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Resumen. La tilapia del Nilo Oreochromis niloticus ha sido un pez introducido y
adaptado a las condiciones tropicales para su produccion acuicola. El objetivo de este
estudio es determinar el efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno en
individuos separados por fenotipos de comportamiento. Los peces fueron separados en
fenotipos de comportamiento utilizando la prueba de restriccion y posteriormente
sometidos a pruebas de consumo de oxigeno a temperatura ambiente e incrementando
la temperatura utilizando una cdmara respirométrica. Los resultados muestran que los
peces proactivos asumen mas riesgo para enfrentar un desafio en la prueba de restriccion
p<0.001. No se encontraron diferencias significativas en la tasa ventilatoria entre
proactivos y reactivos p>0.05. Existe un efecto significativo en el consumo de oxigeno
cuando se incrementa la temperatura p<0.001. Existe interaccion entre la temperatura y
el periodo de medicién en el consumo de oxigeno en individuos proactivos p<0.001 y
reactivos p<0.001. Estos resultados apoyan la hipétesis de que el fenotipo de

comportamiento esta asociada a el consumo de oxigeno en peces.

Palabras clave: Fenotipos de comportamientos, respirométria, cambio climatico,

Temperatura, acuicultura.

Abstract. The Nile tilapia Oreochromis niloticus has been an introduced fish adapted to
tropical conditions for its aquaculture production. The objective of this study is to
determine the effect of temperature on oxygen consumption in individuals separated by
behavioral phenotypes. The fish were separated into behavioral phenotypes using the
restriction test and subsequently tested for oxygen consumption at room temperature and
increasing the temperature using a respirometric chamber. The results show that
proactive fish take more risk to face a challenge in the restriction test p <0.001. No
significant differences were found in the ventilatory rate between proactive and reactive
p> 0.05. There is a significant effect on oxygen consumption when the temperature
increases p <0.001. There is an interaction between temperature and the measurement

period in oxygen consumption in proactive individuals p <0.001 and reactive p <0.001.
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These results support the hypothesis that the behavioral phenotype is associated with

oxygen consumption in fish.

Keywords: Behavioral phenotypes, respirometry, climate change, Temperature,

aguaculture.

Introduccién

La tilapia del Nilo se encuentra entre los peces de agua dulce mas populares, que
tiene un alto valor de mercado en el comercio mundial de pescado. Solo en China, el
volumen de exportacion de tilapia es de aproximadamente 1.100 millones. Actualmente
China ha mostrado un incremento del cultivo de la tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
principalmente debido a los programas de mejora genética que han desarrollado muchas
cepas adaptadas a diferentes condiciones climéticas, por ejemplo, la cepa GIFT (Tilapia
de Cultivo Mejorada Genéticamente) que presenta ventajas, como la rapida tasa de
crecimiento, el alto rendimiento de filete y la buena capacidad de resistencia a las

enfermedades (Quiang et al., 2012).

O. niloticus es un pez adaptado a las condiciones tropicales en sistemas de
produccion extensivos e intensivos (Ono y Kubitza, 2003). Presenta tres caracteristicas
importantes para la acuicultura: la primera es rusticidad es decir que puede producirse
en todos los niveles de intensificacion (Fitzsimmons, 2000; Watanabe, Losordo y
Fitzsimmons, 2002); segunda, adaptabilidad a diferentes climas lo que permite su

produccion en diferentes regiones del mundo (Avnimelech, 2007)

La calidad del agua esta determinada por propiedades fisicoquimicas, una de las
mas importantes son la temperatura y el oxigeno. En tilapias del Nilo sus rangos de
temperaturas oscilan entre los 25.0 y 32.0° C y su concentracién de oxigeno disuelto es
5.0 - 9.0 mg/L; cuando se presentan cambios repentinos en la temperatura del agua el

pez se estresa y este evento puede ocasionar su muerte (Saavedra-Martinez, 2006).
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De acuerdo con Tomala et al. (2014), en cultivos de peces, el oxigeno disuelto es
el factor mas importante de la calidad del agua, en bajas concentraciones puede causar
pérdidas econdmicas significativas debido a sus efectos negativos en la ganancia de

peso y representa la causa mas frecuente de muerte de los organismos cultivados.

