi poder proporcionarles las mejores condiciones posibles para
su correcto mantenimiento en cautividad.

Para estudiar los mecanismos de filtracién y alimentacidn en bivalvos se han usado distintas
técnicas que relacionan las tasas de aclaramiento y filtracién del agua con la tasa de ingesta de
alimento por parte del bivalvo. Midiendo la cantidad de comida disponible y como esta
disminuye con el tiempo, se puede calcular la tasa de aclaramiento, es decir, como el agua se
vuelve mas clara, y se puede relacionar con la tasa de filtracién del bivalvo. En ambientes
controlados, el aclaramiento del agua serd directamente proporcional a la filtracidn e ingesta
por parte del animal, de forma que estas variables se pueden relacionar entre ellas. Para ello, se
pueden usar modelos como los de Riisgard (2001), Hildreth y Crisp (1976) o Conover (1966), para
tasas de aclaramiento, filtracion e ingesta, respectivamente, que permiten relacionarlas con la
concentracién de fitoplancton en el agua.

Elliot et al. (2008) usaron fluorimetria para calcular la concentracion de fitoplancton filtrada por
mejillones zebra (Dreissena polymorpha (Pallas, 1771)) e inferir la tasa de aclaramiento a partir
de la fluorescencia de la clorofila. Estos bivalvos filtraron hasta 570 + 20 mL/(h*g peso himedo).

Nieves-Soto et al. (2013) usaron, en cambio, un contador de particulas tipo Coulter Counter para
medir los cambios en el fitoplancton con el que alimentaban Atrina tuberculosa (G. B. Sowerby
1,1835), otra especie de nacra, y asi ver sus tasas de aclaramiento y filtracién. Encontraron que
la capacidad de filtracion del bivalvo varié con la temperatura y la concentracion del
fitoplancton, sin llegar a un éptimo claro, con un rango entre 0.37 y 3.96 L por hora y gramo,
segln las condiciones experimentales. De la misma forma, pero mediante un microscopio y un
contador de células, Ackerman (1999) estudi6 las tasas de filtracidon en dreisénidos (Dreissena

sp.).

Otra forma de estudiar la filtracidn de los bivalvos es mediante las heces y pseudoheces
producidas por los mismos. Las pseudoheces son alimento que es captado por estos animales,
pero que no se digiere, de forma que se expulsa nada mds captarlo. Suelen producirse cuando
la concentracidn de alimento en el agua es demasiado alta o cuando se trata de alimento poco
nutritivo (Newell, 2004). Hoellein et al. (2014) usaron las heces en el ostion de Virginia
(Crassostrea virginica (Gmelin, 1791)), de las que obtuvieron informacion de la cantidad de
comida que habian digerido los bivalvos, y las pseudoheces, que les dio informacidn del alimento
captado, pero no digerido. Estos datos, junto con el peso de los ostiones y analisis de las
particulas del medio, les sirvieron para calcular las tasas de filtracion e ingestion. Encontraron
que diversos grupos de esta especie presentaban tasas de filtracion distintas, desde 3.5 L/(g-h)
y 10 L/(g-h), mientras que el porcentaje de particulas no digeridas era el mismo.

RESPIRACION

Otro aspecto que puede aportar mucha informacién sobre la fisiologia de las nacras es la
respiracion. La velocidad a la que se consume el oxigeno esta relacionada con la actividad
metabdlica que presenta el organismo. Ademas, restringe la densidad de organismos que
pueden ocupar en un hdbitat determinado, ya que, si las tasas de respiracion son elevadas, el
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oxigeno disponible es menor vy, por tanto, las densidades de las poblaciones han de ser menores
(Breitburg et al., 2003).

El oxigeno disponible en el agua, especialmente para animales en cautividad, es un factor muy
importante a tener en cuenta, ya que puede disminuir muy rdpidamente si las condiciones no
son adecuadas, lo que provocaria la muerte de estos animales.

Estudiar la respiracion de los bivalvos es relativamente mas sencillo que en el caso de la
capacidad de filtracidn, ya que existe una gran variedad de sensores de oxigeno, principalmente
en cuanto a tamafio y precision. Por esto, junto a su facilidad de uso, actualmente suelen usarse
los sensores dpticos. El estudio de consumo de oxigeno solo requiere, ademas de estos sensores,
un recipiente hermético donde poner al bivalvo. De esta forma, Freitas et al. (2020) encontraron
que en el mejilldn mediterraneo (Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819) la tasa de respiracion
disminuia en presencia de contaminantes.

Usando el mismo método, Saavedra et al. (2018) midieron la tasa de respiracion del mejillon
patagdnico (Perumytilus purpuratus (Lamarck, 1819)) para estudiar cémo les afectarian cambios
en la presion de CO,. Detectaron que, a niveles altos de esta, la respiracidn y, por tanto, el
metabolismo de estos bivalvos se reducia.

Otra forma de calcular la medir la concentracién de oxigeno es mediante cdmaras CALMAR
(Chambre Autonome Légere MAnipulable par ROV). Se usan principalmente para bivalvos en
libertad, ya que no requiere la manipulacién directa del individuo, aunque también se puede
usar para bivalvos en cautividad. Este tipo de aparatos miden el flujo de oxigeno (en mol),
mientras que los sensores dpticos miden la concentracién en mg de O,. Khripounoff et al. (2017)
usan este método para medir la respiracion de bivalvos Vesicomyidae y Mytilidae. Observaron
que la respiracion de los primeros (16 pmol/(h*g peso seco)) fue menor que la de los segundos
(33 umol/(h*g peso seco)).

REPRODUCCION

Las nacras son hermafroditas, con capacidad para cambiar de sexo durante cada periodo de
reproduccion anual. A partir de los 2 afios, cuando alcanzan la madurez sexual, se empieza a
producir la maduracidn de los gametos, que es asincrdnica, evitando asi la autofecundacién. A
partir de marzo, los individuos empiezan a formar los gametos, que seran liberados entre junio
y agosto. Ademas, en septiembre se produce una segunda fase de maduracién y liberacion de
gametos, antes de entrar en reposo sexual hasta marzo del afio siguiente (De Gaulejac, 1995).

