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[11. Oxigeno. Material y Métodos

En este tercer capitulo de lamemoria, se engloban los experimentos relacionados con el
consumo de oxigeno de la dorada. En €ellos se observa la influencia de las variables
ambientales temperatura, salinidad y concentracion de OD del agua, sobre los distintos
niveles de metabolismo de la dorada. Con €llo, se ha pretendido ampliar la informacion
sobre los requerimientos minimos de oxigeno necesarios para mejorar las condiciones

de cultivo y, en definitiva, los disefios productivos de esta especie.

DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron 60 experimentos con un total de 50.000 registros de la concentracion de
OD del agua, divididos en dos grupos, que denominamos experimentos 3 y 4. En €
experimento 3 se utilizé un tipo de respirometria de flujo continuo y en el experimento

4 deflujo cerrado.

Experimento 3: Influencia de la temperatura y la salinidad

sobre el consumo de oxigeno de la dorada.

En este apartado se incluyen seis series experimentales, con un total de 51
experimentos, que se llevaron a cabo utilizando diferentes tamafios de doradas,
salinidades y temperaturas. Se engloban conjuntamente debido a que las condiciones y
tratamientos son exactamente los mismos y plantean como objetivo comun, € estudio
del efecto de estas variables sobre el CO. Se ha evaluado el metabolismo de ruting; el
metabolismo relacionado con la aimentacion y el coste metabdlico relativo a la

toleranciaa latemperaturay la salinidad, midiendo latasa de CO.

También se hatestado €l efecto de un ayuno prolongado de varios dias sobre el CO. Se
ha observado e ritmo diario del consumo de oxigeno sin la influencia de la
alimentacion, evaluando € posible beneficio de reducir la salinidad en casos de ayuno
obligado.
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[11. Oxigeno. Material y Métodos

Experimento 4: Influencia de la disminucion de Ia
concentracion de OD del agua sobre el consumo de oxigeno de

la dorada.

La propuesta de este estudio ha sido definir los limites de tolerancia de la dorada, a
corto plazo, frente a concentraciones bajas de OD (hipoxia); describir las respuestas
terciarias (Wedemeyer & MclLeay, 1981) a estrés subletal; y cuantificar los
reguerimientos minimos de oxigeno de esta especie a diferentes salinidades.

Para ello, se ha determinado el CO y la frecuencia de ventilacion (FV) de la dorada,
previamente aclimatada a condiciones de normoxia (OD > 6.7mg0O-/l)), frente a una
hipoxia progresiva, a 20-22°C y diferentes salinidades (22, 32 y 36%o).

LOTESEXPERIMENTALES

Para los experimentos sobre e CO se dispuso de tres grupos de doradas, de pesos
comprendidos entre 100 y 1000g, estabuladas a 12, 22, y 36%. de sdinidad. Se
utilizaron 6 tanques de PVC de 1000 litros de capacidad (200x125x40cm) con un
filtro de arena en circuito cerrado, para cada dos tanques de réplicas, de una capacidad
de 8 m*h de flujo. Situados en el exterior del laboratorio, estaban provistos de cubierta
de uralita sombreada y laterales de lona correderas, permitiendo que la temperatura
fuera la natural de la época, pero con fotoperiodo controlado. Mensualmente se
renovaba la totalidad del agua de cada tanque. Durante el periodo de estabulacion (de 3
a 6 meses segun el grupo), se mantuvieron a 20.4 — 21.6°C de temperatura, 15h de luz
de fotoperiodo y entre 6.4 y 7.1 mgO,/l de agua. Se alimentaron con pienso compuesto
(EWOS, S.A.) para dorada ad libitum, una vez a dia, de composicion quimica ya
descrita en material y métodos del Blogue I. En los experimentos de hipoxia se
utilizaron los peces aclimatados a 22 y 36%o.. Un grupo de 7 doradas estabul adas a 36%o

se aclimat6 a 32%o. de salinidad durante una semana antes del inicio del experimento 4.
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[11. Oxigeno. Material y Métodos

ACUARIOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron, para cada serie de experimentos, 3 acuarios de cristal de 100 litros (100 x
30 x 40cm) con tapa transparente en la parte superior (paralimitar el intercambio de gas
en superficie y poder apreciar el fotoperiodo) y laterales opacos (para evitar lavision de
otros acuarios con peces) ubicados en una habitacion termorregulada. El agua saliente
de cada acuario era filtrada a través de filtros automaticos de arena y fibra de vidrio
(EHEIM ref.2213, 8 watt), con un flujo constante de 440 |I/h, y reoxigenada en otro
acuario de 500 litros mediante fuerte aireacion, de donde €l agua volvia a los acuarios
experimentales mediante valvulas, cerrando asi € circuito (Figura 17, pag. 114). Para
los peces con pesos superiores a los 400g se utilizaron tanques de 500 litros con un
sistema de circuito de agua proporcionalmente igual que los acuarios. En la entrada y
sdlida de agua de los acuarios se colocaron las sondas de medicion en continuo de la
concentracion de oxigeno disuelto en e agua dentro de recipientes cerrados

herméticamente.

CONDICIONESDE CULTIVO

Las condiciones experimentales de temperatura, salinidad, fotoperiodo y alimentacion
fueron las mismas que en e periodo de estabulacion (ver lotes experimentales). La
temperatura vario ligeramente entre los distintos acuarios entre 20 y 23°C (Tabla XV).
La aireacion forzada mediante piedras porosas mantuvo la concentracion de OD
entrante entre 7.5 y 8.2 mg/l. Para mantener la temperatura, se utilizaron calentadores
automaticos (Winner-Sacem, 300w) colocados en e acuario de reoxigenacion. Una vez
al dia (entre las 18-19h) se procedia a sifonado del fondo de los acuarios. El nivel de
nitritos y amonio-amoniaco se control6 a final de cada experimento, no alcanzando
niveles significativos de peligrosidad (nitratos<70 ppm, nitritos<0.5 ppm y amonio total
<0.5 ppm). En € experimento 4 una pequefia bomba centrifuga de inmersion aseguro la
homogeneizacién del agua dentro del acuario. Los peces se aclimataron previamente a

las nuevas condiciones experimental es durante un periodo minimo de 24h.,
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[11. Oxigeno. Material y Métodos

Para el estudio del efecto de la disminucion del OD sobre la respiracion, se paralizo el
sistema de filtrgje y se elimind la aireacion para permitir la deplecién del OD debido a
la propia actividad respiratoria de los peces. Tras un méximo de 9:45 horas de
experimentacion se restablecio € filtrge y la entrada de aire. Los cambios de pH

debidos alarespiracion eran contrarrestados por €l efecto tampon del agua de mar.