La temperatura a su vez afecta a la solubilidad del oxigeno disuelto en el agua,
mostrando estos dos parametros fisicoquimicos una relacion inversa, es decir, a mayor
temperatura menor solubilidad del oxigeno. En cuanto al consumo de oxigeno por los
peces, resultados de investigaciones mostraron que hay una relacién directamente
proporcional, es decir, a mayor temperatura del agua mayor consumo de O:2 disuelto

(Valbuena- Villarreal y Cruz-Casallas, 2006).

Las diferencias individuales en las respuestas fisioldgicas y de comportamiento a
los estresores se han conservado evolutivamente y estan presente en todos los taxones
de vertebrados, incluidos los peces. Se consideran la materia prima para la evolucion,
por sus caracteristicas adaptativas y pueden tener importantes implicaciones para los
programas de seleccion de fenotipos que se desarrolla en acuicultura (Castanheira et al.,
2015).

En los animales de granja, asi como las especies explotadas en acuicultura, el
interés en las asociaciones de rasgos consistentes de comportamiento y respuestas
fisiolégicas al estrés, es decir, los estilos de afrontamiento, ha aumentado
dramaticamente en los Ultimos afios, principalmente porque muchos estudios han
demostrado que estan vinculados con rasgos de desempefio, salud, resistencia a

enfermedades y bienestar animal (Castanheira et al.,2013).

Estudios de perfiles gendmicos sefalan que los individuos de muchas especies de
vertebrados muestran diferentes estilos de afrontamiento al estrés y estos tienen una
influencia sobre cémo cambia la expresion génica en respuesta a una variedad de

desafios ambientales (Mackenzie et al. 2009).
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En un estudio con lenguado senegalés (Solea senegalensis) se demostro que la
seleccion por rasgos de comportamiento puede ser utilizada por la industria de la
acuicultura para clasificar y seleccionar entre diferentes fenotipos mejorando los

indicadores de produccion (Zatarain et al., 2017).

En los estudios realizados por Matrtins et al. (2011), sobre el metabolismo basado
en mediciones del consumo de oxigeno obtenido en camaras de respirometria, los
autores sugieren que la variacion individual en consumo de oxigeno en una camara de

respirometria son relacionados a diferencias en estilos de afrontamiento.

Con estos antecedentes el objetivo de nuestra investigacion fue determinar el
efecto de la temperatura sobre el consumo de oxigeno en individuos separados por

fenotipos de toma de riesgo.
Materiales y Métodos
Area de estudio

Este estudio se realiz6 durante el afio 2019 en el laboratorio de acuicultura de la
Extension Universitaria de Aguadulce del Centro Regional Universitario de Coclé de la
Universidad de Panam4, ubicada en el corregimiento El Cristo, distrito de Aguadulce con
coordenadas 545068.34 m E y 910037.96 m N.
Especie, poblacion, alimentacidon y aclimatacion.

Se utiliz6 alevines de tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) de aproximadamente
1 gramo. Los mismos se adquirieron en la estacion experimental de la Autoridad de los

Recursos Acuaticos de Panama (ARAP), ubicada en Divisa, provincia de Herrera.

Un total aproximado de 300 individuos juveniles de ambos sexos formaron la

poblacion inicial. Los animales experimentales se trasladaron al laboratorio de acuicultura
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de la Extension Universitaria de Aguadulce, fueron alojados en tanques de 400 litros
equipados con un sistema de filtracion mecéanico y bioldgico. La densidad se establecid
en 1.3 pez/Litro de agua. Se alimentaron hasta la saciedad dos veces al dia durante el
periodo de aclimatacién con una tasa de alimentacion del 5% de la biomasa. El periodo
de aclimatacion fue de un mes hasta que los animales no mostraron signos evidentes de

estrés.

Parametros fisico-quimicos del agua y fotoperiodo

Semanalmente se recambi6 el 30% del volumen del tanque de alojamiento. La
temperatura del agua se mantuvo en 28.00+£1.20°C, las concentraciones de oxigeno se
mantuvieron en 7.01+0.56 mg/L, adicionalmente se realizaron controles semanales de
Amoniaco, Nitrito, Nitrato y pH. El ciclo de luz/oscuridad se establecié en 12:12 (06:00
am-06:00 pm horas).

