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Abstract: This chapter overviews the basic techniques for statistical analysis, molecular study, photography and
illustration in malacological research. A guide of how to select the appropriate statistical tests, with malacolog-
ical examples, aswell as digital photography, are included together with selected references.
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Las técnicas de recoleccién de campo y
estudio en laboratorio son descritas en este
mismo volumen por Barrientos (2003). Aqui
se presenta la lista de las técnicas basicas de
andlisis estadistico, estudio molecular, fotogra-
fiaeilustracion de moluscos.

ANALISIS ESTADISTICO

La estadistica es bésica para la malacolo-
gia moderna, debido a que sus esténdares de
calidad son mayores que los del siglo XIX,
cuando se publicaba a veces con base en un pu-
flado de especimenes. Aqui se presenta un re-
sumen de las pruebas estadisticas con mayor
probabilidad de aplicacién en malacologia.

Desafortunadamente, es muy comun que
los investigadores apliquen a sus datos andli-
Sis estadisticos sin saber si éstos son adecua-
dos. Por ejemplo, se ha descubierto que el 54
% de los articulos publicados por €l prestigio-
so New England Journal of Medicine, usan
erréneamente la tradicional prueba T de Stu-
dent (Godfrey 1985).

Con los datos podemos querer obtener dos
tipos de resultados estadisticos: un resumen y
una prueba de hipotesis. Una buena introduc-
cion por su sencillez es Daniel (1982).

L as estadisticas de resumen son esclarece-
dorasy précticas. Por jemplo, en lugar de dar
a lector lalista de 5 000 mediciones de peso
de un bivalvo, la cual ocuparia varias paginas
gue nadie querrialeer, puedo mencionar que el
peso medio (“promedio”) es de 20.65 g (gra
mos), y que laminimaes 13.47 y lamaximade
33.26 g.

Las pruebas de hipotesis son las més cer-
canas a objetivo de la ciencia (conocer objeti-
vamente la naturaleza) y caen en seis grandes
tipos: 1) busqueda de tendencias en una varia-
ble 0 muestra, 2) probabilidad de que dos va
riables 0 muestras relacionadas provengan de
una poblacion (pero en este tipo de casos siem-
pre es posible que provengan de dos poblacio-
nesidénticas), 3) lamisma probabilidad del ca-
so anterior, para mas de dos variables 0 mues-
tras relacionadas, 4) probabilidad de que pro-
vengan de la misma poblacién dos variables o
muestras independientes, 5) lo mismo para
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maés de dos variables 0 muestrasindependientesy
6) lainterrelacion de dos 0 mas variables. Consi-
deraremos cada una de dllas, con giemplos.

Una variable o una muestra

Cuando hay una sola variable o una mues-
tra, normalmente se quiere evaluar la distribu-
cién de los individuos dentro de la muestra.
Por gemplo, para un estudio genético de la
distribucién de mutaciones en cefal épodos, po-
demos preguntar si laproporcion deindividuos
se distribuye al azar dentro de las categorias
“ectocopilos normales’, “ectocopilos ausen-
tes’ y “ectocopilos modificados’.

En estos casos son aplicables las pruebas
Binomial, Chi-cuadrado, Kolmogorov-Smir-
nov, Rachas y Distribucion de Poisson evalua-
da por G, Chi Cuadrado o Kolmogorov-Smir-
nov, segun las caracteristicas especificas de los
datos. Paraelegir laprueba dentro de esta cate-
goria, al igual que paralas siguientes, consulte
los detalles de cada prueba en €l libro de Zar
(1974) s susdatos requieren pruebas paramé-
tricasy el de Siegel (1956) s se trata de prue-
bas no paramétricas. Paralos analisis multiva-
riables, consulte a Manly (1986).

Dos variables o dos muestr as relacionadas

Cuando tenemos la oportunidad de que ca-
da sujeto sea su propio control, podemos mejo-
rar la confiabilidad del experimento.

Por giemplo, si probamos el efecto de un
repelente en dos gastropodos, dandoselo solo a
uno mientras €l otro se enfrenta a un placebo,
puede ser que el querecibié € repelente seale-
jO por otra razén, por ejemplo porque sea mas
resistente a los estimulos quimicos. Pero s
aplicamos unas veces €l placebo y otras el re-
pelente a un mismo individuo, y solo vemos €l
efecto repel ente cuando se usa el repelente ver-
dadero, sabremos que los resultados no se de-
ben a diferencias desconocidas entre los indi-
viduos experimentales.