MUESTREOS

Al inicio y fina de los experimentos se registré el peso (P) de los peces, después de
anestesiar durante 5 minutos (MS-222, Sandoz, a razén de 50 ppm) y secar la humedad
superficial con un pafio, hasta una precision de 0.01g. Los peces no eran alimentados

24h antes de los muestreos. El peso de los peces se refiere como peso himedo.

M edicidn de la concentracion de oxigeno disuelto en e agua

La concentracion del OD en e agua se midi6 a través de un oximetro WTW
Trioximatic® 600, con 6 electrodos de membrana (o sondas) de medicién en continuo,
con sensor integrado para la presion atmosférica. Mediante un sistema de interface
(WTW Interlog OXI) las sefides se registraron en un PC mediante un programa
especia mente disefiado para ello. Los datos se recogian aintervalos de 5 o 15 minutos,
segun el experimento. El oximetro posee un compensador térmico automético y se
calibro para cada sdinidad asignada Para la transformacion de los datos de

concentracion de OD en porcentagje de saturaciéon de oxigeno' utilizados en el

! Los bidlogos acuéticos piensan, generalmente, en términos de oxigeno disuelto, expresado en mg/l (o el
equivalente en ppm) de concentracion de oxigeno en € agua. Los fisiélogos miden el oxigeno en €
ambiente 0 en la sangre, como tension o presion parcia (Po,) que se expresa en mmHg o0 en Pascals
(ImmHg = 133.32 Pascals). Mientras que seria razonable asumir una relacion directa entre oxigeno
disuelto y Po,, esto se mantiene solamente a una determinada temperatura y salinidad. A medida que

estas variables aumentan, la solubilidad del oxigeno disminuye a cualquier Po, dada.
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[11. Oxigeno. Material y Métodos

experimento 4, se han empleado las tablas de solubilidad del oxigeno en e agua en
funcion de latemperaturay lasalinidad (Benson & Krause, 1984) Los valores del 100%
de saturacion de oxigeno para cada condicion se expresan en la Tabla X V.

Se instalaron dos sondas en cada acuario, una en la entrada y otra en la salida de agua
dentro de recipientes herméticos donde €l flujo de agua era continuo (necesario para €l
buen funcionamiento de las sondas y segun instrucciones del fabricante) (Figura 17). Se
tomaron medidas durante un periodo minimo de 96h para cada condicién experimental,
gue corresponderian sucesivamente a: 24h a blanco sin peces; 24h ala aclimatacion de
los peces a acuario; y, 48h, como minimo, al experimento en si. Al final de cada serie
de experimentos, las sondas eran limpiadas y se recalibraban para la serie siguiente. En
el experimento 4 las sondas se colocaron directamente en los acuarios, donde una
pequeiia bomba de recirculacion, de 4 watt de potencia, les aseguré el flujo necesario
paralas correctas mediciones, evitando al mismo tiempo la estratificacion del aguaen el

respirometro.

Tabla XV. Concentracion de OD correspondiente al 100% de saturacion de oxigeno en el agua en funcién
delasalinidad y temperatura de cada condicion. Segin Benson & Krause (1984).
Condicion  S(%0) T2(°C) OD (mgO./l)

A 22 21 7.817
B 22 20 7.974
C 22 20 7.974
D 32 22 7.245
E 32 22 7.245
F 32 22 7.245
G 36 23 6.939
H 36 22 7.074
I 36 22 7.074
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Oximetro

Bombadeaire

Tanquede
re-oxigenacion
. Calentador
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| Jﬁh
——r] =) Respi rémetro 3

] ==) Respirémetro 2

Sondas de| - B — - Respirémetro 1
oxigeno
B_ombade; =($
recirculacion =

Bomba de flujo + filtro

Figura 17. Esquema del sistema de acuarios experimentales utilizados en la determinacién del CO. Las
flechas indican la direccién del flujo de agua. Las sondas de oxigeno se encuentran en la entrada 'y salida
de los acuarios. En €l experimento 4 se utilizé una bomba de recirculacién en € interior de cada acuario.

En €l tanque de reoxigenacion se controld la concentracion de OD en el aguay la temperatura.
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Deter minacion del consumo de oxigeno

La tasa de consumo de oxigeno instantaneo (CO) se calcul6 a partir de la diferencia
entre la concentracion de OD del agua entrante y la concentracion de OD del agua ala
salida del acuario, para cada punto de medicion, es decir, cada 15 minutos. Dicha

diferencia esta relacionada con €l flujo de aguay la biomasa total de peces en el tanque:

CO=(0s-0).Q/B

donde CO es el consumo de oxigeno (mgO./Kg/h) ; O y Os es la concentracion de OD
alaentraday salida del acuario (mgO./l) respectivamente; Q es el flujo de agua (I/h); y
B la biomasa total de peces en el acuario (Kg). El flujo de agua se midié diariamente,
cronometrando el tiempo que tardaba en llenarse un recipiente de 1 litro con el agua de

salida, realizandose la media de 10 mediciones.