Disefio experimental

Se empled un disefio de tratamientos completos al azar con dos tratamientos
(proactivo-reactivo), se utilizaron 18 unidades experimentales; cada tratamiento consto
con 9 unidades experimentales. El modelo que se utiliz6 en esta investigacion fue el

siguiente:

Yijk= p + Ei+ ei

Yij= Son las variables respuestas de comportamiento (latencia), de estrés (respiraciones
por minuto) consumo de oxigeno.

M= es la media general,

Ei= es el efecto del fenotipo de comportamiento (i= proactivo, reactivo)

ei= es el error aleatorio.

Separacion en fenotipos de comportamiento
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Para la separacion de los fenotipos de comportamiento se realiz6 la prueba de
restriccion (Silva et al., 2010). La prueba de restriccion consistié en alojar cada pez en
una malla fuera del agua por un minuto (Silva et al., 2010). El aparato de prueba consistio
en una malla para pecera de 16 centimetros de largo por 12 centimetros de ancho. La

variable evaluada fue: latencia primer escape.

Variable

Latencia primer escape se definié como el tiempo tomado en segundos por cada
pez para mostrar un intento de escape. Un intento de escape se considerd cuando el pez

levantd su cuerpo de la malla (Castanheira et al., 2013).

Frecuencia Ventilatoria

La frecuencia ventilatoria se midié en movimientos operculares por minuto (bpm -
“beats per minute” por sus siglas en inglés). Un movimiento opercular es igual a un ciclo
de apertura y cierre del opérculo (o boca) durante la respiracién, es decir, movimiento
completo de inhalacion y exhalacion. Las observaciones se realizaron visualmente desde

uno de los laterales tapados, a través de una abertura (Calderer, 2001).

Criterios de seleccidon entre fenotipos de comportamiento

Los criterios de seleccion empleado para la separacion en fenotipos de toma de
riesgo fueron establecidos en pruebas piloto preliminares. Individuos con latencias
inferiores a 20 segundos fueron considerados proactivos, individuos con latencias entre
20 y 40 segundos fueron considerados intermedios y aquellos con latencias superiores a
los 40 segundos fueron considerados reactivos. Los individuos intermedios fueron

descartados en esta investigacion.

Los peces de cada uno de los fenotipos de comportamiento fueron identificados
empleando hilo de diferentes colores en la membrana ubicada entre la segunda y tercera
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espina de la aleta dorsal en individuos proactivos y entre la tercera y cuarta en individuos
reactivos. Cada color correspondia a un individuo dentro del fenotipo de comportamiento.

Consumo de Oxigeno

El consumo de oxigeno disuelto de los fenotipos de comportamiento se evalud con
un modelo de cadmara respirométrica adaptada de Tomala et al., (2014). Se construyeron
dos camaras respirométricas con un volumen de 18 litros de agua, sellada con tapa
hermética y una cubeta exterior de 14 litros de capacidad. Para ajustar la temperatura se
utilizé un calentador. El registro del consumo de oxigeno se realizd con un
multiparamétrico marca HACH modelo HQ40d con sonda para oxigeno. Adicionalmente

se utilizé una bomba de agua.

Se introdujo la sonda de oxigeno en la cAmara respirométrica, asi como la bomba
de recirculacién de agua y se llend el respirometro con agua filtrada. Se suministré
oxigeno procurando mantener el mayor porcentaje de saturacion. La temperatura fue
controlada con una cubeta de agua en el exterior del respirémetro y con un calentador

sumergible dentro de una cubeta en el caso de incrementar la temperatura.

Determinacion del consumo de oxigeno

Los peces fueron introducidos individualmente en las camaras respirométricas;

esto se llevd a cabo en dos fases distintas.

Primera fase: Temperatura ambiente.

La primera fase se realizo a temperatura ambiente (+ 28° C) donde se introdujo un
pez proactivo y un pez reactivo en cada una de las camaras respirometricas. Cada pez
fue aclimatado durante 1 hora para reducir el estrés de manejo. El registro de consumo

de oxigeno se realizé durante veinticinco minutos con registros a intervalos de 5 minutos.
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Segunda fase: Incremento de temperatura.