Para estos casos, segun la escala, las prue-
bas correspondientes son McNemar, del Signo,
Wilcoxon, Walsh, Aleatorizacion y t-Student*.

Mas de dos variables o mas de dos
muestras relacionadas

Es un caso parecido a anterior, en que
cada individuo es su propio testigo o “con-
trol”, con la diferencia de que hay mas de un
tratamiento.

Modificando los gemplos anteriores, se
tratariade un individuo que, ademas del place-
bo, recibe dos 0 més repelentes en diferentes
oportunidades; las mismas plantas antes de ro-
ciarlas, después de rociarlas con repelente A,
después de rociarlas con el repelente B, etc.

Para estos casos, seguin la escala, las prue-
bas correspondientes son Cochran, Friedman'y
ANDEVA.

Dos variables o dos muestras
independientes

Aunque es deseable, no siempre es posi-
ble o préctico que €l sujeto de uno o méastrata-
mientos, sea su propio control. En este caso,
trata de corregirse € efecto usando muestras
muy grandes (por gemplo, desde centenares
hasta decenas de miles, segiin €l caso), con la
esperanza de que solamente difieran -de mane-
ra definida- en cuanto al tratamiento que esta-
mos estudiando.

Ejemplos de dos variables 0 muestras in-
dependientes, son: una comparacion de com-
portamiento entre calamares macho y hembra;
una evaluacion del efecto de cierto tratamien-
to en dos grupos de bivalvos, y un estudio de
la distribucién genética de dos poblaciones
aisladas de pulmonados.

Para estos casos, seguin la escala, las prue-
bas correspondientes son Fisher, Chi Cuadra-
do, Mediana, Mann-Whitney, Kolmogorov-
Smirnov, Wald-Wolfowitz, Moses, Aleatoriza-
cion y t-Student.

Mas de dos variables o mas de dos
muestras independientes

Cuando cada sujeto no es su propio control y
hay més de un tratamiento, tenemos un caso de
maés de dos variables 0 muestras independientes.
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Buenos g emplos de este caso son los
mencionados anteriormente, pero con varios
tratamientos. una comparacion de comporta-
miento entre calamares jovenes, de edad me-
diana y vigjos;, una evaluacion del efecto de
cierto tratamiento en cinco grupos de hivalvos
clasificados por tamario, un estudio de ladistri-
bucion genética de més de dos poblaciones ais-
ladas de pulmonados.

Para estos casos, segun la escala, las
pruebas correspondientes son Chi Cuadrado,
Mediana, Kruskal-Wallis y ANDEVA por
prueba de F*.

M edidas de asociacion: interrelacion
de dos o mas variables

Se quiere evaluar larelacion existente en-
tre varias variables. Si no hay relacion signifi-
cativa, podemos afirmar que ninguna de €ellas
es causa de la otra. Por gemplo, el hecho de
gue el grado de presencia de una especie de ba-
bosa en una planta, no se relacione con la pre-
senciade ciertaenfermedad en ella, nos permi-
te rechazar la hip6tesis de que la presencia de
la babosa produce los sintomas (con una pro-
babilidad, por gjemplo, del 5 %).

Si por el contrario, lahipétesis nulasere-
chaza, concluimos que hay correlacion entre
babosa y infermedad (son “coincidentes’” o
“concomitantes’), pero de ninguna manera
ello bastara para afirmar que |a babosa produ-
ce la enfermedad; ésta podria ocurrir en las
plantas mas jévenes, preferidas por esas ba-
bosas y por algln gusano subterraneo que si
transmite la enfermedad, pero que paso inad-
vertido para nosotros. Ademas de una sencilla
correlacion entre dos variables, las computa-
doras nos permiten medir las interrelaciones
de gran cantidad de variables (“estadisticas
multivariables”).

Las pruebas de significancia que se men-
cionan abgjo indican si hay relacion entre las
variables. En caso positivo (hay correlacion
significativa) se pueden usar pruebas para
identificar especificamente cuales casos son
diferentes. Tukey, Newman-Keuls, Duncan,
LSD y Scheffé.

