TESIS DEFENDIDA POR
Izbelt Citlalli Reyes Hernandez
Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE

Dra. Ana Denise Re Araujo
Director del Comité

Dr. Femando Diaz Herrera
Miembro del Comité

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Miembro del Comité

Dra. Maricela Flores Ibarra
Miembro del Comité

M. en C. Luis Humberto Mendoza Garcilazo
Miembro del Comité

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez

Coordinador del programa de
posgrado en Ciencias

Dr. David Hilario Covarrubias Rosales

Director de Estudios de Posgrado

8 de Diciembre de 2009



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION SUPERIOR
DE ENSENADA

D=

CICESE

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS
EN BIOTECNOLOGIA MARINA

TEMPERATURA PREFERIDA, TERMOTOLERANCIA'Y CONSUMO DE
OXIGENO EN JUVENILES DE BOTETE DIANA

(Sphoeroides annulatus, Jenyns 1842)

TESIS

que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
MAESTRA EN CIENCIAS

Presenta:
IZBELT CITLALLI REYES HERNANDEZ

Ensenada, Baja California, México, Diciembre de 2009.
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Marina. Ensenada, Baja California. Diciembre 2009.

TEMPERATURA PREFERIDA, TERMOTOLERANCIA Y CONSUMO DE OXiGENO EN
JUVENILES DE BOTETE DIANA (Sphoeroides annulatus, Jenyns 1842)

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Denise Re Araujo
Directora de Tesis

Se evaluaron las respuestas a la temperatura de juveniles de botete diana (Sphoeroides
annulatus) aclimatados a 19, 22, 25, 28 y 31°C, determinando de la temperatura preferida
(TP), el consumo de oxigeno (VO,), la temperatura 6ptima de crecimiento (TOC) vy la
temperatura critica maxima (TCM).

Las TP obtenidas por el método agudo para las diferentes temperaturas de aclimatacién
(TA) fueron 28.2, 26.7, 27.8, 23.5 y 26.3 °C, respectivamente. El consumo de oxigeno fue
diferente significativamente de acuerdo con la temperatura de aclimatacién (0=0.05), los
peces aclimatados a 19°C presentaron el mayor VO, (78.5 mgO,h?*Kg'p.h.) y los
aclimatados a 31°C presentaron el menor VO, (43.3 mgO,h™*Kg'p.h.). El efecto de la TA
sobre la tasa de VO, se evalud a partir de Qyq, en el intervalo de 25 - 28°C el valor Qo fue
1.33; a temperaturas de 19-22, 22-25 y 28-31 °C el valor Qq fue 0.62, 0.32 y 0.52. La TP
fue independiente de la TA (r=0.462), la TP final fue de 26.7°C, en un intervalo de 25 —
28°C de acuerdo con el VO, y la TOC se estimd en 25.93°C. La tolerancia térmica se
determiné a través de la TCM, la cual aumentd conforme la TA de manera significativa
(=0.05) de 37.7 a 41.3°Cy la tasa de respuesta a la aclimatacion (TRA) fue de 0.22 a 0.38.

El botete diana, Sphoeroides annulatus, puede cultivarse en zonas subtropicales o en
condiciones controladas de temperatura; se recomienda mantener la temperatura del
agua de cultivo a 26 + 2°C para favorecer el crecimiento y evitar el estrés térmico.

Palabras Clave: Sphoeroides annulatus, temperatura preferida, temperatura critica
maxima, consumo de oxigeno, temperatura optima de crecimiento.



ABSTRACT of the thesis presented by lzbelt Citlalli Reyes Hernandez as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in MARINE
BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, México December 2009.

TEMPERATURE PREFERENCE, THERMAL TOLERANCE AND OXYGEN CONSUMPTION IN
JUVENILE BULLSEYE PUFFER (Sphoeroides annulatus, 1842)

Temperature response was evaluated in Sphoeroides annulatus juveniles acclimated at 19,
22, 25, 28 and 31°C by the determination of thermal preference (TP), oxygen consumption
(VO,), optimum growth temperature (OGT) and critical thermal maxima (CTMax).

The TP determined by the acute method at different acclimation temperatures (AT) was
28.2, 26.7, 27.8, 23.5 and 26.3 °C respectively. The oxygen consumption was significantly
different according to AT (a=0.05), fish acclimated to 19°C showed the maximum VO,
(78.5 mg0O,h™Kg™'p.h.) and the fish acclimated to 31°C showed de minimum VO, (43.3
mg0,h*Kg'p.h.). The effect of AT on VO, rate was evaluated by Qiq, in the range of
temperature 25-28°C the Qq0 quotient was 1.33, for 19-22, 22-25 and 28-31 °C the Qg
qguotient was 0.62, 0.32 y 0.52. The TP was independent of acclimation temperature AT
(r=0.462), the final TP was 26.7°C in an interval of 25 — 28°C according with the VO, and
the OGT was estimated in 25.93°C. The thermal tolerance was determined by CTMax; the
CTMax increased significantly (a=0.05) with increasing AT from 37.7 to 41.3°C and the
acclimation temperature response ratio (ARR) was between 0.22-0.38.

The bullseye puffer (Sphoeroides annulatus) can be cultured in subtropical regions or in
temperature controlled conditions; is recommend to maintain the culture water
temperature about 26 ==2°C for enhance the growth and to avoid the thermal stress.

Keywords: Sphoeroides annulatus, thermal preference, oxygen consumption, critical
thermal maxima, optimum growth temperature.
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l. Introduccion

La familia Tretaodontidae agrupa a mas de 120 especies de peces globo, los cuales en su
mayoria son marinos, encontrandose principalmente en aguas tropicales y subtropicales
de los océanos indico, Pacifico y Atldntico. Algunas especies habitan aguas dulces de Africa
y el sur de Asia. En esta familia se incluyen 19 géneros con caracteristicas comunes como
carencia de escamas y de aleta pélvica; capacidad de expandir su cuerpo 2 o 3 veces de su
tamafio normal; boca pequefia, mandibula fuerte y los bordes afilados de estd actian
como denticién; branquias con apertura limitada y cubiertas por piel continua de cuerpo;
algunos poseen ademas tetrodotoxina (TTX) o neurotoxinas relacionadas principalmente

en las visceras (Bond, 1996; Cavendish, 2001; Tyler y Holcroft, 2007).