En la segunda fase se realizo el incremento de 2 °C de la temperatura ambiente
(30° C) introduciendo un pez proactivo y un pez reactivo en cada camara respirometrica.
Cada pez fue aclimatado durante 1 hora para reducir el estrés de manejo. El registro de
consumo de oxigeno se realizoé durante veinticinco minutos con registros a intervalos de

5 minutos.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron ingresados en una hoja de calculo de Excel (Microsoft Excel
2018) para su procesamiento y el anadlisis estadistico se realizara con el paguete
estadistico Statistica version 10 (StatSoftvV10) y Graph Pad Prism V7 (San Diego, CA,
USA). Las variables respuestas evaluadas se examinaron por la prueba Levene de
homogeneidad de varianzas y la prueba de Shapiro-Wilk's Test, para verificar la
distribucion normal. Variables de la prueba de restriccion y tasa ventilatoria, peso y
consumo de oxigeno se evaluaron utilizando t de studen’s o U de Mann-Whitney de
acuerdo con los preceptos de normalidad de homogeneidad de varianzas. Interacciones
entre fenotipo de comportamiento y tiempo de medida con Kruskal Wallis. Resultados
significativos en la prueba de Kruskal Wallis se evaluaron con la prueba de

comparaciones multiples de Dunn’s.
Resultados
Prueba de Restriccion
Los resultados muestran que los peces proactivos asumen mas riesgo para
enfrentar un desafio en la prueba de restriccion. La prueba de Mann-Whitney muestra

gue existe diferencias significativas en latencia para realizar el primer intento de escape

entre proactivos y reactivos (U= 0.00, p<0.001).
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llustracién 1 Media (+ EE) de tasa ventilatoria entre individuos proactivos (P) y reactivos (R). ***p>0.001.

Tasa ventilatoria

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas entre peces

proactivos y reactivos en la tasa ventilatoria (t16=0.44, p= 0.66).

Peso

Los resultados muestran que no existen diferencias significativas en el peso entre

proactivos y reactivos (t16=0.42, p= 0.67).

Temperatura ambiente.

Los resultados muestran que no existe diferencia significativa en el consumo de
oxigeno de forma general entre proactivos y reactivos (U= 963.5, p=0.69). Los resultados
muestran que existe una tendencia en peces reactivos a consumir mas oxigeno que
peces proactivos a los cinco minutos de medicion (U= 19.5, p=0.06). Sin embargo, no se

mostro diferencia en el consumo de oxigeno entre proactivo y reactivos a los 10, 15, 20,



Revista Cientifica Centros / Volumen 10, Numero 2/ Julio — diciembre 2021 11

25 minutos (U= 35.5, p=0.67; t16=1.55, p= 0.14; U= 39.0, p=0.91; U= 38.5, p=0.88,

respectivamente).
Incremento de la temperatura.

Los resultados muestran que proactivos y reactivos no mostraron diferencias en el
consumo de oxigeno a los 5, 10, 15, 20 y 25 minutos de medicién (U= 32.5, p=0.5; U=
37.5, p=0.81; U= 32.0, p=0.47; t16=1.21, p= 0.24; 116=0.75, p= 0.46, respectivamente.

Temperatura

Los resultados muestran que el incremento de la temperatura produce un aumento

en el consumo de oxigeno de los peces (U= 1161.0, p<0.001).
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llustracion 2 Media (+ EE) de consumo de oxigeno en temperatura ambiente (TA) y con incremento de la Temperatura (IT).

*5>0.001.

Proactivos

Los resultados muestran que existe interaccion entre la temperatura y el periodo
de medicion en el consumo de oxigeno en individuos proactivos (K-W )= 48.43, p<0.001).

La prueba de comparaciones mdultiples de Dunn’s indica que existe diferencias
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significativas en el consumo de oxigeno entre proactivos en temperatura ambiente y con
incremento de la temperatura a los 10 y 15 minutos de medicion (p<0.05, p<0.01
respectivamente). Los tiempos 5, 20 y 25 minutos no mostraron diferencias significativas
(p>0.05).
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llustracion 3 Media (+ EE) de peso entre individuos proactivos en temperatura ambiente (PTA) y proactivos con incremento de la

temperatura (PIT). "*p>0.05, *p<0.05, **p<0.01.