De estas, suele ser mas conveniente el uso
de laTukey, que ademés de ser robusta (resiste
pequefias violaciones alos requisitos) tiene una
version no parameétrica de aplicacion general.

Las pruebas mas comunes en estos casos
son Contingencia por Chi cuadrado, Spear-
man, Kendall (Tau), Kendall, Pearson*, Bise-
rial, Regresion simple*, Regresién MUltiple y
|los Modelos log-lineales.

A partir de esta seccion se trata de datos de
mas de dos variables, ninguna de las cuales se
considera dependiente de las demas (“andlisis
multivariable”). Las desventajas de estas técni-
cas incluyen: a) necesidad de poblaciones nor-
malesy variables homogéneas, b) suponen que
en todos los casos se pudo medir todas las va-
riables (no hay casos faltantes 0 “missing va
lues’, aunque s son pocos se pueden sustituir
por valores promedio), ¢) no descubren relacio-
nes gque no sean lineales (irénicamente, € exa
men visual de los datos si puede descubrirlas).

Las pruebas basicas son Andlisis factorial,
Andlisis de Componentes Principales, Andlisis
de Apifiamiento o Grupos (“cluster”), Andlisis
de Funcién Discriminante, Correlacién Cang-
nicay Escala Multidimensional.

TECNICAS MOLECULARES

Las técnicas moleculares permiten anali-
zar frecuencias a élicas paradiscernir procesos
ecol 6gicos en poblaciones de moluscos, inclu-
yendo colonizacién, extincion e hibridizacion.
Al nivel deindividuos, permiten corroborar ac-
tos de dispersion y éxito reproductivo, por
gemplo. A nivel taxondmico, son Utiles en dis-
tinguir variedades, especies, subespecies y
otros niveles cuando ello no esfactible por téc-
nicas morfolégicas. Este tipo de andlisis se
realiza en tres niveles: los cromosomas, las
proteinasy el ADN.

En los cromosomas, se analizan su niime-
ro, forma, tamafio y bandas mediante la elabo-
racion de cariotipos. Las proteinas se identifi-
can indirectamente mediante una técnica lla
mada electroforesis. El ADN se puede analizar
en varios niveles: polimorfismos ADN nuclear,
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ADN mitocondrial, secuencias repetidas en se-
rie (tandem repeats) y secuenciacién de ADN.

Estas técnicas pueden aprenderse por
parte de la persona dedicada a la malacolo-
gia, pero mas frecuentemente las [leva a cabo
una persona especializada en técnicas mole-
culares. En general, se tiene que ser critico
con la validez de estas técnicas, pues es facil
sobreestimarlas.

FOTOGRAFIA

Lafotografia de moluscos vivos resulta de
especial valor si se asocia cada serie fotogréfi-
ca con especimenes en una coleccion, de ma-
neraque siempre se puedarevisar el especimen
fotografiado para obtener o corregir laidentifi-
cacion de la especie conforme avanza el cono-
cimiento taxonémico. En ocasiones, una espe-
cie que requiere dias de trabajo de laboratorio
para identificar un gjemplar preservado en a-
cohol, puede ser identificada casi de inmediato
S setiene el especimen vivo, por su coloracion
y comportamiento.

Existe una amplia gama de técnicas para
su uso cientifico (recomiendo particularmente
leer aHedgecoe 1977, adaptando mental mente
lo que dice a las caracteristicas de la moderna
fotografiadigital), recordando que lamejor fo-
tografia cientificano solamente es técnicamen-
te impecable, sino también ingeniosa, educati-
vay artisticamente buena (Durelli 1982).

Exposicion

Laexposicion (o cantidad de luz que alcan-
zaalapdicula) se gradiia de dos maneras. mo-
dificando laintensidad de laluz o bien €l tiem-
po que ésta incide sobre la pelicula o sensor.

En las camaras tradicional es, laintensidad
de la luz se gradia mediante un diafragma,
marcado “f” en la graduacion de la camara
Una aperturade f 5.6 permite la entrada al do-
ble de luz que unadef 8 (y la cuarta parte que
unadef 4). Enlasdigitales, se debe monito-
rear la intensidad luminica en el visor antes'y
después de tomar la fotografia.