En Asia los peces globo son muy apreciados y han sido consumidos durante siglos; mas de
20 especies son capturadas en el Mar de Japdn, el Mar Amarillo y el Mar del Este de China.
Takifugu rubripes en Japén y Takifugu obscurus en Korea y China son las dos especies mas
cultivadas a escala comercial. El pez globo tigre, Takifugu rubripes se cultiva desde 1960,
es de los peces marinos mas importantes y con mas alto precio en el mercado (Foreign

Fishery Developments, 1989; Kikuchi, 2006 y Chavez-Sanchez, 2008).

El botete diana Sphoeroides annulatus Jenyns (1842), se distribuye desde el sur de
California, hasta Peru, incluyendo el Golfo de California y las Islas Galapagos. Esta especie
es tolerante a diferentes salinidades, pudiéndosele encontrar en estuarios o en areas de
agua dulce; en época de reproduccién entra a lagunas costeras donde desova, mas tarde
los juveniles migran a aguas costeras y los adultos migran a zonas neriticas, habitando

fondos turbios y arenosos, preferentemente en la plataforma poco profunda entre 20 y



40m, asi como en dareas protegidas entre bahias (Sanchez-Cardenas, et al., 2007; Chavez-

Sanchez, 2008; Froese, 2009).

Figura 1. Distribucidon de la especie Sphoeroides annulatus

En México el botete diana es considerado una especie comestible que puede consumirse
sin riesgo con un adecuado manejo al remover las visceras. La explotacion comercial se
inicié en 1972 en Mazatldn; por afio se pescan alrededor de 700 toneladas y su consumo
se ha dado principalmente en la costa noroeste del pais. Actualmente es una especie de
alto valor comercial ($125m.n./Kg), debido al color, textura y sabor de su carne, su
demanda en el mercado estda en aumento y posee potencial para exportacidon (Arias-
Rodriguez, et al., 2004; Ochoa, et al., 2002; Ochoa, et al., 2006; Sdnchez-Cardenas, et al.,
2007).



El cultivo e investigacidon de esta especie de pez globo se inicid en el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) en Mazatlan, México, en 1996; donde se
han realizado estudios referentes a reproduccién, crianza, nutricién, enfermedades, entre
otros. Los avances logrados en la induccion al desove, calidad de ovocitos, supervivencia
larval y de juveniles han resultado en la obtencidn de densidades cercanas a las requeridas

para la produccion comercial (Chavez-Sanchez, 2008).

Desde 1997 hasta hoy, anualmente, se ha reproducido botete diana en cautiverio en el
CIAD. Recientemente, a mediados de 2008 el Centro de Reproduccién de Especies
Marinas del Estado de Sonora (CREMES) obtuvo su primera produccién (Chavez-Sanchez,

2008; Aguilera, 2008).

En términos de su biologia Sphoeroides annulatus es indicado para la acuicultura, es
eurihalino (0-35gL™) con alta tolerancia a la temperatura (25-30°C) en condiciones de
cultivo. En estudios realizados en huevos fertilizados, se observd que la temperatura y
salinidad afectan significativamente la mortalidad embrionaria y la supervivencia a la
cosecha de los peces; la maxima tasa de cosecha se obtuvo a 28°C de temperatura y 35gL™
de salinidad. Sin embargo hacen falta estudios fisiologicos para determinar la tolerancia a
cambios de temperatura y temperatura éptima de crecimiento en juveniles para mejorar

la acuicultura de esta potencial especie (Chavez-Sanchez, 2008).

La temperatura es uno de los factores ambientales que mas afectan el comportamiento
animal, la fisiologia, el tamafio de la poblacién y la distribucion geografica. En general, las
actividades vitales ocurren en un intervalo de 0-40°C y la mayoria de los animales vive
entre limites mucho mds estrechos. Normalmente durante etapas de desarrollo, el
intervalo de temperatura es mas limitado que para la supervivencia de los adultos. La

termorregulacién es un mecanismo que los organismos usan para mantener sus funciones



vitales relativamente estables e independientes de los cambios de temperatura (Prosser,

1991; Diaz et al., 2004; Schaefer y Ryan, 2006).

Los ambientes acuaticos son tipicamente heterogéneos y variables en relacion a la
temperatura, haciendo que esta sea especialmente importante en la biologia y ecologia de
animales acudticos; este factor controla, limita y activa mecanismos fisiolégicos y de
comportamiento de los organismos. Por ejemplo, la temperatura influye en la migracion,
desove, crecimiento, habilidad competitiva, resistencia a parasitos, enfermedades y
contaminantes. Los organismos acuaticos deben tolerar cambios de temperatura del agua,
a través de procesos de ajuste fisiolégico y de comportamiento (Armour, 1991; Diaz et al.,

2004).

En el caso de los peces la mayoria son ectotermos es decir, su temperatura corporal se
ajusta a la temperatura de su ambiente, esto se debe principalmente a que la mayoria de
los peces obtienen oxigeno del agua (respiracién branquial). El agua tiene relativamente
un contenido bajo de oxigeno disuelto y una enorme capacidad térmica; haciendo que se
de un rapido intercambio de calor. Mds aun, la ubicacién de los vasos sanguineos en el
cuerpo vy las branquias facilita el intercambio de calor con el medio. Alternativamente
pueden existir variaciones en la temperatura en el curso del tiempo, durante el dia (peces
intermareales, peces de desierto) y/o estacionales (peces de zonas templadas). Sin
embargo muchos peces son capaces de seleccionar un nicho térmico particular a través

del comportamiento termorregulatorio (Crockett y Londraville, 2006).

Factores como; la salinidad, el pH, el oxigeno, el fotoperiodo, el tamafio y edad de los
organismos, el sexo, el estadio del ciclo de vida, los depredadores, la dieta, entre otros,
actuan simultdneamente haciendo que el estudio de la fisiologia térmica en ectotermos
sea compleja; sin embargo se han desmostrado comportamientos particulares que son

regidos solamente por limites fisioldgicos de temperatura (tolerancia térmica). Las



respuestas de los peces a la temperatura se dividen en tolerancia, resistencia y

preferencia (Jobling, 1981; Armour, 1991; Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

El intervalo de temperatura a la cual los organismos se congregan o pasan mas tiempo es
definido como temperatura preferida o preferencia térmica; y representa el espacio
térmico en el cual los procesos que controlan la actividad de un pez son efectivos, por

tanto su rendimiento fisico es aumentado y optimizado (Luna-Figueroa, 2003).