Reactivo

Consumo de Oxigeno temperatura * periodo de medicion

Los resultados muestran que existe interaccion entre la temperatura y el periodo
de medicion en el consumo de oxigeno en individuos reactivos (K-W @)= 33.22, p<0.001).
La prueba de comparaciones mdultiples de Dunn’s indica que existe diferencias
significativas en el consumo de oxigeno entre reactivos en temperatura ambiente y con
incremento de la temperatura a los 5 minutos de medicién (p<0.01). Los tiempos 10,15,

20 y 25 minutos no mostraron diferencias significativas (p>0.05).
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llustracion 4 Media (+ EE) de peso entre individuos proactivos en temperatura ambiente (PTA) y proactivos con incremento de la

temperatura (PIT). p>0.05, **p<0.01.

Discusioén

En este estudio se muestra con evidencias que la variacién individual en
respuestas de comportamiento en peces tiene importantes implicaciones en otros rasgos.
Juveniles tilapias del Nilo mostraron variacion individual en respuestas de

comportamiento y en respuestas asociadas al metabolismo.

La prueba de restriccibn mostré ser una herramienta apropiada para evaluar la
variacion individual y agrupar los individuos en diferentes fenotipos de comportamientos
como los descritos en la literatura (proactivo y reactivo). La latencia para realizar el primer
intento de escape fue menor en individuos proactivos que reactivos en la presente
investigacion. Resultados similares se han reportado en doradas (Sparus aurata), en
donde las latencias de individuos proactivos fueron méas cortas que la de individuos
reactivos, igualmente la prueba de restriccion mostré consistencia temporal 14 dias
después de la primera separacion por fenotipos de comportamiento. Ademas, el mismo
estudio demostré que la prueba de restriccion mostré consistencia contextual con las

otras pruebas aplicadas (Castanheira et al., 2013).
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Otro estudio realizado por Castanheira et al. (2015), mostré que los individuos
proactivos mantenian latencias méas cortas para realizar el primer intento de escape que
individuos reactivos. En el mismo estudio se demostré que existen factores que pueden
afectar la consistencia del fenotipo de comportamiento seleccionado por la prueba de
restriccibn como puede ser el contexto social; estos investigadores mantuvieron grupos
homogéneos de fenotipos de comportamiento y grupos con los fenotipos mezclados y

encontraron que solo se observé consistencia en los grupos heterogéneos.

La tasa ventilatoria no fue predictiva de diferencias entre fenotipos de
comportamiento en este estudio. Una posible explicacion de este resultado puede ser la
forma cémo se evalu6 la variable, tomando el promedio de tres medidas repetidas
realizadas sobre tres minutos; esto se apoya en el hecho que se considera que la tasa
respiratoria es un indicador de estrés agudo (Barreto et al., 2003). También se ha
reportado que la tasa ventilatoria en Gasterosteus aculeatus expuesto a un estresor
mostré un rapido incremento, pero de corta duracion (Bell et al. 2010). Ademas, Barreto
y Volpato (2004), sefialan que la tasa ventilatoria a pesar de ser un indicador sensitivo de

respuesta de estrés no es proporcional al tiempo de exposicion al estresor.

De acuerdo con los reportes de Falahatkar et al. (2019), en un estudio realizado
con esturion belga (Huso huso), para evaluar el efecto de turbidez del agua por diferentes
concentraciones de arcilla sobre la tasa ventilatoria se reportd una relacion negativa entre
tasa respiratoria y tiempo de exposicion al contaminante. Otro dato interesante de esta
investigacion fue el hecho de que los grupos experimentales solo mostraron diferencias
en la tasa ventilatoria durante el primer minuto de exposicion, la diferencia desaparecia

al segundo y tercer minuto.