Enfoque

El concepto de enfoque se refiere Smple-
mente a hecho de que la imagen quede nitida o
borrosa. En fotografia cientifica suele ser desear
ble lanitidez y se requiere un enfoque cuidadoso,
que desafortunadamente no siempre es posible
hacer d trabgar con animaes muy maviles. El
problemadel enfoque variacon € tipo de lentey
es particularmente dificil con moluscos pequefios.

Iluminacioén

Las reglas basicas de iluminacién son sen-
cillas: s hay zonas muy clarasy muy oscuras, se
favorece d efecto derelieve; s lailuminacion es
semgante en todo € sujeto, éste se“aplana’.

Tanto para micro como para macrofoto-
grafia, pueden resolverse muchos problemas
deiluminacion con el uso de técnicas normales
en otras ramas de la fotografia.

Estas técnicas incluyen pantallas (por
gemplo, trozos de tela blanca entre la fuente
deluz y € objeto, para suavizar las sombras),
reflectores (Iaminas de cartén forradas en pa-
pel metalico, parareflgjar laluz hacialas par-
tes menos iluminadas) y reflectores (espejos
cocavos 0 lamparas que producen un haz de
luz concentrada o “ spotlight™).

Experimente con todos ellos. Hay que re-
cordar que €l calor de las lamparas puede da-
flar alos moluscos vivos e incluso a las partes
blandas de | os especimenes preservados, parti-
cularmente si son pequefios. Existen lamparas
de fibra éptica, pero los laboratorios con pre-
supuesto limitado pueden usar como filtro efi-
caz contra el calor un recipiente con agua pura
entre el especimen y la lampara (la luz debe
atravesar a menos ocho centimetros de agua).
Con especimenes muy peguefios, el destella-
dor o “flash” suele ser obligatorio y no tiene
problemas de calentamiento del g emplar.

Fondo
El fondo contra el cua se fotografia de-

pende del sujeto: s deseamos resaltar caracte-
risticas del sujeto, el fondo debe ser sencillo,



INTERNATIONAL JOURNAL OF TROPICAL BIOLOGY AND CONSERVATION 9

para que no interfiera. Si por el contrario que-
remos mostrar, por gjemplo, dénde vive un
molusco, el fondo debe resaltar.

En fotografia en color suele ser preferible
un fondo liso blanco o negro; si se usa fondo
en color, no debe falsear o competir con los co-
lores del sujeto.

Cuando trabajamos en blanco y negro, po-
demos usar fondos blanco, negro, gris o natural.

El fondo blanco suele ser el mejor, particu-
larmente para sujetos oscuros. En laboratorio se
puede usar como fondo blanco papdl, tela, € la-
do mate de un “papel de duminio” y hasta un
vidrio fuertemente iluminado por detrés. Los
mismos materiales sirven en e campo, pero
también suele usarse un cielo claro.

En fotografias impresas (libros, revistas,
etc.) el fondo blanco suele aparecer ligeramen-
te gris. Si no desea eso, consulte a impresor
sobre cOmo preparar una “mascard’.

Cuando los moluscos son claros se usa
fondo negro, preferiblemente un pafio de ter-
ciopelo grueso. El fondo gris es inconveniente
en fotografias que apareceran publicadas, pues
suele reproducir mal.

Cuando es imprescindible usar fondos na-
turales (vegetacion, arena, etc.) hay que asegu-
rarse de “separarlos’ del sujeto. Esa separacion
se logra desenfocando el fondo, iluminandolo
menos (por g emplo, usando flash para el suje-
to) u oscureciéndolo con filtros, si es de dife-
rente color que el sujeto.

Filtros

Los filtros son el recurso menos conocido
y utilizado por los fotografos cientificos. Su
funcion puede ser a) filtrar un color, b) polari-
zar y 3) reducir laintensidad de la luz.

El filtro polarizador permite reducir los
efectos de los destellos y reflegjos. Se usa para
disminuir reflejos al fotografiar moluscos
acudticos.

A diferencia de los filtros anteriores, que
se colocan frente a lente, los filtros reductores
de intensidad se ponen frente alalampara (ra-
ravez son necesarios).