Utilizando la definicién de Fry (1947) se reconocen dos mediciones de preferencia
térmica: aguda y final. En la aguda, usualmente determinada entre las primeras dos horas
después de la inmersidn, los organismos son fuertemente influidos por las temperaturas
de aclimatacion. La preferencia final es determinada después que los animales han tenido
un periodo suficiente de tiempo para gravitar hacia una region de preferencia térmica

(Kita et al., 1996; Diaz et al., 2004).

La temperatura preferida final coincide con la temperatura dptima para varios procesos

fisiolégicos, particularmente para el crecimiento (Tsuchida, 1995).

El aumento de temperatura, dentro de ciertos limites, acelera la mayoria de los procesos
fisioldgicos, lo cual puede utilizarse en beneficio de la produccion acuicola, por ejemplo se
puede incrementar la tasa de crecimiento reduciendo el periodo de cultivo. Sin embargo
temperaturas mas allda del limite Optimo afectarian adversamente la salud de los
organismos, produciendo estrés metabdlico, incluso promoviendo la proliferacion,
invasion y virulencia de microorganismos patogenos (Schmidt-Nielsen, 1997; Das, et al.,
2005; Sarma, et al., 2008). La temperatura es el mayor factor que influye directamente
sobre el metabolismo afectando todos los procesos fisioldgicos en ectotermos, tales como
ingestion alimentaria y eficiencia nutricia. De esta manera la temperatura del agua afecta

directamente el crecimiento en peces (Das, et al 2005).



La tasa metabdlica representa la tasa de consumo, transformacion y asignacion de energia
para los procesos biolégicos. El conocimiento de la tasa metabdlica de un organismo a
diferentes temperaturas provee indicios de sus requerimientos energéticos en diferentes
ambientes. La tasa respiratoria, medida en términos del consumo de oxigeno ha sido
comunmente usada como una aproximacion a la tasa metabdlica en animales acuaticos y
terrestres. La tasa metabdlica estdndar corresponde al consumo de oxigeno observado en
un individuo en reposo en condicién post-absorcidn. La tasa metabdlica de rutina describe
un organismo que su alimentacién, crecimiento, produccion de productos sexuales,
actividad espontanea o cualquier otra actividad eleva su tasa metabdlica estandar y se
presume que representa los niveles caracteristicos del gasto energético en el medio
natural. Debido a que el estrés y la actividad son rara vez controlados, usualmente los
valores de tasa metabdlica estandar de organismos acuaticos encontrada en la literatura

es mas bien tasa metabdlica de rutina (Daoud et al., 2007).

Dentro del intervalo de temperatura que un animal puede tolerar, la tasa de consumo de
oxigeno se incrementa conforme aumenta la temperatura. Estimar el efecto en la tasa de
consumo de oxigeno es una expresion conveniente de la actividad metabdlica total de un
organismo. Generalmente un aumento de 10°C causa un incremento de alrededor de dos
o tres veces sobre la tasa de consumo de oxigeno. Este proceso de aceleracién se describe
con una ecuacion exponencial, que puede expresarse de forma logaritmica (Qy0). Cuando

se observan tasas a dos temperaturas diferentes se aplica la siguiente ecuacion:

Qo= (R2/R)MI0/To-T1) (1)

donde R; es la tasa de consumo de oxigeno 1; R, la tasa de consumo oxigeno 2; T,

y T, la temperatura 1y 2 respectivamente. (Schmidt-Nielsen, 1997)



La temperatura preferida final puede ser estimada indirectamente a partir de la relacién
entre el consumo de oxigeno y la temperatura de aclimatacién. El punto donde el valor de
Qio comienza a decrecer con el incremento de temperatura de aclimatacién es la

temperatura preferida (Das, et al 2005).

La tolerancia a la temperatura depende ampliamente de la historia de exposicién térmica
previa o aclimatacién. Graficando respuestas a la temperatura a diferentes temperaturas
de aclimatacion se definen zonas de tolerancia y resistencia. La temperatura critica
maxima (TCM) es el limite superior de la zona de resistencia, por encima de esta la
supervivencia es nula. La zona de tolerancia se delimita por la temperatura letal incipiente
superior ultima (UUILT) la cual es la temperatura mas alta a la que se puede aclimatar una

especie (Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

El método, representado por los conceptos de temperatura critica maxima (TCM) vy
minima, fue introducido por Cowles y Bogert (1944) con TCM definida como “el punto
térmico al cual la actividad locomotora se vuelve desorganizada y el animal pierde la
habilidad de escapar de las condiciones que inmediatemente le conducirian a la muerte”,
esta definicion posteriormente fue modificada por Lowe y Vance (1955) y estandarizada

por Cox (1974) y Hutchison (1961, 1976) (Lutterschmidt y Hutchison, 1997).

Conforme la temperatura aumenta los animales muestran una secuencia de respuestas
como aumento de actividad y desorientacidn; los peces presentan espasmos operculares
usualmente acompafiados por sacudidas, distension de las branquias y boca abierta. La
pérdida del equilibrio (LOE) fue designada como el punto final de la TCM por Paladino et
al. (1980) y Beitenger et al. (2000). LOE es un punto subletal; los organismos sobreviven si
son removidos inmediatamente y colocados en su ambiente previo. La temperatura critica
maxima (TCM) es un excelente indice para evaluar los requerimientos de la fisiologia

térmica de los organismos acuaticos siendo establecida por Paladino et.al. (1980);



Beitinger y McCaley (1990), como una herramienta poderosa para el estudio de la
fisiologia del estrés térmico y adaptacion en peces (Paladino et al., 1980; Beitinger vy
McCaley (1990); Lutterschmidt y Hutchison, 1997; Beitenger et al., 2000; Sarma, et al.,
2008).