En el presente trabajo realizado con juveniles de tilapia del Nilo se evaluo el efecto
de la temperatura en el consumo de oxigeno en juveniles de tilapia del Nilo y se reportd
un incremento del consumo de oxigeno asociado al incremento de la temperatura.
Aumentos en el consumo de oxigeno asociadas a incrementos de la temperatura se han

reportado en la literatura, por ejemplo, Cerezo y Garcia (2004), reportaron incrementos
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en el consumo de oxigeno a medida que la temperatura se aumenta en la especie denton
comun (Dentex dentex). En otro estudio realizado con tilapia roja (Oreochromis sp), se
report6 que la temperatura tiene un efecto proporcional al consumo de oxigeno. Ademas,
los autores explican que la temperatura dentro del medio acuatico ocupa un lugar
preponderante, ya que gobierna diferentes funciones del organismo y es uno de los
factores que acelera las reacciones quimicas y el metabolismo en general, ocasionando
un mayor consumo de O2 por parte de los seres vivos (Valbuena-Villarreal y Cruz-
Casallas, 2006).

En linea con estos resultados Galvis et al. (2005), en un estudio realizado con
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) con peso promedio de 86 gramos, comparando la
alimentacion a diferentes temperaturas, indicaron como resultado que de forma general
la temperatura tuvo un efecto en el mayor consumo de oxigeno registrado por los peces.
En nuestro caso las tilapias utilizadas mostraban menor peso que el estudio citado, sin
embargo, los resultados fueron similares ya que el incremento de temperatura generé un

incremento en el consumo de oxigeno de los peces experimentales.

También se evaluo si el fenotipo de comportamiento tiene un efecto en el consumo
de oxigeno al incrementar la temperatura. Los resultados reflejan que el aumento de la
temperatura produjo un incremento en el consumo de oxigeno de ambos fenotipos de
toma de riesgo. Ademas, los resultados de este estudio reflejan respuestas diferenciales
en el consumo de oxigeno durante el periodo de exposicibn en ambos fenotipos de
comportamiento, por ejemplo, los individuos proactivos mostraron incrementos en el
consumo de oxigeno al incrementar la temperatura a los 10 y 15 minutos de exposicion,
mientras que en reactivos el incremento se registré6 a los 5 minutos de exposicion.
Resultados de investigaciones relacionando a respuestas metabdlicas asociadas al
consumo de oxigeno y fenotipos de comportamiento se han evaluado en peces (Careu
et al., 2008).

En estudio realizado por Huntingford et al. (2010), con carpa comun (Cyprinus

carpio), en individuos previamente separados por su disposicion a tomar riesgo
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reportaron mayores tasas metabdlicas en reposo asociadas al consumo de oxigeno en
los individuos que asumian mayor riesgo. Igualmente, Jenjan et al. (2013), con Cyprinus
carpio, reportaron que peces proactivos muestran mayores consumos de oxigeno que
peces reactivos y argumentan que esta diferencia esta asociada al mayor tamafo de

estructuras relacionadas con el intercambio gaseoso en este fenotipo de comportamiento.

Por el contrario, resultados reportados por Martins et al. (2011), en Solea
senegalensis, midiendo el consumo de oxigeno por 22 horas indican que se registré un
menor consumo de oxigeno en individuos que mostraban comportamientos mas rapidos
al confinamiento, caracteristico del fenotipo de comportamiento proactivos. En linea con
estos reportes Herrera et al. (2014), en un estudio con Sparus aurata, reportaron un
menor consumo de oxigeno en individuos que mostraban comportamientos

caracteristicos de evitar riesgo, es decir, de individuos reactivos.

En este estudio no se encontraron diferencias en el consumo de oxigeno como las
reportadas por (Huntingford et al., 2010; Martins et al., 2011; Jenjan et al., 2013; Herrera
et al., 2014) probablemente porque no se transformaron los datos de consumo de oxigeno
a tasa metabdlicas como en estos estudios citados; ademas se evalud el consumo de
oxigeno por un periodo de 25 minutos con muestreos cada 5 minutos y en la literatura
citada existen diferentes tiempos de exposicion y registro. Sin embargo, se encontré un
efecto del fenotipo de comportamiento asociado al tiempo de respuesta en el consumo

de oxigeno cuando la temperatura se incrementa.
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