Las larvas son el Unico estado peldgico de la especie, y también el mas vulnerable, como ocurre
con muchos otros moluscos. Por ello, requieren las mejores condiciones posibles, que, en el caso
de las nacras se dan verano, cuando las temperaturas son mas altas (Todd y Doyle, 1981;
Przeslawski et al., 2005).

La delicadeza de las larvas es uno de los motivos por los que aln no se han conseguido juveniles
mediante cria en cautividad. También influye, ademas, que hay muy poca informacion respecto
a las nacras y, en concreto, a su reproduccion y su estado larvario (Basso et al., 2015).

EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA TEMPERATURA
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La temperatura puede tener efectos muy diversos en los bivalvos, ya sean de comportamiento,
fisiolégicos o, incluso, cambios en la transcripcidn de los genes.

Judrez et al. (2018) observaron que, en funcidn de la temperatura a la que eran sometidas las
almejas gigantes (Panopea globosa Dall, 1898), su transcripcidn genética cambiaba, tanto si los
cambios de temperatura eran agudos, es decir se daban de forma repentina, como si se dejaba
que los bivalvos se aclimatasen.

Tuszer-Kunc et al. (2020) observaron que la actividad metabdlica de |a rangia atlantica (Rangia
cuneata (G. B. Sowerby I, 1832)) aumentd cuando expusieron a este bivalvo a un aumento de
temperatura. A 20 2C su tasa metabdlica era 6.5 veces mayor que a 10 2C.

Ademas, la temperatura influye en la reproduccion de las nacras, los gametos se producen en
verano cuando aumentan las temperaturas (Deudero et al., 2017; Kersting y Garcia-March,
2017). Este dato es considerado imprescindible para que la cria en cautividad tenga éxito.

Las tasas de aclaramiento y filtracion también se pueden ver afectadas por la temperatura
(Nieves-Soto et al., 2013), por lo que para la cria en cautividad es muy importante estudiar la
cantidad de alimento que requiere dentro de los rangos de temperatura experimentales.

Trigos et al. (2015) observaron que la temperatura también afecta a las tasas de respiracion de
las nacras. El consumo de oxigeno en esta especie era mayor a 20 2C en comparacién con
temperaturas mas altas (25 2C) y bajas (16 2C), es decir, a temperaturas mas extremas su
respiracion y, por ende, su actividad, se reducia.

Por otra parte, estudiar la fisiologia de Pinna nobilis en funcién de la temperatura también puede
aportar datos sobre los individuos que quedan en libertad, ya que la mayoria viven en zonas
confinadas, como el Mar Menor, donde las temperaturas pueden variar con rapidez, siendo,
normalmente, mds extremas que en mar abierto, tanto en cuanto a maximas en verano, como
a minimas en invierno (Pérez-Ruzafa et al., 2005; Garcia-March et al., 2020).

OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es mejorar las condiciones de mantenimiento en cautividad
de P. nobilis para conseguir la maduracién gonadal de forma artificial. Para conseguirlo, se han
planteado los siguientes objetivos secundarios:

e Estudiar la capacidad de filtracidon y respiracién de Pinna nobilis en funcién de la
temperatura del agua.

e Calcular las dietas 6ptimas de fitoplancton vivo dependiendo de la temperatura y el
volumen de los tanques de circuito cerrado.

e Comparar los datos obtenidos con los ya existentes de P. rudis, para establecer
similitudes fisioldgicas entre las dos especies.
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MATERIALES Y METODOS

ALIMENTACION DE LAS NACRAS

La especie de fitoplancton utilizada para el experimento es Isochrysis galbana Parke, 1949. Se
trata de un alga unicelular del filo Haptophyta, grupo que compone entre un 30% y un 50% de
la produccién fotosintética mundial en los océanos (Liu et al., 2009). Esta microalga ha sido
ampliamente usada como alimento en acuicultura, especialmente para la cria de moluscos, ya
que presenta una gran cantidad de PUFAs (polyunsaturated fatty acids, acidos grasos
poliinsaturados), entre otras biomoléculas esenciales, y se puede cultivar con relativa facilidad
(Lin et al., 2007; Fang et al., 2020).

Esta especie se cultivd mediante tubos de metacrilato de 40 L (Figura 2) con luz de 1000 Im y
4000 K (380 nm - 800nm) y aireacion continua, en los que se inoculaba 1 L concentrado (entre
1.1 Ay 1.2 A de absorbancia, que corresponden a entre 8.6*10% um3/mLy 9.6*108 um3/mL) de
esta especie. Dentro de los tubos se dejaba crecer durante dos semanas hasta alcanzar
aproximadamente 0.9 A, que corresponde a 6.7*108 um3/mL (Figura 3). Las cepas a partir de las
que se inocularon los balones de 1 L procedieron de la sede de Mazarrén (Murcia) del IEO
(Instituto Espafiol de Oceanografia). A partir estas cepas se inoculaban, ademads, nuevas cepas
para mantener el cultivo lo mas limpio y puro posible.

Para conseguir la mayor concentracion de fitoplancton posible, se optimizaron las condiciones
de los cultivos. En concreto, se aumentd la cantidad de luz que recibian los tubos, asi como la
cantidad de CO,.

Para aumentar la cantidad de luz sobre los tubos, se aumentd el nimero de leds incidentes en
cada uno mediante una malla colocada alrededor de este, al que se le engancharon los leds.
Para mejorar la cantidad de CO,, se aumenté la aireacién de los tubos, mediante un incremento
de la presion de aire.

Ademas, el control de la temperatura fue muy importante para el adecuado crecimiento del
alga. Los cultivos se mantuvieron entre los 18-20 2C, ya que mayores temperaturas facilitan el
crecimiento de otros organismos competidores, como otras algas y hongos. Para evitar la
contaminacidn, ademas de mantener la temperatura en este rango, también se procesé el agua
mediante filtros mecdnicos de 1 um y el aire mediante filtros de 5 um.