La temperatura dptima de crecimiento (TOC) es definida como la temperatura a la cual los
peces tienen la mayor tasa de crecimiento cuando son criados bajo condiciones de
maxima o excesiva alimentacion. Jobling (1981) correlacioné indicadores de
requerimiento térmicos (tolerancia térmica, crecimiento dptimo y temperatura preferida
final) de diferentes estudios, la temperatura preferida final y la temperatura 6ptima de
crecimiento resultaron tener una buena correlacion (r=0.937), es decir la preferencia final
(PF) es un buen indicio de la TOC; mas tarde Tsuchida (1995) reporté una alta correlacién
entre TCM y PF (r=0.981). Kita et al. (1996) utilizando un respirdmetro disefiado para
minimizar estimulos externos y con camaras con espacio suficiente para permitir el
desplazamiento de los peces, calcularon la tasa de consumo de oxigeno equivalente al
metabolismo de rutina; encontrando que conforme aumentaba la temperatura de
aclimatacién, la tasa de consumo de oxigeno también se incrementaba, hasta llegar a
cierta temperatura donde comenzaba a disminuir gradualmente; estad temperatura critica

concidié cercanamente con la PF (Jobling, 1981; Tsuchida, 1995; Kita et al., 1996).

Es por todo esto que un manejo efectivo de los sistemas acuicolas requiere del
conocimiento de las temperaturas apropiadas para mejorar la produccién y supervivencia

los organismos cultivados (Das et al., 2005).



Il. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el comportamiento termorregulador y respuesta fisioldgica de juveniles de Botete
diana (Sphoeroides annulatus) aclimatados a diferentes temperaturas a través de: la
temperatura preferida, el consumo de oxigeno, la temperatura critica maxima y la

temperatura dptima de crecimiento.

1.2 Objetivos Particulares

e Determinar la preferencia térmica aguda con cinco temperaturas de aclimatacion

e Evaluar el efecto de temperatura de aclimataciéon sobre el consumo de oxigeno

e Estimar la temperatura éptima de crecimiento

e Evaluar el efecto de la temperatura de aclimataciéon sobre la tolerancia térmica
determinada a partir de la temperatura critica maxima (TCM) y calculando la tasa

de respuesta a la aclimatacién (TRA)
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Ill. Materiales y Métodos

lll.1 Mantenimiento de los organismos

Los peces Sphoeroides annulatus fueron obtenidos a través del Centro de Reproduccién
de Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES) (Convenio Especifico de Colaboracién
CIC 1C.4.2), los cuales fueron transportados via aérea y terrestre al Centro de
Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada (CICESE) e instalados en los
invernaderos del departamento de Biotecnologia Marina. Un total de 500 juveniles con
longitud total promedio de 6 cm, se mantuvieron en 12 acuarios de 400 litros y 2 de 2000L

a 21+ 1 °Ccon recambio constante de agua de mar (ANEXO).

Posteriormente 300 peces se aclimataron a las siguientes temperaturas 19, 22, 25, 28 y 31
11 °C distribuidos en 11 acuarios con aireacion constante y 35ppm de salinidad. La calidad
de agua en estos acuarios se mantuvo en dos modalidades, 5 con recambio de agua
constante y 6 con biofiltro. La temperatura se mantuvo con calentadores de 1000W
conectados a un controlador térmico Moeller CI-K3-125-M. A cada acuario se le aumento
o disminuyd 1°C cada dia para alcanzar las temperaturas experimentales antes

mencionadas.

11l.2 Temperatura Preferida

La determinacion de la temperatura preferida (TP) se hizo a través del método agudo, en
el cual se utilizé un gradiente térmico horizontal que consta de un tubo de PVC de 400cm
de longitud y 20cm de diametro dividido en 20 segmentos o camaras (Diaz et al., 2007). El

gradiente se forma al colocar un calentador de 1000W en uno de los extremos, al
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bombear agua fria desde el extremo opuesto proveniente de un enfriador Neslab HX-150
y eliminando la estratificacion en la columna de agua con piedras de aireacidén en cada
extremo y con una manguera de aireacion a lo largo de todas las camaras. La intensidad
luminosa se mantiene constante por medio de lineas de focos de luz incandescente y de

luz fluorescente. En cada camara hay un termémetro digital (Figura 2).

Figura 2. Gradiente horizontal térmico

Se utilizaron 100 peces aclimatados a 19, 22, 25, 28 y 31 £ 1 °C; 20 por cada temperatura
de aclimatacion y divididos en grupos de 5 organismos. Previo al experimento los peces se
mantuvieron en ayuno 24 horas, se les midio la longitud total, el peso himedo (Tabla | y I1)
y se les marco individualmente. El marcaje se realizé con tintura haciendo una pequena
marca con un sello de goma sobre el dorso del pez. La posicidn de la marca indicaba el
numero de individuo: en medio de los ojos el nimero 1, a nivel de las aletas pectorales el

numero 2, sobre la parte media del dorso el niumero 3, justo antes de la aleta dorsal el
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nimero 4 y entre la aleta dorsal y caudal el nimero 5. De esta manera el marcaje no

alteré la forma de nado y permitié identificar a simple vista a cada individuo (Figura 3).

Figura 3. Marcaje de los juveniles de S. annulatus

Cada grupo se introdujo al gradiente en la camara correspondiente a su temperatura de
aclimatacién. La ubicacion individual y las temperaturas de los segmentos fueron
registradas cada diez minutos durante dos horas y se hicieron cuatro repeticiones. Para
todos los grupos de peces provenientes de la misma temperatura de aclimatacién se tomé

el valor de la mediana como temperatura preferida.

111.3 Consumo de Oxigeno

Se midié el consumo de oxigeno de 50 peces aclimatados a 19, 22, 25,28 y 31 + 1 °C. Para
cada temperatura se utilizaron 10 organismos y se realizd una repeticion con un intervalo

de una hora entre cada medicion.

El equipo utilizado fue un respirometro semi-abierto, descrito por Diaz et al. (2007),
compuesto por un sistema de circulacion que intercambia agua a un maximo de 21
matraces de 2L, los cuales funcionan como camaras respiratorias que estan conectados
por medio de un sistema de valvulas y mangueras a un oximetro YSI 52 provisto de un
sensor polarografico con el cual se midié la concentracion de oxigeno (Diaz et al., 2007)

(Figura 4y 5).
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Figura 4. Respirometro semi-abierto con 21 cdmaras respirométricas

Los juveniles permanecieron en ayuno por 24 horas. Antes de iniciar el experimento se
midié el peso y longitud total (Tabla | y Il). Posteriormente fueron colocados en las
camaras respirométricas, minimo una hora antes de iniciar las mediciones de oxigeno para

evitar el estrés por el manejo.
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Figura 5. Oximetro YSI 52

Se tomaron las lecturas de oxigeno disuelto por cada camara al inicio del experimento y
una hora después de haber cerrado el sistema, para obtener por diferencia el consumo de
oxigeno de cada pez. Como control se utilizd una cdmara sin pez experimental para
corregir el consumo de oxigeno debido a la presencia de microorganismos dentro del
sistema. El consumo de oxigeno (VO,) de los organismos se expresé en mgO,h™*Kg’p.h.,

donde p.h. es el peso humedo.