Se ha considerado la posibilidad de re-aireaciéon del acuario debido a la difusion de
oxigeno através de la superficie del agua; a la fotosintesis o fotorespiracién de agas; a
la oxidacion de desechos organicos en el acuario; o bien a consumo de oxigeno
bacterial que enmascare |os resultados reales del CO de los peces. En pequefios recintos
de cultivo en los que se establece un flujo laminar, € intercambio de oxigeno entre
atmosferay agua es despreciable, comparado con la respiracion de los peces (McLean et
al., 1993), y quizas solo tendria efecto en la lamina més superficial, no afectando
préacticamente al volumen total del acuario. Asimismo, y debido a que los acuarios
estaban tapados, al elevado flujo de aguay que € tiempo de experimentacion era corto,
la posibilidad de produccion de fitoplancton se comprobé insignificante. Por otro lado,
las heces eran retiradas diariamente. A pesar de ello, y antes y después de cada
experimentacion se realizaba un blanco en € cua se mantenian los acuarios sin peces
pero con €l flujo de agua durante las 24 horas previas y posteriores a la introduccién y
extraccion de los mismos. EI CO de los acuarios vacios se midié para determinar la
respiracion de “fondo” (Cech, 1990), la cual se revel6 negligible. A pesar de ello y
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[11. Oxigeno. Material y Métodos

debido a la elevada precision del oximetro, se tuvieron en cuenta estos consumos para

realizar |as correcciones correspondientes en cada caso.

La medicién de la concentracion de OD se realizo de forma automatica por el oximetro,
evitandose asi alteraciones en € comportamiento de los peces por manipulacién de los
acuarios. Por todo €lo, se asume que el CO medido puede aproximarse a la tasa
metabdlica de los peces.

L os datos sobre el consumo de oxigeno se han tomado en grupos de peces en lugar de
individualmente, ya que observaciones preliminares mostraron que la dorada en
solitario era hiperactiva. Para cada triple experimento sobre el CO se ha dispuesto de
individuos distintos cada vez, utilizando tres grupos de pesos para cada condicion

experimental .

En los experimentos de deplecion de oxigeno (experimento 4), la regresion linear entre
la concentracion de OD (datos tomados cada 5 minutos) y el tiempo se calculd
automaticamente y las pendientes (k) se utilizaron para cuantificar el consumo de
oxigeno segun laférmula siguiente:

CO=k.V/B

donde CO, es & consumo de oxigeno (mgO./Kg/h); Kk, la pendiente (mgO./h) es la
derivada del OD respecto a tiempo (dOD/dt); V, es € volumen del acuario menos €l
volumen de los peces (1); y B, la biomasa total de peces en el acuario (Kg). Unicamente
se usaron en los célculos las pendientes derivadas de ecuaciones con una r>>0.9. Este
coeficiente de regresion de la pendiente es un reflejo de la precision en la determinacion
del CO, con valores préximos a 1 cuando € consumo de los peces entre |os periodos de
medida se hacia méas constante. Los coeficientes de regresion pequefios podian ser €l
resultado de la actividad durante parte del intervalo de medida que provocaria un
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aumento del CO y un descenso del coeficiente de regresion debido a que la pendiente se

incrementaria mientras |os peces fueran activos.

M etabolismo estandar (o CO en reposo), metabolismo de rutina
y SDA

L os peces eran introducidos en el acuario un diaantes a inicio del experimento. Cuando
un pez es transferido a un nuevo recinto 0 ambiente, como puede ser e acuario
experimental, se produce un descenso en la concentracion de OD debido en parte a
estrés de captura (Gasca-leyva et al., 1991) y a la deuda de oxigeno. Es decir, se
produce un aumento del CO después de finalizado el gercicio para compensar la
obtencion de energia por via anaerobia durante la captura e introduccion en un ambiente
desconocido (Schurmann & Steffensen, 1997). Esto puede durar algunas horas y
durante este periodo se puede observar un descenso gradual del CO (Figura 18).
Siguiendo a este periodo, el CO se estabiliza en un nivel minimo que llamaremos de
reposo (COreposo). ESte nivel minimo de CO se puede considerar el metabolismo
estdndar (MS) de los peces. Vaores més altos, debidos a la actividad casua donde ésta
se reduce a movimientos espontaneos, se pueden considerar como metabolismo de
rutina (MR) segun lo definen Fry (1957, 1971) y Winberg (1960). Sobre la base de esta
informacion, todas las medidas se han realizado pasado este periodo de aclimatacion.

El aumento del CO, debido alos procesos ligados a la alimentacion, en los que e CO se
incrementa rapidamente después del suministro de alimento para acanzar un pico y
descender progresivamente hasta los niveles de CO de reposo, representa el
metabolismo energético debido a SDA aparente (consideramos aqui la suma de los
efectos fisiologicos relacionados directamente con la aimentacion y de la actividad

casual gue ello conlleva).
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Figura 18. Ejemplo de la evolucion del CO durante € proceso de introduccion y
aclimatacion de los peces en los acuarios experimentales utilizados en |a determinacién
del CO, a20°C. El elevado CO inicia es debido a estrés de captura. Los valores son €l
resultado de las medias de 26 experimentos, agrupadas cada media hora, con un total de
2.288 medidas. La linea horizontal discontinua representa el nivel del COreposs O
metabolismo standard calculado a partir de las medias de los valores observados entre
las 4 y 7h (circulos en blanco). La barra horizontal blanca y negra representa las fases

dia-noche.

Parametrosdel CO

Para simplificar la interpretacion de los resultados, los valores del CO se presentaron

segun los pardmetros siguientes:
COnmedio: mediade los valores del CO registrados durante un periodo de 24h.
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COqia: mediade los valores del CO registrados durante las horas de luz.

COnroche: mediade los valores del CO registrados durante las horas de oscuridad.

COnix: valor més alto de las medias horarias del CO.

COnmin: valor més bajo de las medias horarias del CO.

COreposo- Valor medio de los 12 valores minimos del CO (equivalente a 3 horas) medidos
durante el periodo de la noche anterior a inicio de cada experimento (registros
entre las 4-5h y las 7-8h, segin caso) (Benetti et al., 1995).

SDA (Specific Dynamic Action): diferencia entre e CO medio diario y el CO reposo.
Representa el metabolismo energético debido al SDA aparente

El efecto de la temperatura y la salinidad sobre el CO se midié mediante el factor Qi
(factor por € cua la tasa de CO aumenta cada 10°C o 10%. de aumento de la

temperatura o la salinidad, respectivamente) y se calcul 6 usando las siguientes formulas:

Quot = (COW/COR) "™ obien,  log Quor = (10/ty-to) log (COu/COx)
Quos = (CO4/COL) 99 g bien, log Qios = (10/51-S,) log (CO«/CO)

donde, CO; y CO, corresponden al CO a las temperaturast; y t; y salinidades s, y S,

respectivamente.