Para la alimentacidon de las nacras, cada dia se midié la concentracion del fitoplancton mediante
un espectrofotémetro y se calculd la cantidad que requerian los bivalvos. El espectrofotometro
fue calibrado mediante un contador de particulas Counter Coulter Multisizer Il (Figura 4). El
rango de absorbancias obtenido durante el experimento fue de 0.600 A a 1.000 A, que
corresponde a entre 3.9*%108 um3y 7.7*10% um3 (volumen de las células) por mL de cultivo.
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Figura 2: Tubos de fitoplancton. El color indica la concentracion de fitoplancton que tiene y
cuando fue inoculado, aproximadamente. Se puede observar las camisas de malla de pldstico
fabricadas para enfocar la luz y que incida con mayor eficacia sobre la columna de agua.

Figura 3: Cepas (matraces de Erlenmeyer) y balones de fitoplancton que se usaron para
inocular los tubos.
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EJEMPLARES DE NACRAS UTILIZADOS PARA LA EXPERIMENTACION

Para el experimento se usaron 8 ejemplares jovenes de Pinna nobilis provenientes El Fangar
(Delta del Ebro, Tarragona) con 29.4 + 2 cm de largo y 12.0 £ 1 cm de ancho de media. Mediante
estos datos, se puede aproximar el peso seco (DW, dry weight) de la nacra, incluido también en
la Tabla 1. El peso seco medio fuede 7.0+ 1.3 g.

Tabla 1: Datos biométricos de los individuos usados en el experimento. AQ se refiere al numero
del acuario donde se encontraba el individuo, no hay AQ5 porque ese fue el control.

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ6 AQ7 AQ8 AQ9 Media SD
Largo(cm) 29.3 322 314 311 294 265 262 291 29.4 2.2
Ancho (cm) 115 13.2 120 124 113 12 104 13.2 12.0 1.0
DW (g) 691 882 8.26 8.06 697 533 517 6.79 7.0 1.3

Para este estudio no se pudo medir el peso seco de forma directa, ya que para ello se requiere
sacrificar al animal. No obstante, se usé una aproximacion mediante la ecuacién propuesta por
Hernadis et al. (en preparacién): DW = (Largo * 10)%58%% x 2.8291 x 1076, Esta ecuacién esta
calculada para Pinna rudis L., 1758, especie muy similar a P. nobilis, aunque de menor tamafio.
Sin embargo, los individuos mas grandes de P. rudis son similares en tamafo a los que se usaron
en el presente experimento, ya que los individuos experimentales fueron jovenes, por lo que
esta aproximacion es aplicable. El peso seco es necesario para los cdlculos posteriores de
metabolismo.

Al ser una aproximacion, se usé también la longitud de la valva, tanto largo como ancho. Se usa
la longitud de la valva porque se presupone que es proporcional al tamafio de la branquia, es
decir, cuanto mas grande es la valva, mas grande es la branquia. Aunque se proporcionan datos
de ambas variables, se usé el largo de la valva para el calculo del peso seco, porque es mas
preciso como estima del tamafio total del ejemplar (Garcia-March, 2005).
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Para evitar la produccién de pseudoheces, la concentracion de la dieta en cualquier momento
fue menor de 3-4 mm?3 de I. galbana por litro de agua, umbral a partir del cual se ha observado
que los bivalvos empiezan a tener problemas de filtracion del alimento (Widdows et al., 1979;
Bayne et al., 1989; Bayne, 1993; Fernandez y Albentosa, 2019).

Se mide el volumen que ocupa el fitoplancton (en mm? por L de agua) porque es una medida
mas exacta que el nimero de células, ya que estas pueden variar de tamano. El contador de
particulas puede medir también esta variable, evitando problemas a nivel metodoldgico.

SISTEMA DE ACUARIOS

Cada una de las nacras se mantuvo en un acuario individual de 70 L, con un sistema cerrado con
reciclado continua del agua y un sumidero comun, de forma que el agua de los 9 acuarios
estuviera mezclada (Figura 5).

Figura 5: Sistema de acuarios. Arriba: disposicion de los individuos usados en el experimento,
cada uno de ellos en un acuario individual de 70 L de volumen. Abajo: acuario con bomba de
recirculacion del agua.
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Se alimentaron con 2 mm? de fitoplancton por litro de agua, aproximadamente de forma
constante. Para ello se midié la concentracién en el acuario que sirvié de control y que, por
tanto, no contenia ninguna nacra que pudiera afectar a la medida. Se usé el sensor de clorofila
a por fluorescencia de la sonda multiparamétrica AAQ-RINKO (precisién de +1% FS) para realizar
este seguimiento cada dia (Figura 6). A primera hora, se suministraba al sumidero una dosis con
la concentraciéon adecuada y ya medida de fitoplancton. Cuando esta disminuia a la mitad,
comprobado con la sonda, se suministraba media dosis nuevamente. El tiempo aproximado que
tardaron los individuos en consumir el fitoplancton para cada temperatura se usé para
establecer los intervalos de tiempo en los que se tomarian muestras para el experimento de
aclaramiento.

Figura 6: Sonda multipardmetrica instalada en el acuario mediante un soporte fabricado con
madera ndutica. Obsérvese que estd colocada en el acuario 5, que sirvié de control.

Por la noche, las nacras no se alimentaron y, en cambio, se ponia en marcha el sistema de
limpieza del agua mediante Skimmers. Ademas, para eliminar el exceso de nitratos, nitritos y
amonio producido por las nacras, se dispuso también de un filtro bacteriano.

La temperatura de los acuarios se controld mediante climatizadores. Los datos de aclaramiento
y respiracion se tomaron a 8.5 2C, 14.0 2Cy 18.0 2C. Se dejo a los individuos aclimatarse durante
una semana a cada temperatura antes de comenzar la toma de datos. La subida de la
temperatura se produjo de forma gradual durante 24h.

11
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ACLARAMIENTO

La metodologia usada para el experimento se basé en la propuesta por Albentosa et al. (2012)
aplicada a un sistema sin un flujo continuo de alimento. Para ello se usaron las ecuaciones que
propone Coughlan (1969), en vez de las usadas por Albentosa et al. opus cit. Los datos se
tomaron siempre después de al menos una semana de aclimatacién.