111.4 Tolerancia térmica, temperatura critica maxima (TCM)

Se utilizaron 75 organismos, 15 por cada temperatura de aclimatacion, la cual tuvo una
duracion minima de 25 dias. Previo al experimento los peces se mantuvieron en ayuno
durante 24 horas, se pesaron y se marcaron en grupos de 5 individuos, de la misma forma

utilizada para la determinacién de la temperatura preferida (Figura 3).

La temperatura critica maxima se determind utilizando una tasa de calentamiento de agua
de un grado centigrado por minuto para permitir que la temperatura corporal de los peces
se acople a las temperaturas de prueba sin que se produzca un retraso entre la
temperatura del medio y la de los organismos (Hutchison, 1976, Lutteschmidt y Hutchison,

1997). Para ello se utilizaron acuarios experimentales de 50L de capacidad con agua a nivel
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de 10.5cm provistos con un calentador de 1000W y sujetos a una piedra de aireacién; con
esto se logré difundir el calor de manera uniforme y mantener una concentracidon de

oxigeno disuelto adecuada.

El experimento se realizd por grupos de 5 peces, hasta completar 15 organismos de cada
una de las temperaturas de aclimatacion. Una vez colocado un grupo en el acuario
experimental (a su temperatura de aclimatacion), se espero 20 minutos para evitar el
estrés por manejo, antes de comenzar a incrementar la temperatura (Pérez et al., 2003).
Durante el experimento una persona se encargd de medir el tiempo con un cronédmetro y
verificar las temperaturas con un termdmetro de mercurio; mientras otra persona
registraba la temperatura y el comportamiento indicador de estrés térmico que mostraban
los peces. La pérdida del equilibrio se considerd como punto final de la temperatura critica
maxima (Paladino, 1980) (Figura 6); al llegar a este punto los organismos se extrajeron e

inmediatamente se regresaron a la temperatura de aclimatacién de donde provenian.

Figura 6. Pérdida del equilibrio en juvenil de Sphoeroides annulatus

Se determind la TCM con la mediana de cada temperatura de aclimatacion y se calculd la
tasa de respuesta a la aclimatacion (TRA) cambio de tolerancia sobre el cambio térmico

total (Diaz et al., 2004).
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TRA=ATCM /AT (2)

donde TCM es la temperatura critica maxima y T es la temperatura de aclimatacion.

111.5 Analisis estadistico

Con los resultados de la temperatura preferida por los juveniles de botete diana se realizé
un analisis de correlacion simple para determinar dependencia lineal con la temperatura de
aclimatacién. Los datos del consumo de oxigeno, al igual que los datos de la temperatura
critica maxima se sometieron a pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza; se
aplico el andlisis de varianza de una via y la prueba a posteriori de Tukey de comparacion
multiple para determinar la diferencia significativa (a0 = 0.05) entre las temperaturas de

aclimatacién (Zar, 1996; Dietrich y Kearns, 1989).

Los datos fueron procesados con los programas Excel 2007, Statistica 6, SigmaStat 3.1 y

graficados en cajas de paralelo mediante el programa Sigmaplot 11.0.



Tabla I. Peso himedo de S. annulatus utilizados en las
determinaciones. Temperatura de aclimatacion TA,
temperatura preferida TP, Consumo de oxigeno (VO,),
Temperatura critica maxima (TCM), MediazD.E.

AT Peso humedo (g)

(°C) TP VO, TCM
1911 30.9+4.2 186+15 17.9+2.6
2211 48.4+6.1 23.8+25 23.0+x4.6
25+1 73.6+16.7 420+6.0 31.7+6.7
281 57.6+18.3 339+6.6 39.8%6.1
31t1 56.9+13.1 348+55 34.8+9.9

Tabla Il. Longitud total de S. annulatus utilizados en las
determinaciones. Temperatura de aclimatacion TA,
temperatura preferida TP, Consumo oxigeno (VO,),
Temperatura critica maxima (TCM), MediazD.E.

AT Longitud total (cm)

(°C) TP VO, TCM
1911 10.5+£0.6 8.3+0.7 8.1+0.7
22+1 11.8+£0.7 95+04 9.3+0.8
25+1 145+1.3 11.3+0.3 12.0x1.0
28+1 134+1.3 10.5+0.7 105+ 1.0

311 13.0£1.3 104+ 0.6 11.0+1.2

17
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IV. Resultados

IV.1 Temperatura Preferida

Los peces aclimatados a 19, 22 y 25 °C prefirieron temperaturas mas altas, mientras que los
aclimatados a 28 y 31°C prefirieron temperaturas mds bajas, con respecto a sus
temperaturas de procedencia. El coeficiente de correlacion de Pearson (r=0.462) mostrd
que no hay correlacidon entre temperaturas. Las temperaturas preferidas por los juveniles
de S. annulatus fueron independientes de la temperatura de aclimatacion. Por esto se
considerd 26.7°C como la temperatura preferida final, la cudl se obtuvo con el valor de la

mediana de todos los datos (Tabla Ill, figura 7).

Tabla lll. Preferencia térmica aguda de juveniles de S. annulatus.
Temperatura de aclimatacion TA; Temperatura preferida TP. Mediana e
intervalos de confianza.

TA (°Q) TP (°C) 25% 75%
19+1 28.2 25.0 30.3
22+1 26.7 22.9 29.0
25+1 27.8 24.6 30.4
28+1 23.5 21.4 26.9
31+1 26.3 23.6 28.7

A partir de la temperatura preferida final, se estimd la temperatura éptima de crecimiento
mediante la ecuacién de Jobling (1981):

Y =1.05X-0.53 (3)

donde X es crecimiento éptimo y Y preferencia final.