Nivel critico de OD en el agua

La concentracion de OD en e agua bajo la cual los peces se transforman de
oxireguladores a oxiconformes se refiere como concentracion critica de OD (ODgit). No
se trata de un punto exacto sino de un rango no muy ancho en e cua & CO pasa
progresivamente a disminuir a medida que disminuye la tension de oxigeno en el agua.
El ODgit se determind a iniciarse un descenso gradual de la concentracion de OD del
agua mediante la eliminacion del sistema de filtrgje y aireacion para permitir la
deplecion de OD mediante la propia actividad respiratoria de 10s peces (experimento 4).
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El ODi se definid graficamente por el método de Yeager & Ultsch (1989). A niveles
bajos de saturacion de OD, el CO desciende por debajo del COyeposo. EStOs valores
siguen una regresion linear que, proyectada desde € origen, intersecciona con la linea
horizontal que representa el nivel de COrgoso €1 NOrMoxia. Este punto de interseccion es
el ODgit (Figura4, pég. 36).

Frecuencia de ventilacion

La frecuencia de ventilacion se midié en movimientos operculares por minuto (bpm -
“beats per minute”). Un movimiento opercular es igual a un ciclo de aperturay cierre
del opérculo (0 boca) durante la respiracion, es decir, movimiento completo de
inhalacién y exhalacion. Las observaciones se redlizaron visualmente desde uno de los
laterales tapados, a través de una abertura (Heath, 1972). Mediante ensayos previos a
experimento se comprobd que este método no alteraba el comportamiento normal del
pez dentro del acuario, €l cua nadaba indistintamente hacia cualquier punto del recinto
sin aterar su CO. Cada 15 minutos se determind la frecuencia de ventilacion, como la
media de seis medidas realizadas aleatoriamente a los distintos individuos del acuario.
Se registro e tiempo requerido para efectuar 20 bpm mediante un crondometro. La
variacion de la amplitud del movimiento opercular y los cambios de color y
comportamiento normal de los peces se observaron continuamente. El cese de los

movimientos operculares se considerd la muerte del animal.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Como en los experimentos del Bloque |, se utilizo el andlisis de la varianza de una o dos
vias (ANOVA | y Il) para detectar diferencias significativas entre las variables,
temperatura, salinidad, concentracion de OD y nivel de actividad, sobre los parametros
estudiados. Las diferencias significativas entre grupos fueron puestas de manifiesto
mediante los tests de comparacion multiple de las medias. Tuckey o Scheffe, segin
nimero de réplicas (Soka y Rohlf, 1981). Previamente a andlisis de la ANOVA, se
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aplicaba € test de normalidad y homogeneizacion de las varianzas, en caso contrario,
los datos eran transformados a arcoseno a fin de obtener varianzas homogéneas (Sokal y
Rohlf, 1981).

En e experimento 3, la relacion entre el CO y el peso del animal se examinG por
regresion lineal de acuerdo al principio de los cuadrados minimos tras la transformacion
a logaritmos. Las pendientes de las rectas se compararon mediante e andlisis de la
ANOVA con posterior test de Tuckey para determinar diferencias significativas (Cuadras,
1991).

Para gustar los datos a los modelos que explicarian las variaciones de las variables
dependientes (diferentes niveles del CO) en funcidon de las variables independientes
(sdlinidad, temperatura y peso), se utilizO €l andisis de regresiéon mudltiple,
transformando las variables en logaritmos decimales (Steel & Torrie, 1980). Para €l
nivel de significacion de los coeficientes de las variables se aplico la t-Student y para

todalaregresion la ANOVA.

En el experimento 4, la relacion entre la velocidad de descenso de la concentracion del
OD vy € tiempo se examind por regresion exponencia negativay larelacion entre el CO
y la concentracion de OD, mediante e andisis de regresiéon tras transformacion
logaritmica.

Para estudiar €l grado de dependencia lineal entre las variables independientes (peso,
temperatura, salinidad, peso) y las dependientes (concentracion de OD, distintos niveles
de CO y de FV) se rediz0 € test de andlisis de correlacion mdltiple y su nivel de

significacion se determind mediante la t-Student.
Como criterio general se tomd e 5% de nivel de significacion para rechazar la Ho.

Todos los andlisis estadisticos y gréficos se han llevado a cabo mediante el programa
estadistico STATGRAFHICS PLUS (version 4.10 Statistical Graphics Corp.),
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SIGMAPLOT 4.00 (SPSS Inc.) y Microsoft Excel 97 (Microsoft Corp.). Los valores se
expresan como media £ e.s. En los casos que se indica, se utiliza la desviacion estandar

para efectos gréficos mas visuales.
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y LA SALINIDAD
SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO

Se ha determinado e efecto de la salinidad (12, 22 y 36%o) sobre la tasa metabdlica
(COreposos COzyuno Y COaim) de la dorada, a 20 y 24°C + 0.5°C de temperatura. Los
resultados de la relacion CO-peso dependiente se reflgjan en las gréficas de doble
logaritmos (Figura 19, pag.128) junto a las rectas de regresién que mejor definen cada

relacion.

Se utilizaron un total de 232 individuos distribuidos en 51 experimentos. La densidad de
carga media fue de 6.18 + 0.08 Kg/m® no excediendo los 7 Kg/m®. Se realizaron un total
de 48144 registros de OD en el agua, computados a intervalos de 15 minutos. El rango
(valor minimo y méximo) de pesos utilizados y sus medias se expresan en la Tabla X VI
junto a las condiciones experimentales. Todos los peces permanecieron un total de 48
horas en ayunas (24h previas a la captura y 24h de aclimatacién a las nuevas

condiciones) antes del experimento en si.