Antes de medir, se paro el sistema de acuarios de forma que no hubiera renovamiento de agua.
Se alimentd individualmente a cada nacra en su acuario con la cantidad de fitoplancton
adecuada y se tomé una muestra de agua de cada uno de los acuarios. Se tomaron otras 4
medidas mds a diferentes intervalos para poder medir las tasas de aclaramiento vy filtracion.
También se suministré fitoplancton al acuario 5, que sirvié de control, para comprobar que no
hubiera sedimentacion de las células que pudiera afectar a los calculos.

Segun la temperatura, el tiempo entre toma de muestras fue distinto y se dedujo a partir de los
datos obtenidos de la sonda multiparamétrica. Para los 8.5 2C se tomaron datos cada 30
minutos, para los 14.0 2C cada 20 minutos y para los 18.0 2C cada 15 minutos.

Después de tomar la quinta muestra de agua, se volvid a encender el sistema, junto con los
Skimmers, y se colocaron filtros mecdnicos de 1 um para eliminar el fitoplancton restante en el
agua. Se uso la sonda multiparamétrica para saber cuando el agua estaba lo suficientemente
limpia para repetir el experimento. En total, se realizaron 4 réplicas distintas para cada
temperatura, excepto para los 8.5 eC, por limite de tiempo, ya que a esta temperatura la
filtracidn por parte de las nacras era muy lenta.

Todas las muestras de agua se analizaron al dia siguiente de realizar el experimento mediante el
Counter Coulter. A partir de la diferencia de concentraciones medidas y el tiempo transcurrido
entre estas, se puede calcular la tasa de aclaramiento y la de filtracion, segin el tamafio de la
nacra. Esta ultima se puede expresar en funcién de la longitud de la valva o del peso seco.

Para ello se usé la ecuacidon que propone Coughlan (1969) cuando la sedimentacién del

. . M C . .,
fitoplancton es despreciable: m = —* In C—O, donde m es la tasa de filtracion, M es el volumen,
t

n es el numero de filtradores (en este experimente 1, ya que los acuarios son individuales), t es
el tiempo, Cp es la concentracién de fitoplancton en el acuario inicial y C: la concentracién en el
tiempo t. Como se tomaron 3 medidas ademds de la inicial y final (en total 4 intervalos y 5

medidas), se aplicé el segundo factor de la ecuacion (lnc—o) a las 5 medidas vy se realizé una
t

regresion lineal simple con estos datos. La pendiente de la recta fue el valor que se uso en el
segundo factor de la ecuacién.

Cabe destacar que los botes usados para la toma de muestra se dejaron sumergidos en agua de
mar durante 3 dias antes de ser usados, para evitar cualquier resto del pldstico que pudiera
interferir en las medidas.

RESPIRACION

La metodologia usada para el experimento se basd en la propuesta por Albentosa et al. (2012)
modificada para P. nobilis, por su gran tamafio.

Para medir las tasas de respiracién de las nacras se uso el sensor de oxigeno por fosforescencia
de la sonda multiparamétrica (precision de £2% FS). La sonda se colocé dentro de un cubo de 15

12
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L junto con una bomba para que el agua circulara dentro del cubo y el oxigeno disuelto fuera
homogéneo en toda la columna de agua. Ademas, se colocaron un pldstico rigido con agujeros
para proteger a la nacra, una bolsa hermética de pldstico resistente y un bote lleno de agua y
cerrado herméticamente para reducir el volumen del cubo y asi conseguir que el oxigeno en el
agua disminuyera mas rapidamente (Figura 7). Fue necesario utilizar esta configuracién debido
al tamafio de la sonda multiparamétrica, que requeria un cubo donde cupiera a lo largo. Se
realizaron controles a cada temperatura con la misma metodologia, pero sin colocar ninguna
nacra. Una vez realizada la toma de datos, se midid el volumen de agua del cubo en todas las
ocasiones.

Cada nacra se mantuvo dentro del cubo durante 1.5 horas a 8.5 2C y durante 2 horas a 14.0 2C
y 18 oC para observar una bajada significativa del oxigeno.

Figura 7: Cubo donde se midio la respiracion de las nacras en cada temperatura. A la izquierda:
el cubo una vez listo para medir, se colocd cinta americana para mejorar la estanqueidad y usé
el grifo para llenar de agua el cubo por completo. A la derecha: el cubo por dentro, se puede
observar la nacra y el pldstico para protegerla, asi como la sonda y los diversos recipientes para
disminuir el volumen.

La tasa de respiracién (RR) se calculd a partir de la diferencia de concentraciones de oxigeno
durante el experimento, de la siguiente forma: RR = ((Ci - Cf) * 6—:) * I/, donde C;y Gsson las

concentraciones en mg de O; inicial y final, t es el tiempo que se mantiene el individuo dentro
del cubo y V es el volumen de agua dentro de este ultimo. La RR se expresa en mg O por
individuo y hora. También se puede expresar por longitud de valva o peso dividiendo por estos.

A partir de la RR en funcién del peso seco, se calculd la energia minima que requiere la nacra
para mantenerse, mediante las siguientes conversiones: 1 mg de oxigeno es equivalente a
0.6998 ml de oxigeno (Ansell, 1973) y 1 ml de oxigeno es equivalente a 20.33 J (Widdows y
Johnson, 1988).

13
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Mediante estos datos, se puede calcular la materia organica que requeriria un individuo, por g
de peso seco, si asimilara el 100% de esta, ya que 1 mg de esta equivale a 23 J (Widdows y
Johnson, 1988). Si, ademas, se tiene informacion de la eficiencia de absorcidn, es decir, la
cantidad de comida que esta asimilando, se puede calcular la cantidad de materia organica real
que necesita el organismo para mantenerse, que se puede expresar en mg MO o en porcentaje
respecto al peso seco del individuo. Se calcularon los mg MO requeridos si hubiera un 100% de
eficiencia de absorcidn y si hubiera un 57%, ya que este porcentaje es el que se ha observado
en P. rudis (Hernandis et al., en preparacion). Con este Ultimo valor se calculd la dieta requerida
en funcién del peso seco, expresada en porcentaje de este ultimo.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de los experimentos de aclaramiento y respiracién se analizaron mediante un ANOVA
para medidas repetidas. Para ello, primero se comprobé la normalidad de losdatos mediante el
test de Saphiro-Wilk y, a continuacién, se aplicé el ANOVA. Al tratarse de los mismos individuos
para todas las medidas, los grupos no son independientes, por lo que fue necesario utilizar este
tipo de ANOVA.