La temperatura 6ptima de crecimiento de los juveniles de S. annulatus de acuerdo con este

calculo es de 25.93°C.
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Figura 7. Temperatura preferida de juveniles de S. annulatus determinada por el método agudo. La zona

delimitada por los puntos representa los intervalos de confianza de las medianas al 95%

IV.2 Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno fue diferente estadisticamente de acuerdo con la temperatura de

aclimatacién (o = 0.05). El valor de Q;9 muestra una mejor adaptacién del metabolismo

entre los 25y 28°C. Los valores obtenidos se muestran en la tabla IV.

Tabla IV. Consumo de oxigeno y valor Q;¢ en juveniles de S. annulatus
aclimatados a cinco temperaturas. Temperatura de aclimatacion TA,
consumo de oxigeno VO,. Media * DE

TA (°C) VO,(mgO*h™kg™p.h.) Intervalo térmico  Quo
19+1 78.5°
22+1 68.0° 19-22 0.62
251 48.3°¢ 22-25 0.32
28+1 52.6°¢ 25-28 1.33
31+1 43.3° 28-31 0.52
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Figura 8. Consumo de oxigeno (VO,) de juveniles de S. annulatus aclimatados a 19, 22, 25, 28 y 31 °C. La
zona delimitada por puntos representa los intervalos de confianza de las medianas al 95%.

IV.3 Temperatura Critica Maxima

La temperatura critica maxima aumento conforme a la temperatura de aclimatacién de
37.7 a 41.3 °C, mientras que la tasa de respuesta a la aclimatacion solo aumento de 19 a 22
y de 22 a 25°C. La TCM fue afectada significativamente por la temperatura de aclimatacién

(o0 = 0.05). Los datos se muestran en la tabla V y figura 9.

Tabla V. Temperatura critica maxima y tasa de respuesta a la aclimatacion en juveniles de S.
annulatus. Temperatura de aclimatacion TA, temperatura critica maxima TCM, tasa de
respuesta a la aclimatacion TRA. Mediana, intervalos de confianza

TA (°C) TCM (°C) 25% 75% Intervalo TRA
térmico
19+1 37.7% 37.5 38.1
22+1 38.8° 38.6 39.1
25+1 40.0° 39.5 40.3 19-25 0.38
28+1 40.9 ¢ 40.4 41.0 22-28 0.35

31+1 41.3° 41.0 41.7 25-31 0.22
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Figura 9. Temperatura critica maxima (TCM) de S. annulatus aclimatado a diferentes temperaturas. La zona
delimitada por puntos representa los intervalos de confianza de las medianas al 95%.
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V. Discusion

El intervalo de temperatura preferida final en juveniles de Sphoeroides annulatus fue
independiente de la temperatura de aclimatacién previa. Estos resultados fueron similares
a los reportados por Kelsch y Neil (1990) en Oreochromis mossambicus; por Tsuchida
(1995) en peces marinos japoneses como Clupea pallasi, Sardinops melanostictus,
Oncorhynchus keta, Trachurus japonicus, Pseudocaranx dentex, Lateolabrax japonicus y
Sebastes schlegeli; por Kita et al. (1996) en Sebasticus marmoratus; por Pérez et al. (2003)
en Pterophyllum scalare y por Diaz et al. (2007) en Micropterus salmoides. De acuerdo con
Johnson y Kelsch (1998) la relacion temperatura-preferencia puede ser positiva,

independiente o negativa en funcion de la temperatura de aclimatacion.

Los peces estan adaptados a las temperaturas del ambiente al que han sido expuestos; la
temperatura preferida estd relacionada con la magnitud del régimen térmico
experimentado por estos. Los peces adaptados a ambientes con poca variacion térmica
anual o posiblemente con fluctuaciones de temperaturas a lo largo del dia o sub-
estacionales, exhiben relaciones independientes a la temperatura de aclimatacién. Por esto
la temperatura preferida final puede usarse como medida de la temperatura seleccionada
y como un indice de la magnitud de las temperaturas a las cuales la especie estd adaptada

(Kita et al., 1996; Johnson y Kelsch, 1998; Pérez et al., 2003).

Los organismos ectotermos termorregulan a través de comportamientos, seleccionando
habitats térmicos favorables y evadiendo los desfavorables; la temperatura preferida es
probablemente la que permite que los organismos utilicen la mayor cantidad de energia
disponible para canalizarse a funciones como reproduccion, crecimiento, actividad vy
supervivencia. Los organismos se encuentran fisiolégicamente estables a la temperatura
preferida, debido a que la temperatura afecta virtualmente todos los procesos bioquimicos

y fisioldgicos de los peces, esto considerando ademas que cada enzima posee una
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temperatura 6ptima y que factores biolégicos internos como la reproduccion y el mismo
crecimiento pueden afectar y cambiar los niveles 6ptimos de las funciones fisioldgicas de

los animales (Kita et al., 1996; Pérez et al., 2003; Das et al., 2004).

El metabolismo es dependiente de la temperatura de aclimatacién, asi como del periodo
de aclimatacion y de la especie. La tasa metabdlica en peces, se mide indirectamente a
través de la tasa de consumo de oxigeno (Das et al.,, 2005). En este estudio las mayores
tasas de consumo de oxigeno se encontraron a las temperaturas de aclimatacion de 19 y
22°C, indicando que el metabolismo de los juveniles de S. annulatus esta alterado y que
posiblemente estas temperaturas se acercan al limite inferior de tolerancia de estos peces.
Cuando los peces se encuentran a una temperatura que excede el éptimo, se refleja con
una disminucion en la tasa metabdlica (Kita et al., 1996). En los juveniles de S. annulatus se

observé dicha disminucion en la tasa metabdlica entre los 28 y 31°C.

La temperatura preferida final puede estimarse indirectamente con la relacidon entre el
consumo de oxigeno y la temperatura de aclimatacion; esto es expresandola en términos
de Qi y asumiendo que el efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno es
determinado por la influencia de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones
quimicas (Kita et al., 1996, Das et al., 2005, Daoud et al., 2007). Los valores de Qg
obtenidos indican que entre 25 y 28°C la temperatura no ejerce un efecto significativo
sobre el metabolismo, es decir S. annulatus se encuentra mejor adaptado en este intervalo
térmico, lo cual coincide con la temperatura preferida obtenida por el método agudo. La
temperatura preferida final determinada en otros estudios coincidié también con el valor

de Q0 en organismos como Sebastiscus marmoratus (Kita et al., 1996).