Tabla XVI. Condiciones experimentales y rango de pesos utilizado en el experimento 3. Los pesos

medios de cada lote de peces no son significativamente diferentes entre si (P>0.05) y las varianzas son

homogéneas (Cochram).
S T2  N°totar  NO°total N° Rango de pesos Peso medio
(%0) (°C) medidas  Peces Obs. (9) (gtes)
12 20 5664 30 6 106.85 — 615.62 334.105 + 91.518
12 24 5664 25 6 130.01 —748.20 406.917 + 106.52
22 20 8496 38 9 80.00-821.13 308.926 + 82.079
22 24 11328 56 12 65.55 —702.85 293.853 + 67.833
36 20 8496 42 9 73.45-838.90 375.424 + 93.902
36 24 8496 41 9 85.62 —902.80 335.920 + 93.616
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CO - peso dependiente

Los resultados obtenidos sobre el CO con relacion a peso se resumen en la Tabla

XVIII. El CO peso-dependiente puede expresarse segun la ecuacion siguiente:

CO=a.P
o bien,
logCO=loga+blogP

donde CO es el consumo de oxigeno (mgO./Kg/h), P e peso fresco (g), a es la
constante equivalente al CO de un pez de 1g de peso y €l exponente del peso, b, la
pendiente de la recta de regresion (Winberg, 1956).

El logaritmo del CO disminuye linealmente con el logaritmo del peso corporal del pez
en todas las salinidades estudiadas. Debido a efecto del peso corporal sobre el
metabolismo (Hoss & Petus, 1976), |as tasas se gjustaron a un peso corporal estandar de
100g (en peso fresco; dltima columna en la Tabla XVII). Las tasas medias
estandarizadas se compararon mediante ANOVA de Il vias entre sadinidades y
temperaturas, para cada nivel de actividad, obteniéndose diferencias significativas
(P<0.01) y sin interaccion entre ambos parametros. El andlisis de la ANOVA también
mostro diferencias significativas (P<0.05) entre los distintos niveles de actividad.

L as pendientes de las rectas de regresion son todas inferiores ala unidad. Si observamos
la Figura 19, para cada salinidad dada, el cambio proporciona del CO con relacion a
nivel de actividad (COreposo, COayuno Y COaim) €s independiente del peso. Las rectas de
regresion son aproximadamente paralelas, es decir, las pendientes no son
significativamente diferentes entre si (P>0.05). Igualmente ocurre dentro de cada

sdlinidad y para ambas temperaturas (Figura 20, pag.129).
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Tabla XVII. Relacion entre d CO medio diario (mgO./Kg/h) y el CO de reposo, con el peso de la dorada
paracada salinidad y nivel de actividad, a20 y 24°C de temperatura.

S T2 Nivel Ecuacion de regresion es. r Estimacién a 100g
(%) (°C) (60] (log CO=loga+ blog P) deb (mgO./Kg/h)
log a b tes
12 20 COreposo 21184 -0.1687 0.0444 0.78 60.387 + 3.977
CO ayuno 2.2596 -0.1794 0.0392 0.84 79.577 £ 4.215
coadim. 2.4464 -0.1790 0.0574 0.71 122.588 + 10.396
12 24 COreposo 2.2498 -0.1761 0.0723* 0.60 79.006 = 7.292
CO ayuno 24187 -0.1726 0.0703* 0.60 118.428 + 11.245
Codim. 2.5975 -0.1692 0.0596 0.67 181.564 + 14.763
22 20 COreposo 2.3333 -0.2236 0.0595 0.67 76.917 + 5.266
CO ayuno 24121 -0.1969 0.0529 0.66 104.305 + 9.387
COodim. 2.6477 -0.2118 0.0581 0.65 167.518 + 17.324
22 24 COreposo 2.4487 -0.2282 0.0383 0.78 98.218 + 8.213
CO ayuno 2.5988 -0.2161 0.0320 0.82 146.744 + 10.751
coadim. 2.7920 -0.2163 0.0479 0.67 228.728 + 25.531
36 20 COreposo 2.6517 -0.2711 0.0406 0.86 128.655 + 9.661
CO ayuno 2.8523 -0.2861 0.0384 0.89 190.623 + 11.145
COodim. 3.0284 -0.2876 0.0335 0.91 283.922 + 28.435
36 24 COreposo 2.7483 -0.2797 0.0415 0.87 154.514 + 12.931
CO ayuno 2.9603 -0.2895 0.0358 0.90 240.649 £+ 19.274
coadim. 3.1122 -0.2816 0.0425 0.86 353.955 + 32.321

i el coeficiente del peso, b, no es significativo P>0.05.
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Figura 19. Consumo de oxigeno (mgO./Kg/h) respecto al peso de la dorada en estado de reposo (®), en

ayunas (O) y con alimentacion (W), aclimatada a tres salinidades y dos temperaturas. Para las férmulas

de las ecuaciones de regresion ver Tabla X VII.
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Por otro lado, s representamos el valor de los coeficientes de regresion b de las
ecuaciones que relacionan las distintas tasas de CO con € peso, observamos que
disminuyen significativamente (P<0.05) con el aumento de la salinidad (Figura 20).

(@) (b)

Coeficiente de regresion

12 22 36 12 22 36

Salinidad Salinidad

Figura 20. Coeficientes (valores de b) de las distintas ecuaciones de regresion que relacionan el
metabolismo con el peso de la dorada a distintas salinidades (estadisticamente desiguales P<0.05) a 20°C
(8 y 24°C (b). COreposo (®), COuyuno (O) ¥ COgimentacion (V). Las barras verticales representan e error
estandar.

Por consiguiente, b es independiente de la temperatura'y del nivel de actividad, pero no
de lasalinidad. La constante “a’, por € contrario, varia en funcion de las tres variables,
aumentando, en general, con la salinidad, y para una misma salinidad con latemperatura
y €l nivel de CO.

Ritmo diario del CO y efecto de la alimentacion.