Se aplicé, también, una comparacion por parejas (pairwise test) mediante la correccion de
Bonferroni, para identificar entre que temperaturas hubo diferencias significativas.

Todos los datos se analizaron con el programa de libre acceso R.
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RESULTADOS

ALIMENTACION DE MANTENIMIENTO

Durante los dias de aclimatacidn y para la alimentacién de mantenimiento se detectd que la
concentracién de fitoplancton tardé 3 h en disminuir a la mitad a 8.5 2C, 1.5 halos 14.0 2Cy
1.25 h alos 18.0 ¢C.

En la Figura 8 se pueden observar cémo disminuyd la concentracién de fitoplancton para cada
temperatura. Estos datos corresponden al dia anterior a la toma de muestras para el
experimento de aclaramiento, por lo que los individuos ya estaban aclimatados a la temperatura
indicada.

Cabe destacar que a 8.5 2C la mayoria de los individuos presentaban las valvas cerradas gran
parte del tiempo. Cuando se abrieron, fue minimamente. A 14.0 2Cy 18.0 2C estuvieron la mayor
parte del tiempo con las valvas abiertas, aunque a 18.0 2C la abertura fue mayor.

15
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Figura 8: Disminucion de la concentracion de fitoplancton a lo largo del tiempo. Para los 8.5 °C
solo se midid un ciclo, mientras que para los 14.0 °Cy 18.0 °C se midieron 3 ciclos (marcados
con colores distintos en la figura). La concentracion aumenta en cada ciclo porque se
suministra media dosis cada vez. A 8.5 °C cuando la concentracion aumenta ligeramente de
una medida a la siguiente se debe al limite de imprecision de la sonda.
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ACLARAMIENTO

En los controles para cada temperatura no se observé ninguna disminucidn de la concentracidn
de fitoplancton. En el anexo 1 se puede observar el cambio de la concentracidn de fitoplancton
a lo largo del experimento para cada individuo y temperatura.

A 8.5 oC cada individuo filtré de media 3.3 + 2.4 L/h. A partir de los datos biométricos se calculd
también la filtracidn por largo de la valva (0.11 £ 0.08 L/(cm*h)), por ancho de la valva (0.27
0.20 L/(cm*h)) y por peso seco (0.48 + 0.38 L/(g*h)). Los valores medios de cada réplica se
indican en la Tabla 2.

Tabla 2: Tasas de filtracion medias para cada réplica por individuo y en funcion de los datos
biométricos para 8.5 °C. R se refiere a cada réplica, ind a individuo, L a largo de la valva 'y W al
ancho. No se incluyen los resultados del acuario control.

R1 R2 R3 Media SD
L/(ind*h) 5.82 2.09 1.90 3.27 2.21
L/(cm L*h) 0.20 0.07 0.06 0.11 0.08
L/(cm W*h) 0.49 0.18 0.15 0.27 0.18
L/(cm DW*h) 0.86 0.31 0.28 0.48 0.33

A 14.0 °C cada individuo filtré de media 25.4 + 7.1 L/h. A partir de los datos biométricos se
calculé también la filtracién por largo de la valva (0.87 + 0.26 L/(cm*h)), por ancho de la valva
(2.11 £ 0.56 L/(cm*h)) y por peso seco (3.76 + 1.36 L/(g*h)). Los valores medios de cada réplica
se indican en la Tabla 3.

Tabla 3: Tasas de filtracion medias para cada réplica por individuo y en funcion de los datos
biométricos para 14.0 °C. R se refiere a cada réplica, ind a individuo, L a largo de la valvay W al
ancho. No se incluyen los resultados del acuario control.

R1 R2 R3 R4 Media SD
L/(ind*h) 22.71 27.86 22.75 28.14 25.37 7.10
L/(cm L*h) 0.78 0.95 0.78 0.96 0.87 0.26
L/(cm W*h) 1.90 2.31 1.89 2.35 2.11 0.56
L/(cm DW*h) 3.44 4.11 3.38 4.10 3.76 1.36

A 18.0 °C hubo un problema con los datos de las primeras réplicas, por lo que solo se dispone
de las réplicas 3 y 4.

Cadaindividuo filtré de media 22.9 + 9.7 L/h. A partir de los datos biométricos se calculé también
la filtracion por largo de la valva (0.77 + 0.32 L/(cm*h)), por ancho de la valva (1.91 + 0.79
L/(cm*h)) y por peso seco (3.28 + 1.44 L/(g*h)). Los valores medios de cada réplica se indican en
la Tabla 4.

17



Idoia Palomares Sala

Tabla 4: Tasas de filtracion medias para cada réplica por individuo y en funcion de los datos
biométricos para 18.0 °C. R se refiere a cada réplica, ind a individuo, L a largo de la valvay W al
ancho. No se incluyen los resultados del acuario control.

R3 R4 Media SD
L/(ind*h) 23.3968 22.4012 22.9 9.7
L/(cm L*h) 0.79 0.76 0.77 0.32
L/(cm W*h) 1.96 1.85 1.91 0.79
L/(cm DW*h) 3.32 3.24 3.28 1.44

Se encontraron diferencias significativas entre las tasas de filtraciéon a cada temperatura. A 8.5
oC |a tasa de filtracién fue significativamente menor que a 14.0 2Cy 18.0 2C (con un p-valor de
3.51 *10® y 1.38*10° respectivamente). Entre estas 14.0 2C y 18.0 2C no se encontraron
diferencias significativas (p-valor de 0.472). En las Figuras 9 — 11 se pueden observar estas
diferencias.
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Figura 9: Diagrama de cajas de las tasas de filtracién en L/(individuo*h) para cada temperatura
y réplica.
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Figura 10: Diagrama de cajas de las tasas de filtracion en funcion del largo de la valva
(L/(cm*h)) para cada temperatura y réplica.
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cada temperatura y réplica.
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RESPIRACION

Los datos de las tasas de respiracidon a 8.5 2C no se pudieron usar por errores con la sonda
multiparamétrica. En los controles para cada temperatura no se observd ninguna variacion en
la concentracion de oxigeno.