El valor Q;0 @ menudo no permanece igual a través de intervalo que un organismo puede
tolerar. Si se calcula Qi en intervalos relativamente cortos de temperatura dentro del

intervalo de toleracia, se puede observar que por encima de cierta temperatura el valor de
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Quo permanece constante y posteriormente disminuye; conforme se alcanza el limite de
temperatura letal superior se observaria una pronunciada caida en el consumo de oxigeno
(Schmidt-Nielsen, 1997). En los juveniles de S. annulatus se observaron valores bajos de Qi9
por encima y por debajo del intervalo de 25 a 28°C de temperatura, esto indica que fuera

de este intervalo la temperatura afecta negativamente al metabolismo.

La temperatura optima de crecimiento estimada se encuentra en el intervalo de
temperatura preferida obtenida con Q. La temperatura éptima y las preferidas obtenidas
estan de acuerdo con reportes anteriores. En estudios sobre nutricion de S. annulatus se ha
obtenido mayor crecimiento a temperaturas medias de: 29.6, 28.7, 27.7 y 25.6°C en
organismos con peso inicial de 2.5, 12.7, 31.8 y 53.1 gramos respectivamente (Garcia-

Ortega, 2009).

Debido a las propiedades fisicas del agua, los ectotermos acuaticos estan particularmente
en riesgo de estrés térmico (Schaefer, 2006). La temperatura critica maxima (TCM) es
considerada un buen indicador de la tolerancia térmica, que permite la identificacion de las
temperaturas a las cuales los primeros signos de estrés aparecen y es modificada por

temperaturas estacionales y por temperaturas de aclimatacién (Pérez et al., 2003).

La temperatura critica maxima determinada en juveniles de S. annulatus fue cercana a

40°C, al igual que muchos peces tropicales marinos como reporté Eme y Bennett (2009).

La temperatura de aclimatacién influyd directamente sobre la tolerancia superior a la
temperatura de los juveniles de S. annulatus. La relacidon entre las temperaturas de
aclimatacién y el nivel de tolerancia térmico ha sido demostrado en Horabagrus
brachysoma (Dalvi et al., 2009), Anabas testudineus (Sarma et al., 2008), Labeo rohita,
Catla catla, Cirrhinus mrigala (Das et al., 2004), Cyprinus carpio (Chatterjee et al., 2004),

entre otros, corroborando asi, que la adaptacidon a la temperatura es un fenémeno
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fisiologico esencial en peces y es dependiente de la temperatura de aclimatacion (Dalvi et

al., 2009).

Beitinger y Bennett (2000) cuantificaron el efecto de la temperatura de aclimatacion sobre
la tolerancia térmica de varias especies de peces, encontrando que la aclimatacién juega
un rol mds importante en la tolerancia a temperaturas bajas; lo cudl coincide los resultados

de este trabajo y se puede observar con los valores de TRA.

La tasa de respuesta a la aclimatacion (TRA) es un indice conveniente de la dimensién de
aclimatacién térmica alcanzada. El valor calculado de juveniles de S. annulatus fue de 0.22
a 0.38. Rajaguru (2002) en peces de estuario obtuvo valores de TRA de 0.20 en Therapon
jarbua y 0.25 en Etroplus suratensis. Para especies de peces subtropicales Barrionuevo y
Fernandes (1995) obtuvieron TRA de 0.38 a 0.47. Los datos existentes de TRA en diferentes
especies de peces sugieren que especies subtropicales y tropicales tienen valores mas altos
y que los valores dependen de las temperaturas existentes en el habitat (Pérez et al.,
2003). Las especies de ambientes templados experimentan cambios de temperaturas
graduales a largo plazo pudiendo tener tiempo suficiente para realizar cambios
metabdlicos que resulten en cambios sustanciales en sus intervalos de tolerancia; por otro
lado especies subtropicales y tropicales experimentan cambios extremos en poco tiempo,
por lo que deben tener un amplio intervalo de tolerancia para sobrevivir sin tener tiempo

para aclimatarse (Johnson y Kelsch, 1998; Pérez et al., 2003).
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VI. Conclusiones

Se obtuvieron los requerimientos térmicos de los juveniles de S. annulatus que contribuira
a la definicion de las condiciones apropiadas para el cultivo de esta especie. La
temperatura preferida fue de 26.7°C y la temperatura 6ptima de crecimiento se estimé en
25.93°C; ambas temperaturas se encuentran dentro del intervalo de preferencia térmica

(25- 28°C) obtenido a partir Q.

La tolerancia térmica de estos peces es relativamente amplia y pueden adaptarse a

cambios térmicos graduales (19-31°C).

El botete diana, Sphoeroides annulatus, puede cultivarse en zonas subtropicales o en
condiciones controladas de temperatura; se recomienda mantener la temperatura del agua

de cultivo a 26+2°C para favorecer el crecimiento y evitar el estrés térmico.

Para obtener mayor informacion sobre Ila fisiologia térmica de esta especie, se requiere
evaluar también la temperatura critica minima, la cudl no se consideré para los fines de
este estudio. Hace falta ademas encontrar el éptimo térmico relacionado con tolerancia a
la salinidad y con la alimentacidn para definir mds ampliamente los requerimientos

fisiolégicos del botete diana.
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ANEXO
Mantenimiento de los organismos

Los peces Sphoeroides annulatus fueron instalados en los invernaderos del departamento
de Biotecnologia Marina. Un total de 500 juveniles con longitud total promedio de 6 cm, se
mantuvieron en 12 acuarios de 400 litros y 2 de 2000L a 21 + 1 °C con recambio constante

de agua de mar (salinidad 35ppm) durante 27 dias.