El CO de la dorada muestra una clara ritmicidad diaria. La Figura 21 (pég. 131) es un
giemplo del ritmo diario del CO que presenta la dorada durante un periodo de 24h con
suministro de alimento, seguido de 24h de ayuno. Inmediatamente después del

encendido de la luz (8:00h) los peces empiezan a incrementar el CO acelerandose
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durante e suministro de alimento (9:00h). Se alcanza un méaximo entre las 11:00 y
14:00 horas, 3.19 + 0.09 veces superior al COreoso, SiN diferencias significativas entre
condiciones. Seguidamente, empieza a descender de forma progresiva hasta alcanzar los
niveles minimos de CO hacia las 4:00 horas de la madrugada y se mantienen hasta €l
encendido de las luces del dia siguiente. Los valores minimos observados durante esta
primera noche son significativamente superiores a COreoso- A las 23:00 horas se
produce un leve pico debido a cambio brusco de luz a oscuridad. Durante la noche, y

no en todos |os casos, se producen ligeros picos de diferente magnitud y duracion.

En e segundo dia, e CO aumenta con el encendido de las luces y se produce un leve
pico hacia las 9:00h a pesar de que los peces no son alimentados. Se alcanza el maximo
entre las 10:00 y las 12:00 horas, entre 1.73 y 1.94 + 0.03 veces superior a CO de
reposo a 20 y 24°C, respectivamente, para descender hasta un minimo hacia las 2:00
horas. Este valor minimo observado es significativamente igual (P<0.05) a CO de
reposo. Esto evidencia el final del efecto producido por la aimentacion. Es decir, la
duracion del incremento del CO sobre el nivel de reposo, debido al SDA aparente, es de

41.2 + 4.6 horas, indistintamente de la condicion.

En general, la aimentacion ha provocado un aumento significativo sobre todos los
parametros estudiados: COmedio, COmax, COdia Y COnoche, respecto a los parametros
medidos en ayunas. Durante las horas nocturnas (de 23:00 a 8:00 h), la tasa de COmedio
ha representado un 77.99 + 0.55 % del COgqia con alimentacion y un 88.69 + 0.38 %
respecto al COgqi, en ayunas. Las variaciones del CO que suceden a la alimentacion y
encendido o apagado de la luz, son inmediatas y bruscas, mostrando que la tasa

metabdlica de la dorada se ve altamente alterada por ambos efectos.
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Figura 21. Evolucién del ritmo diario del COpeio (MgO2/Kg/h) de la dorada (234.72+8.9g de peso
medio), mantenida a 24°C y 36%. de salinidad durante un ciclo completo de alimentacién-ayuno (48 h.).
La barra horizontal en €l ge, representa las fases de dia-noche. La flecha indica la administracién de
alimento (racion aproximada 2%). El nivel del COgos Se indica mediante una linea horizontal

intermitente. Las barras verticales indican la desviacion estandar de cada punto.

Durante el primer dia de experimentacion, las relaciones entre los distintos parametros
del CO no se correlacionan con ninguna variable, es decir, estas relaciones se mantienen
constantes (Tabla XVIII). El metabolismo de reposo representa e 45.1 + 0.9 % del
COnmedio, Mientras que por definicion, la diferencia (54.9 £ 0.8 %) es la proporcién del
CO dedicado al SDA aparente. EI SDA aparente provoca un aumento del COpedio de
2.27 + 0.04 veces e metabolismo de reposo. O lo que es o mismo, el incremento del
COnmedio debido al SDA aparente esdel 127.4 + 4.4%.
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Tabla XVIII. Relaciones entre los distintos niveles del CO. Valores medios + e.s. Se considera €l valor de
COs0A=COnmedioc-COreposo- * Durante el dia de ayuno las relaciones presentan diferencias significativas
entre temperaturas (ANOVA |1, P<0.05).

Alimento Ayuno*
20°C 24°C

COreposo/ COrmetio 0.45+ 0.01 0.71+0.01 0.67 £ 0.01
COspa/COnmedio 0.55+0.01 0.29+0.01 0.33+0.01
COrmediio/ COreposo 227+0.04 142+0.03 1.52+0.03
COspa/COreposo 127+0.04 0.42+0.03 0.52+0.03
CO%yuno/ CO4im 0.66 + 0.01

CO4im/COayuno 1.54+0.02

COmax/ COreposo 3.19+0.09 1.73+0.05 1.94 + 0.05
COrisx! COnedio 141+ 0.03 1.23+0.02 1.28+0.02

Durante €l siguiente dia de ayuno la proporcién del COpmegio invertido en el metabolismo
de reposo aumenta respecto al dia anterior, disminuyendo con la temperatura. Esto es
debido a que mientras € COnedio disminuye, € COreoso S& Mantiene constante. Todas
las demés relaciones entre los pardmetros del CO aumentan significativamente con la
temperatura. EI movimiento espontaneo del pez, junto a resto del SDA aparente
proveniente del dia anterior, representael 289+ 1.3 % y e 33.4 £ 1.2 % del COmedio
para 20 y 24°C de temperatura, respectivamente. El COpegio Se hareducido a 0.66 + 0.01
veces, es decir, durante € dia de ayuno se ha producido un descenso del 34.3 + 1.0%

respecto al COnedio del dia anterior con alimentacion.

Efecto de latemperaturay la salinidad

La captacion de oxigeno por la dorada esta influenciada por la temperatura y la
sdinidad (Figura 19, pag.128). En todos los grupos, los diversos parametros del CO
aumentan significativamente con latemperatura. En la Tabla X1X se muestralos valores
de Qo para la temperatura calculados a partir de las ecuaciones estimadas del CO

(Tabla X V11, p&g.127). El efecto del incremento de temperatura sobre el CO disminuye
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significativamente al aumentar la salinidad. El valor medio de Q.o en estado de reposo

es significativamente menor (P<0.05) gque en los estados mas activos (Tabla X1X).

Tabla XIX. Estimacion de Qqo para el intervalo de 20 a 24°C de temperatura, para cada nivel de actividad
y sadlinidad (valores + e.s.).

Salinidad 12%o 22%o 36%o Vaor medio

CO reposo 1.95+0.01 184+000 158+0.01 | 1.79+0.05"

CO ayuno 271£001 232+002 179+000 | 2.28+0.11°

COalim 269+001 217+001 174+001 | 220+0.12°

Valor medio 245+011%° 211+0.06° 1.70+0.03° | 2.09+0.00

El modelo de relacion entre el CO y la salinidad es semegjante para cada nivel de
actividad (Figura 22). Las ditintas tasas de CO aumentan significativamente (P<0.05)
con lasalinidad y este aumento es mas acentuado a 36%.. Es decir, mientras que COaim
aumenta de forma parabdlica segin aumenta la salinidad, € COyeoso SaAlinidad-

dependiente muestra unarelacion mas lineal.