En el anexo 2 se puede observar el cambio en el O, a lo largo del experimento para cada
individuo y temperatura.

A 14.0 °C cada individuo consumié de media 4.12 + 0.59 mg O,/h. A partir de los datos
biométricos se calculé también el consumo por largo de la valva (0.14 + 0.01 mg O,/(cm*h)), por
ancho de la valva (0.34 = 0.04 mg O/(cm*h)) y por peso seco (0.60 + 0.09 mg O,/(g*h)). Los
valores individuales se indican en la Tabla 5.

Tabla 5: Tasas de respiracion de cada individuo y en funcion de los datos biométricos para 14 °C.
AQ se refiere al numero del acuario donde se encontraba el individuo, previamente al
experimento. No hay AQ5 porque ese fue el control. ind se refiere a individuo, L a largo de la
valva y W al ancho.

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ6 AQ7 AQ8 AQ9 Media SD
mg 0,/(ind*h) 437 527 432 428 3.61 409 347 356 412 0.59
mg 02/(cm L*h) 0.15 0.16 0.14 0.14 0.2 0.15 013 012 014 0.01
mg O2/(cm W*h) 038 0.40 0.36 0.34 0.32 034 033 027 034 004
mg 0,/(cm DW*h) 063 060 0.52 053 0.52 0.77 067 052 060 0.09

En cuanto a niveles energéticos, se encontré que las nacras consumieron de media 203.32 +
30.73 J/(g*dia). Con un 100% de eficiencia de absorcidn, requeririan 8.84 + 1.34 mg MO/(g*dia);
conun57%, 17.68 + 2.67 mg MO/(g*dia). Por tanto, a 14.0 °Cy para esa eficiencia de absorcién,
se tendria que alimentar a las nacras con una dieta minima de un 1.77% £ 0.27 de su peso seco.
Los valores individuales se indican en la Tabla 6.

Tabla 6: Consumo energia y requerimientos de materia orgdnica de cada individuo para 14 °C.
AQ se refiere al numero del acuario donde se encontraba el individuo, previamente al
experimento. No hay AQ5 porque ese fue el control. ind se refiere a individuo, L a largo de la
valva y W al ancho.

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ6 AQ7 AQ8 AQ9 Media SD
J/(DW*dia) 216 204 179 181 177 262 229 179 203 31
mg MO/(DW*dia)
100% eficiencia
mg MO/(DW*dia)
50% eficiencia
% dieta 1.6 1.6 1.4 14 13 2.0 1.7 14 1.5 0.2

94 89 78 79 77 114 100 7.8 8.8 13

16,5 156 13.6 13.8 135 200 175 137 155 23

A 18.0 9C cada individuo consumié de media 4.87 + 0.90 mg O,/h. A partir de los datos
biométricos se calculé también el consumo por largo de la valva (0.17 + 0.02 mg O,/(cm*h)), por
ancho de la valva (0.41 + 0.06 mg O,/(cm*h)) y por peso seco (0.70 + 0.13 mg O/(g*h)). Los
valores individuales se indican en la Tabla 7.
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Tabla 7: Tasas de respiracion de cada individuo y en funcion de los datos biométricos para 18.0
oC. AQ se refiere al numero del acuario donde se encontraba el individuo, previamente al
experimento. No hay AQ5 porque ese fue el control. ind se refiere a individuo, L a largo de la
valva y W al ancho.

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ6 AQ7 AQ8 AQ9 Media SD
mg O,/(ind*h) 455 6.8 509 4091 477 4.86 432 3.65 4.87 0.90
mg O,/(cm L*h) 0.15 0.21 0.16 0.16 0.16 0.18 0.16 0.12 0.17 0.02
mg O,/(cm W*h) 039 051 042 040 0.42 040 041 028 041 0.06
mg 0,/(cm DW*h) 0.66 0.77 0.62 0.61 0.68 091 0.84 0.54 0.70 0.13

En cuanto a niveles energéticos, se encontrd que las nacras consumieron de media 239.91 +
43.25 J/(g*dia). Con un 100% de eficiencia de absorcion, requeririan 10.43 = 1.88 mg
MO/(g*dia); con un 57%, 18.30 + 3.30 mg MO/(g*dia). Por tanto, a 18.0 2C y para esa eficiencia
de absorcion, se tendria que alimentar a las nacras con una dieta minima de un 1.83% + 0.33 de
su peso seco. Los valores individuales se indican en la Tabla 8.

Tabla 8: Consumo energia y requerimientos de materia orgdnica de cada individuo para 18.0 °C.
AQ se refiere al numero del acuario donde se encontraba el individuo, previamente al
experimento. No hay AQ5 porque ese fue el control. ind se refiere a individuo, L a largo de la
valva y W al ancho.

AQl AQ2 AQ3 AQ4 AQ6 AQ7 AQ8 AQ9 Media SD
J/(DW*dia) 226 263 210 208 234 311 285 184 240 43
mg MO/(DW*dia)
100% eficiencia
mg MO/(DW*dia)
50% eficiencia
% dieta 19 23 1.8 1.8 20 27 22 1.4 1.8 0.3

9.8 114 9.1 9.0 10.2 135 124 8.0 104 1.9

195 229 183 181 203 271 218 140 183 33

Se encontraron diferencias significativas entre las tasas de respiracion a 14 Cy las de 18 oC (p-
valor de 0.002). En las Figuras 12 — 15 se pueden observar estas diferencias.
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Figura 12: Diagrama de cajas de las tasas de respiracion por individuo. La caja de la izquierda
(nombrada con un 1) representa los datos de 14 °Cy el de la derecha (nombrada con un 2), los
de 18 °C.
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Figura 13: Diagrama de cajas de las tasas de respiracion en funcion del largo de la valva. La
caja de la izquierda (nombrada con un 1) representa los datos de 14 °Cy el de la derecha
(nombrada con un 2), los de 18 °C.
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Figura 14: Diagrama de cajas de las tasas de respiracion en funcion del peso seco. La caja de la
izquierda (nombrada con un 1) representa los datos de 14 °Cy el de la derecha (nombrada con
un 2), los de 18 °C.
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Figura 15: Diagrama de cajas de la dieta requerida si se da un 57% de eficiencia de absorcion.
La caja de la izquierda (nombrada con un 1) representa los datos de 14 °C y el de la derecha
(nombrada con un 2), los de 18 °C.
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DISCUSION

Los datos obtenidos permiten avanzar en el conocimiento de qué cantidad de dieta requieren
las nacras mantenidas en cautividad dado un determinado volumen de agua en los tanques y
temperatura del agua. Esto es muy importante para llevar a cabo cualquier tipo de experimentos
con esta especie y, especialmente, para la cria en cautividad.