Es Gtil saber quelosfiltros ultravioleta co-
rrientes no degjan pasar la luz ultravioleta, pero
existe un tipo especial, usado por ejemplo para
estudiar como ven los artropodos, que Unica-
mente deja pasar laluz ultravioleta.

La mayoria de los moluscos requieren un
|ente macrofotogréafico. Requiere un minitripo-
de 0 aun megjor, colocar la camara sobre una
bolsa de arroz o arena, lo cua permite graduar
su inclinacién y eliminar las vibraciones. Un
flash automético suele ser muy Util, y con len-
tes de /32 se logra una excelente profundidad
de campo.

En laboratorio, e lente macrofotogréfico
permite fotografiar desde 1x hasta 40x, hacien-
do innecesario & microscopio de diseccion.
Cuando se trabaja con moluscos transparentes o
con patrones de tonaidad leves pero importan-
tes, conviene sumergirlos en agua. Loslentesde
mayor distancia focal dan menor distorsion de
imagen y es recomendable usar exposiciones
cortas, pues la vibracién causa desenfoque.

Microfotografia

La fotografia con microscopio es béasica-
mente fotografia macro llevada a extremo y
presenta sus mismos problemas también en gra-
do extremo. Me refiero al microscopio de luz,
pues €l electrénico viene especialmente disefia
do para resolver muchos de estos problemas.

El enfoque es particularmente delicado y
solamente la experimentaci én puede descubrir
|as condiciones éptimas de microfotografia pa-
ra su caso particular, segin el equipo del que
usted disponga. La ventaja con las camaras di-
gitales es que se puede repetir la fotografia ca-
si deinmediato si algo sale mal.

Lavisibilidad de las estructuras es un pro-
blema que se resuelve con las mismas técnicas
usadas para observar preparaciones microsco-
picas. Aqui es especialmente recomendable
aprovecharse de los filtros (un filtro azul suele
ser basico para corregir € color de lalampara
del microscopio).

El uso de luz polarizada también es Util
con sujetos transparentes, aunque una nueva
técnica desarrollada por Francisco Hernandez
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(Universidad de Costa Rica) resuelve funda-
mentalmente el problema de la transparencia
en sujetos muertos si se les recubre primero
con el “cobertor i6nico” usado en microscopia
electronica 'y entonces se les observa con mi-
croscopio de luz.

Casos especiales

Las principales técnicas especiales son la
estereofotografia, y la fotografiainfrarojay la
ultravioleta.

Estereofotografia

La estereofotografia produce dos fotogra-
fias ligeramente diferentes, que vistas simulta-
neamente dan laimpresion de profundidad. Es
muy Util para ver el volumen de las conchas.
Para preparaciones con microscopio de luz y
electronico, selogra asi: tomamos una primera
fotografia, giramos un poco € sujeto hacia la
izquierda, y tomamos una segunda fotografia.
Mientras més se gire €l sujeto -dentro delo ra-
zonable- mayor sera el efecto de relieve.

Fotografia infrarroja

Lafotografiainfrarroja, que requiere un
tipo de pelicula especial, permite por gjemplo
ver através de la neblinay fotografiar de no-
che sin usar flash (alo sumo, usa un flash in-
frarrojo que esinvisible para nosotros). El en-
fogque serealizacon lamarcarojadel lente, pe-
ro €l resto de sus normas son similares alas de
lafotografia corriente.

Su uso inicial fue principalmente descu-
brir documentos falsificados, leer cartas en so-
bres cerrados, etc., pero en biologia tiene una
amplia gama de aplicaciones, interesando a la
malacologia €l distinguir patrones estructura-
les en fosiles y mostrar detalles en microfoto-
grafia (Anénimo 1961).

Fotografia ultravioleta

La fotografia ultravioleta tiene usos si-
milares alos de al infrarroja, pero no requie-
re una pelicula especial. Basta la pelicula co-
rriente en blanco y negro o color, junto con
luces de arco como las usadas en los cines y

filtros ultravioleta. Son necesarias exposicio-
nes largas (por gjemplo, ocho segundos) y
proteccion para los 0jos.