(a) (b)

400 400
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Figura 22. Efecto de la salinidad sobre los distintos niveles de CO de la dorada a 20°C (a) y 24°C (b).
Valores estandarizados a 100g de peso. COreposo (@), COgyuno (O) Y COLim (V).
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Este efecto puede valorarse mediante el calculo de la Q.o parala salinidad a partir de las
ecuaciones estimadas del CO (Tabla XVII). Los valores de Qios presentan diferencias
significativas (P<0.05) entre temperaturas y tramos de salinidad: 1.31 y 1.23 por un
aumento de 12 a 22%0 de salinidad para 20 y 24°C, respectivamente; el aumento de
salinidad de 22 a 36%. tiene un efecto mas pronunciado sobre el metabolismo estimado,

aumentando Qs a1.46y 1.38 para 20 y 24°C respectivamente (Tabla X X).

Tabla XX. Estimacion de Qi para la sdlinidad y para cada nivel de actividad a 20 y 24°C. Existen
diferencias significativas entre tramos de salinidad (P<0.05).

Temperatura 20°C 24°C
Intervalodesadlinidad Del2a22% De22a36% Del2a22%. De 22 a36%o
COreposo 126+0.01° 143+001° 123+001* 1.37+0.01%
COuyuno 1.31+0.01® 152+002° 1.23+0.01* 1.41+0.02%
COaim 1.36+0.01° 144+002° 125+001* 1.35+001°
Vaor medioxes. 1.31+£0.01 1.46 £ 0.01 1.23+0.01 1.38+0.01

Se aplicd € andlisis de regresion mltiple lineal para obtener la ecuacion que relaciona
el CO con las variables. El CO esta directamente relacionado con la salinidad y la
temperatura e inversamente relacionado con el peso. Los datos se describen segun las

ecuaciones siguientes:

109COrepos0 = 0.5665 10gS (%o) + 1.1836 10gT(°C) — 0.2204 logP(g) + 0.0725 r?=0.85
109COayuno = 0.6302 10gS (%o) + 1.6653 logT(°C) — 0.2161 logP(g) — 0.5075 r?=0.88
10gCO4im = 0.5930 10gS (%o) + 1.6315 |0gT(°C) — 0.2204 logP(g) — 0.2159 r?=0.87

donde S es sdlinidad, T temperatura y P peso; con una probabilidad altamente
significativa (P<0.0001) en todas las ecuaciones. El efecto de la interaccion no es

significativo (P>0.05).
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Efecto de un ayuno prolongado

Experimentos preliminares confirman que los datos de consumo de oxigeno de la
dorada alimentada menos de 24h antes de las primeras medidas, no son Utiles cuando se
comparan con la tasa metabdlica de rutina a las especificas temperaturas y salinidades.
Durante los experimentos anteriores se ha podido constatar que el efecto de la

alimentacién tiene una duracion de, al menos, 41 horas.

Se ha determinado la disminucién de la tasa metabdlica de la dorada mantenida en
ayuno més de 48 horas. La relacion entre el tiempo desde la dltima comida y las tasas
medias del CO se muestra en la Figura 23, donde se puede observar que el CO se
estabilizay converge hacia el COyenoso- El punto cero de la gréfica representa €l COmegio
con aimentacion. El punto 1 equivale al COnedio €n € primer dia de ayuno. Los
siguientes puntos representan las tasas medias del CO durante los 7 siguientes dias sin
alimentacion. La relacion entre e punto de partida 'y el primer dia de ayuno ya se ha
evaluado en los resultados anteriores. Durante €l periodo de 7 dias siguientes, el CO
disminuye logaritmicamente y se puede expresar segun la siguiente ecuacion de

regresion (partiendo del primer dia de ayuno):

CO = COgayuno~COayuno-COreposo™ 1/2)(LN T)
donde CO se expresa como mgO./Kg/h y T = dias después de la aimentacion. Se
escogié este modelo del Ln (T) por su ato coeficiente de correlacion: r>>0.95. Esta

regresion esta basada en las 7 medias diarias, pero si se calcula con todos los valores (en

este caso, 672 para cada regresion) también es significativa (r°=0,51, P<0,01).
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Figura 23. Efecto del ayuno prolongado durante 7 dias, sobre €l COpehi0 (MgO./Kg/h) de la dorada de
varios pesos y condiciones ambientales (2 93.76+0.71gy ¥ 225.06+2.56 g mantenidos a 36%o. y 24°C; O
94,60+0.64 g a22%0 y 24°C; V 495.34+ g a 12%0 y 24°C). Los peces fueron alimentados en el tiempo “0”.

(Vaorestes)
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INFLUENCIA DE LA DISMINUCION DE LA
CONCENTRACION DE OD EN EL AGUA SOBRE EL
CONSUMO DE OXIGENO

En este experimento se ha observado la evolucion del CO de la dorada sometida a un
descenso gradual de la concentracion del OD en el agua, a diferentes salinidades (22, 32
y 36%0) y a una temperatura de 20+1°C. Los experimentos se dieron por finalizados
cuando | os peces presentaron sintomas claros de pérdida total de equilibrio.

El consumo de oxigeno en nor moxia (metabolismo de rutina)

L os peces se introdujeron en e respirometro 24h antes del inicio de los experimentos.
Ello supuso un ayuno de 48h (24h previas a la captura, méas 24h de aclimatacion a
sistema). Asi, la tasa de CO observado se consider6 comparable a COayuno Obtenido en
los experimentos precedentes y 1o denominamos en este caso CO de rutina (COryina)
paradistinguirlo del mismo. El COyina Se determiné como lamedia del 75% del total de
puntos del CO observados, antes deiniciar el descenso debido ala deplecién de oxigeno
en el agua.