Para nacras de aproximadamente 30 cm (unos 7 g de peso seco), como las usadas en este
trabajo, y sabiendo que 1000 pum3 de Isochrysis galbana equivalen a 4.5*10° g de materia
organica (Hernandis et al., en preparacion), se requeririan, para proporcionar una dieta
adecuada, 23467 mm?3 diarios de esta microalga si las nacras se mantienen a 14 2Cy 28160 mm?3
diarios si se mantienen a 18 2C (Tabla 9).

Tabla 9: Volumen de I. galbana que requieren nacras de 30 cm para cada temperatura estudiada.
Si indica el porcentaje de g de materia orgdnica que requieren en funcion de su peso, los g de
esta para nacras de 7 g (30 cm) y el volumen de la microalga necesario.

14 eC 18 eC

% dieta 1.5 1.8
g MO requeridos 10.56 12.67
mm? I. galbana 23467 28160

Para individuos de mayor tamafio, la relacion entre peso y tamafio no es lineal, ya que aumentan
en dimensiones distintas (el tamafio aumenta solo en longitud y el peso en volumen). Por ello,
nacras cuya longitud fuera el doble que las utilizadas en el presente estudio podrian tener un
peso seco hasta 3 o 4 veces mayor. Esto se ha comprobado con algunos individuos muertos
tiempo atrds (Garcia-March, observacién personal, datos no publicados). Por ello, serd necesario
completar los estudios con ejemplares mas grandes y a temperaturas mas elevadas (por
ejemplo, 242C y 282C), para conocer mejor el rango de necesidades energéticas de P. nobilis
para su mantenimiento en cautividad.

Puesto que la alimentacidn es un aspecto basico del mantenimiento de las nacras en cautividad,
va a estar presente en cualquier experimento y, si no se trata adecuadamente, podria influir en
los resultados, dando lugar a errores importantes. En el caso concreto de experimentos de
reproduccion, una dieta inadecuada, especialmente si falta comida, podria provocar, por
ejemplo, que las nacras no produjeran gametos o estos no fueran viables. Es importante tener
en cuenta, ademas, la temperatura a la hora de establecer la dieta, ya que la primera puede
influir en la segunda y, en multitud de ocasiones, los experimentos realizados contienen cambios
en la temperatura.

Como era de esperar, tanto la tasa de respiracidn como la de filtracion, aumentan al incrementar
la temperatura. Trigos et al. (2014) ya observaron este aumento en cuanto a la respiracion. Este
aumento es especialmente importante de 8.5 2C a 14 9C, ya que a temperaturas extremas estas
tasas disminuyen. Trigos et al. opus cit. observaron este efecto también al llegar a una
temperatura demasiado alta, 25 2C, cuando la tasa de respiracidon fue mucho menor que a 20
9C. Es mas, en el presente estudio, a 8.5 2C, el decaimiento del fitoplancton no fue significativo,
ya que en estas condiciones las nacras presentaban un estado de aletargamiento, que se pudo
observar no solo con los datos de respiracion y filtracion, sino también mediante observacion
directa: las valvas de las nacras estaban la mayor parte del tiempo cerradas y, cuando se abrian,
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la abertura era pequefa. A esta temperatura, ademas, se tuvo que alimentar a las nacras una
menor cantidad de veces que a mayor temperatura.

La temperatura del mar Mediterraneo en la zona del Golfo de Valencia y Alicante varia de media
aproximadamente entre los 13 2C de invierno y los 26 2C de verano (Vargas et al., 2010), por lo
gue 8.5 2C, es una temperatura extrema para las nacras, alejada del rango de temperaturas
tipico al que se ven sometidas. Es posible que esta sea la razén de que entre 8.5 2Cy 14.0 °C
haya diferencias significativas, pero, en cambio, no se encuentren diferencias entre 14.0 2Cy
18.0 °C.

Se esperaria, por tanto, que si se siguiera aumentando la temperatura, en una primera instancia
las tasas de respiracidn y filtracidn también incrementaran hasta alcanzar el limite de
confortabilidad de las nacras, donde las tasas disminuirian, tal como indicaron Trigos et al. opus
cit. Serd necesario realizarmas estudios con mayor rango de temperaturas para corroborar este
ultimo aspecto, asi como comprobar que realmente no existen diferencias entre 14.0.02Cy 18
9C, ya que para esta Ultima temperatura se tuvieron pocos datos para analizar.

Aunque queda patente que a 8.5 9C las nacras estaban fuera de su rango dptimo de
temperatura, estas se mantienen vivas, en un estado de aletargamiento, con un bajo consumo
y filtracidn. Esto puede ser beneficioso gracias a que, como propusieron Garcia-March et al.
(2020), se pueden realizar cuarentenas a baja temperatura (8 2C) a las nacras recogidas de
poblaciones infectadas por H. pinnae. Por debajo de los 13.5 9C, la mortandad causada por el
protozoo se reduce considerablemente, lo que, sumado a la baja tasa de filtracién, y teniendo
en cuenta que las nacras sobreviven a esta temperatura, podria servir para realizar procesos de
seleccidén de individuos sanos/enfermos durante la cuarentena, reduciendo la posibilidad de
infeccién cruzada entre los mismos. Ademas, Garcia-March et al. (2020) plantearon la
posibilidad de que las bajas temperaturas pudieran ser letales para H. pinnae, un aspecto que
seria interesante investigar en un futuro cercano, estableciendo los limites de tolerancia de
ambas especies (P. nobilis y H. pinnae) a las bajas temperaturas, para asi tratar de prolongar la
cuarentena de las nacras el tiempo suficiente como para que consiguieran eliminar al parasito.