ILUSTRACION

A pesar del desarrollo de la fotografia di-
gital, todavia suele resultar necesario dibujar
especimenes y sus partes, sea por técnicas tra-
dicionales 0 mediante técnicas de dibujo por
computadora.

Para darse una idea de la generalidad del
molusco, obsérvelo con los ojos semicerrados.
En lo posible téquelo y familiaricese con la
formay latextura. Coldquelo en posicion con
plasticina o toallas de papel hUmedasy arruga-
das. Use un fondo blanco paratrabajar con ob-
jetos sencillos y uno oscuro si tienen muchos
detalles.

La perspectiva corresponde ala maneraen
que ladistancia afecta la apariencia de | os suje-
tosy es explicada por la geometria euclidiana.

La perspectiva tiene dos reglas smples:

1. Laslineas paralelas que se algan pare-
cen converger en un punto distante.

2. Los objetos mas | gjanos se ven mas pe-
quefios y menos definidos.

Una buena ilustracion cientificaes ala
vez realista (precisa) y artisticamente agrada-
ble. A diferencia de la fotografia (que docu-
menta un hecho cientifico), la ilustracion in-
terpreta a sujeto (Herdeg 1973, Wood 1979,
Walker 1980).

El ilustrador omite |os detalles superfluos,
enfatiza lo importante sin distorsionar, recons-
truye a partir de fragmentos, idealiza (produ-
ciendo un giemplar “tipico” apartir delavarie-
dad de gjemplares reales), “corrige” partes da-
fadas o faltantes en el gjemplar y puede situar-
lo en un ambiente realista, recreando la vida.

Existen compases especiales (“propor-
tional dividers’) que automaticamente amplifi-
can o disminuyen las medidas a la escala del
dibujo. También puede usarse un vidrio opaco
situado como pantalla entre el observador y el
dibujo y, para material visto a microscopio,
una camara lucida o un objetivo con malla.
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Hay proyectores para dibujo (“lazy lucy”) y se
pueden proyectar diapositivas o calcar fotogra-
fias. La escala del dibujo también puede cam-
biarse mediante reducciones o ampliaciones de
fotocopiadora (en grados extremos, causan dis-
torsién: pruebe primero con papel cuadricula-
do para medirla). Todos estos métodos sirven
para hacer la generalidad del dibujo, pero los
detalles deben hacerse manual mente.

Si no se trabaja directamente sobre la
superficie final de dibujo, puede calcarse con
papel pergamino, o usar los sistemas de pun-
tos perforados, fotocopiado, papel carbéon o
papeles especiales de transferencia (“tracing
paper”).

La esfera es excelente para estudiar 1os
efectos de luz y sombra, que tienen cuatro va-
lores: brillo, sombra intermedia, sombra densa
y reflgjo. Recuerde que por convencién, laluz
debe venir desde arriba alaizquierda. La som-
bra reflejada es una deformacion del contorno
del objeto y ayuda a establecer su morfologia.

Muchos especimenes malacol ogi cos tie-
nen partes que son transl(cidas o de apariencia
acuosa que es dificil de dibujar. Practique con
una esfera de aceite de higado: preste gran
atencién a papel del segundo brillo en dar la
apariencia liquida.

Hay un sombreado incluso en los dibu-
jos lineales, que se basa en €l grosor de las li-
neas: las zonas oscuras se indican con lineas
mas gruesas.

L os tipos béasicos de sombreado son los
siguientes: lineas de contorno de grosor fijo o
variable, punteado (real o con “coquille-
board”), pincel (acuarela o tinta), grafito en
polvo, lapiz de grafito o ceroso y pistola (“air
brush”). Un buen recurso para corregir o dar
toques de brillo, es e uso de pigmento blanco
(pintura, tinta especial) o raspado mediante
bisturi o borrador (normal o eléctrico). Hay
equivalentes digitales de todas estas técnicas.

L os rotul ados se agregan con la computa-
dora. Es preferible que cada rétulo quede tan
cerca de la estructura correspondiente, que no
sea necesario agregarle lineas indicadoras; en
tal caso cada rétulo queda a una distancia fija
de la estructura. Si hay lineas indicadoras,

conviene alinear todos los rétulos al margen
izquierdo. Lea los rétulos en voz ata para
identificar los mejores lugares para separar
oraciones.
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