Posteriormente se inicié la aclimatacion a las siguientes temperaturas 19, 22, 25,28 y 31 1
°C con 344 peces distribuidos en 13 acuarios con aireacién constante y 35ppm de salinidad.
La calidad de agua en estos acuarios se mantuvo en dos modalidades, 4 con recambio de
agua constante y 9 con biofiltro. La temperatura se mantuvo con calentadores de 1000W
conectados a un controlador térmico Moeller CI-K3-125-M. A cada acuario se le aumenté o
disminuyé 1°C cada dia para alcanzar las temperaturas experimentales antes mencionadas.
Transcurridos 6 dias de aclimatacion, esta se interrumpié debido a que los peces
mostraban signos clinicos de infeccion bacteriana. Todos los acuarios experimentales se
cambiaron al sistema abierto y los acuarios con biofiltro se mantuvieron con recambio de
agua parcial diariamente; pero en mayor proporcién. Se dio tratamiento con antibiético a
los peces y adicionalmente se hizo un analisis parcial de las bacterias presentes en los

organismos y en el agua de los acuarios.

Preparacion de medios

Medio Zobell 500ml
- 375ml agua de mar afiejada
- 1125ml agua destilada
- 2.5g bacto peptona
- 0.5g extracto de levadura
- 6.5g agar bacteriolégico
- 0.5ml cloruro férrico al 0.01%



32

Serum fisioldgico:
- 225ml agua de mar afiejada
- 75ml agua destilada

Medio TCBS
- 500ml agua destilada
- 44.5g Agar TCBS

Bacterias en tejidos de botete diana (S. annulatus)

En marzo de 2009 se tomdé como muestra un pez de aproximadamente 8 gramos de peso
que presentaba signos de septicemia: lesiones epiteliales (enrojecimiento, hemorragia,
erosién, necrosis) (Noga, 2000). Con la finalidad de analizar la concentracién de bacterias

en sus tejidos se realizaron cultivos en medio selectivo TCBS y medio no selectivo Zobell.

Conteo de bacterias:

Al pez muestra se le extrajeron las visceras en condiciones asépticas; 1 g. de estas fue
colocado en 9ml de serum fisioldgico y macerado con un asa bacteriologica de plastico
estéril; posteriormente se agitd con un vortex por periodos de 20 segundos. Con la
finalidad de determinar las concentraciones de bacterias en dichos tejidos se realizaron

diluciones seriadas al décimo (10°, 107, 107).

De las soluciones 10"y 107 se tomé 0.1ml, se puso en cajas petri con los respectivos
medios Zobell o TCBS y se esparcié de acuerdo con la metodologia descrita por Vargas et

al. (1999). Las cajas fueron colocadas por un periodo de 24 horas a 28°C.
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Figura 10. Bacterias obtenidas de visceras de S. annulatus aisladas en medios Zobell y TCBS.
lzquierda bacterias en medio Zobell 1x10, Derecha bacterias en medio TCBS 1x10™

La cantidad de bacterias de los tejidos extraidos fueron mayores a 10° en ambos medios.

De las bacterias obtenidas de la dilucién 10% en medio TCBS bacterias tipo vibrio, se

tomaron 16 colonias y se sembraron en medio Zobell y se realizd una resiembra.

Antibiograma

Con las 16 colonias aisladas se puso a prueba la efectividad de Enrofloxacina para inhibir el
crecimiento de estas bacterias. Se utilizaron en 3 concentraciones, partiendo de la dosis
de 10mg/Kg de peso que en solucién corresponde a 0.01mg/ml (10°) (Bowser et al., 1992;

Sumano Ldopez y Ocampo Camberos 1997; Noga, 2000).

Se utilizdé Baytril tabletas de 150mg por lo tanto se disolvieron 0.028mg de tableta en 10ml

de suero fisioldgico para la concentracién 10, 0.28 para 10° y 2.8mg para 10"

En cajas con medio Zobell se sembraron las 16 colonias de bacterias y se colocd un disco
de papel filtro impregnado de antibidtico de la solucidon correspondiente. La
concentracion base 10° resulté ser la mejor para inhibir el crecimiento de las bacterias

aisladas de S. annulatus.
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Figura 11. Antibiograma en 16 colonias de bacterias aisladas
de botete diana con 0.01mg de Enrofloxacina

Tipos de colonias aisladas

Se resembraron las 16 colonias en medio Zobell y medio TCBS a partir de las cajas del
antibiograma para comprobar que crecian en ambos medios. En ambos medios crecieron
todas las colonias incubadas a 28°C a las 24 horas. De las 16 colonias, 14 son de color
amarillo, es decir fermentan la sacarosa (numeros: 1, 2, 3,4,6,7,8,9, 10, 11, 13,14, 15y

16); las nimero 5y 12 son de color verde por lo tanto no fermentan la sacarosa.

Finalmente las 16 colonias de bacterias se resembraron, ahora para conservarlas en
coleccién. A partir de las bacterias aisladas anteriormente en medio Zobell en cajas de

petri se sembrdé cada colonia en frascos con este mismo medio de cultivo.

Figura 12. Coleccidon de bacterias tipo vibrio (BTCBS) aisladas de visceras de Botete diana S. annulatus



Bacterias en muestras de agua marina

Se tomaron muestras de agua de los acuarios, de las tomas de agua del sistema cerrado y

del sistema abierto en frascos estériles de 30ml. Muestras:

De diluciones de 10 y 107 se tomd 0.1ml de cada solucién, se esparcié en cajas petri con

medio Zobell o TCBS respectivamente de acuerdo con la metodologia descrita por Vargas

etal. (1999) y se incubd por 24 horas a 28°C; esto se hizo por duplicado.

Muestras de agua:

S.C. = sistema cerrado S.A. = sistema abierto
A2 = acuario con biofiltro C1 = acuario con biofiltro
B2 = acuario sin biofiltro D1 = acuario con biofiltro

Conteo Bacterioldgico

Tabla VI. Conteo bacteriolégico de muestras de agua de los sistemas y acuarios utilizados para el
mantenimiento de S. annulatus en medios Zobell y TCBS

Medio SC SA A2 B2 c1 D1
Zobell UFC/mL 2x 10" 1.6 x 10 9x 10" 3x10° 2x10° 2x 10"
TCBS UFC/mL 2x10" 2x10" 3x10° 1x10° 2x10° 1x10°

El agua de recambio del sistema cerrado y el abierto tuvieron un numero similar de

bacterias totales y de bacterias tipo vibrio en la fecha en que se tomaron las muestras. Los

acuarios con biofiltro presentaron mas bacterias que el acuario sin biofiltro posiblemente

porque en los primeros el recambio de agua tarda mas en completarse.

Una vez que los peces superaron la infeccién se reanudd la aclimatacidn a cinco

temperaturas con 300 organismos aproximadamente.