Por otra parte, sabiendo la gran capacidad de filtracion que tienen las nacras, a partir de los
resultados obtenidos en el presente estudio, se puede inferir su importante rol ecoldgico en el
Mar Mediterraneo, especialmente en aguas confinadas, como las del Mar Menor. Hoy en dia'y
debido a los multiples problemas que han sufrido estos bivalvos, sus poblaciones son escasas,
pero habian llegado a tener abundancias muy elevadas (Basso et al., 2015).

En el Mar Menor, algunos autores consideran que la poblacidon de nacras podria llegar a 1.5
millones de individuos (Garcia-March com. pers.), que con una capacidad de filtracién de 25 L/h
cada uno (tasa de filtracién obtenida en el presente trabajo) implica un volumen filtrado de
0.9*10° m? al dia. Se estima que el Mar Menor tiene un volumen de entre 5.8*108 m3y 6.1*10%
de m3(Mar Menor Enclave; Carrefio et al., 2005), por lo que, en unos 660 dias, no llega a dos
afios, habrian filtrado toda esta agua. Hay que tener en cuenta, ademas, que los individuos
usados para el experimento eran jévenes que no llegaban a los 30 cm de largo. Si hubiese una
poblacién abundante y saludable, habria individuos mucho mas grandes. Aplicando este mismo
calculo, pero para los valores obtenidos de tasa de filtracion en funcién del cm de valva y
asumiendo un tamafio medio de 50 cm (Garcia et al., 2007), se obtiene que el volumen filtrado
seria de 1.6*10° m3 al dia y, por tanto, en unos 380 dias, poco mds de un afio, la poblacién
residente de nacras habria filtrado todo el volumen de agua del Mar Menor.
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Un afio puede parecer mucho tiempo, pero a efectos practicos habria supuesto un gran cambio
en la situacion de gran eutrofizacidon que se presenta actualmente. Este mismo proceso realizado
de forma artificial, con depuradoras, requeriria mucho mds tiempo y recursos. La depuradora
mds grande de Espafia (EDAR Sur, Madrid) filtra 2*10% m? al afio a pleno rendimiento por lo que
se necesitarian 3 depuradoras como esta para tener la misma capacidad que la poblacién de
nacras. Hay que tener en cuenta, ademas, que estos calculos se han realizado a partir de la
capacidad de la depuradora mas grande que hay en el pais, la mayoria de las existentes son
mucho mas pequenas.

Estos datos dejan constancia de la importancia que tenia P. nobilis, y hubiera tenido de no ser
por su situacidon actual, en los ecosistemas del Mar Mediterraneo. Por esto, entre otros muchos
aspectos, intentar que esta especie salga de su estado de en peligro de extincién es muy
importante.

Los datos de aclaramiento y respiracion obtenido a 18.0 2C se pueden comparar de forma
preliminar con los datos de Pinna rudis de Hernandis et al. (en preparacion) (no presentados en
este estudio) para saber si para tamafios similares, la fisiologia energética de P. rudis es
suficientemente parecida a la de P. nobilis, de forma que se pudiera usar P. rudis como modelo
de P. nobilis. La comparacién en funcién del largo de la valva y del peso seco, proporciona
diferencias significativas entre las dos especies comparando los datos en funcion del largo de la
valva (p-valor de 0.038), pero no se encontraron diferencias significativas comparando los datos
en funcién del peso seco (0.054). En cuanto a respiracién, se encontraron diferencias
significativas entre las dos especies comparando, tanto los datos en funcion del largo de la valva
(p-valor de 0.001), como en funcién del peso seco (p-valor de 0.004). También se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de dieta requerida en funcidn de peso seco y para una
eficiencia de absorcion de 57% (p-valor de 0.004). Es posible que estas diferencias provengan
del diferente tamafio de los individuos utilizados en los ensayos y que no se hubieran encontrado
en caso de realizar mas series de experimentos con distintos tamanos, tanto en P. rudis como
en P. nobilis. En cualquier caso, a priori, las diferencias observadas indican que se seria necesario
calibrar las diferencias fisioldgicas entre especies a la hora de utilizar P. rudis como modelo de
P. nobilis, para lo que se requiere profundizar mas en estudios comparativos entre ambas
especies.
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CONCLUSION

A partir de los datos expuestos en este trabajo, se puede elaborar un protocolo de alimentacién
para el mantenimiento de P. nobilis a diferentes temperaturas, aspecto clave para conseguir la
reproduccion en cautividad de esta especie. Ya sea temperaturas altas para llevar a cabo
experimentos de reproduccién, o a temperaturas bajas para mantenerlas en cuarentena debido
al protozoo Haplosporidium pinnae, con los datos obtenidos se puede calcular la dieta que
requieren. Asi, se les puede aportar la cantidad de nutrientes que necesitan sin excederse, pues
un exceso de comida no solo supone un gasto extra a la hora del mantenimiento, sino que puede
afectarles negativamente. Para nacras de aproximadamente 30 cm (unos 7 g de peso seco) se
requeririan 23467 mm?3 diarios de esta microalga si las nacras se mantienen a 14 2Cy 28160 mm?
diarios si se mantienen a 18 2C.

Asimismo, se han podido observar los efectos fisioldgicos que puede tener la temperatura sobre
las nacras, y que estos pueden llegar a ser bastante extremos (a 8.5 2C entraron en un estado
de aletargamiento). Aunque se requieren mas estudios con un mayor rango de temperaturas, a
altas temperaturas se espera un resultado similar al obtenido a 8.5 2C.

Por ultimo, no se han encontrado evidencias suficientes que indiquen que P. rudis pudiera servir
como modelo para P. nobilis, aunque esto podria deberse a que las tasas de filtracion y
respiracion se vieran influidas por el tamafio de la nacra. Serian necesarios mas estudios con
ejemplares de las dos especies de distinto tamafio para calibrar las diferencias de fisiologia
energética entre las dos especies.

En general, el objetivo principal de este trabajo se ha cumplido, pues mediante las dietas
adecuadas, que ahora se saben, el mantenimiento de las nacras mejorara, asi como los futuros
experimentos que se realicen con ellas.
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