Se experimentd con tres grupos de pesos (151.58+8.059, 321.51+6.68g Yy
596.42+11.169) sin diferencias significativas entre salinidades. Los valores del COyytina
obtenidos en cada condicién experimental, el rango de deplecion del OD del aguay el
tiempo empleado en ello, se muestran en la Tabla X XI. Los valores de COyyiina presentan
una diferencia media, pero no significativa (P>0.05), del 7.6+1.4% superior a COayuno,
calculado a partir de las ecuaciones resultantes del experimento anterior (Tabla XVII,

pag.127).
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Tabla XXI. Condiciones experimentales y rango de deplecion de la concentracion de OD. El COuyunc* Se

ha calculado a partir de las ecuaciones obtenidas en el experimento 3.

S Ne° Peso medio CO\utina COs4yuno* Rango [OD] Tiempo
(%0) indv. (gtes) (mgOJ./Kg/h)  (mgO./Kg/h) (mg/l) (h)
A 22 4 15765+ 6.10 117.224+2.292 116.269 7.920-1.001 8:00
B 22 2 308.40+10.64 105.340 + 2.575 92.726 7.940-1.035 6:55
C 22 4 567.38+12.77  91.433+ 2.425 81.293 7.700-0.650 6:20
D 32 5 127.46+891  176.683 + 2.107 166,564 7.200-0.778  9:10
E 32 2 323.65+5.15 151.392 + 2.503 136.193 7.380-0.722 9:45
F 32 4 618.33+16.62 123.959 + 2.464 118.427 7.360- 0.586 7:25
G 36 3 183.70+7.88  180.409 + 3.097 164.864 6.990-1.300 945
H 36 2 339.05+0.55  153.552 + 3.172 145.221 7.180—-1.222 9:40
I 36 4 603.55+21.74 133.613+ 2.830 128.203 7.370-1.068 7.25

CO durante hipoxia gradual

En la Figura 24 se reproducen los registros del descenso de la concentracion del OD en
el agua a lo largo del tiempo. En todos los casos la deplecion de oxigeno respecto al
tiempo sigue una curva exponencial negativa del tipo OD= ae™, donde OD es la
concentracion de OD (mgO-/l) en el agua en e tiempo t (min.) a partir del cua se ha
iniciado el descenso de lamisma (Tabla XXII).
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[OD] (mgOy/)
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Figura 24. Registros del descenso de la concentracién de OD del agua del respirdmetro respecto al tiempo

en |as seis condiciones experimentales. Las curvas son del tipo exponencia negativas (OD=ae™) descritas
en latabla XXI1.

Tabla XXII. Ecuaciones que definen la velocidad de descenso de la concentracion de OD respecto al

tiempo. Las curvas son del tipo exponencial negativa con un nivel de significacion del P<0.0001.
OD= ae™
a b n r¥  esestim.
A 7572 00049 97 099 0.136

8103 00052 84  0.997 0.115
C 8119 00063 82 099 0.149

o}

7367 0.0045 114 0.995 0.141
7338 0.0047 114 0.998 0.097

F 768 00060 91 0.994 0162
G 6538 00033 101 0944 0.373
H 7237 0.0033 117 0.999 0.069

7513 00040 114 0.993 0.158
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El CO se ha mostrado independiente de la concentracion de OD hasta un punto
determinado, a partir del cual disminuye logaritmicamente con la concentracion de OD
(Figura 25). A este punto critico lo denominamos subcritico (ODgyerit) para distinguirlo
del obtenido a partir del metabolismo de reposo y se determind como la interseccién

entre laregresion logaritmica con €l COgyuno (Tabla XXIII).

Saturacion de oxigeno (%)
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Figura 25. Consumo de oxigeno de la dorada en funcién de la concentracion de oxigeno disuelto en el
agua. Los puntos representan |os valores experimentales del CO; los puntos utilizados en la determinacion
del ODg;; se dibujan en negro y se dibuja su recta de regresion; la curva continua representa la regresion
de los puntos por debajo del COguuno- Las lineas de puntos horizontales indican los valores
correspondientes del COayuno Y COreposo CalCulados en el experimento anterior. La escala del porcentsje de
saturacion de OD esta definida para 22°C y 32%. de salinidad.
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Tabla XXIII. Ecuaciones logaritmicas correspondientes a la fase dependiente del CO por debgjo del
COsyuno, Utilizadas en la determinacion del ODgerir, Y SU equivalente en porcentaje de saturacion de OD.

Todas las regresiones son altamente significativas (P<0.0001).

Regresion logaritmica ODg it SatOD
(COuierit = @+ b IN(COyuno) (mgO,/l) (%)
a b n r*
A 18914+2.649 914605658 64 0.81 2.899+0.113*  37,06+1.44%
B  19.507+3.636 81.617+4.426 54 0.90 2.452+0.069°  30,76+0.87"
C 30.759+3.002 70.780+3547 54 0.83 2042+0.042° 25,61+0.53°
D 34.647+1.635 106.215+2.187 58 0.98 3.462+0.051°  47,79+0.71°
E 254202837 99.706+3.906 64 091 3.037+0.077*° 41,92+1.06°
F 40.366+1.698 76.534+2.418 50 094 2.773+0.052° 38,28+0.72*
G  11.386+1.094 102.460+5229 55 090 4.472+0.201°  64,45+2.90'
H 3523743759 78.617+3.798 81 090 4.051+0.161" 57,27+2.279
| 41.867+2.356 67.780£3289 82 092 3.574+0.130° 50,53+1.83°

Gréficamente, el ODi; Se obtiene a partir de la interseccion entre la linea de regresion
formada por los puntos inferiores al COreposo Y |a linea horizontal que representa la
media del COreposo €1 NOrmoxia (Figura 25, Tabla XXIV). El incremento de |a ODgit
con lasalinidad y el descenso con e peso corporal fue significativo confirmado con el
andlisis de ANOVA Il (P<0.05) y corroborado con el test de Tuckey (Figura 26).
Paralelamente, la ecuacion de regresion que relaciona la concentracion critica de
oxigeno con el CO observado tiene un elevado coeficiente de correlacion (r=0.92, n=54,
P<0.00001):
ODvrivsuberit = 0.1556 + 0.0222 COreposorrutina r’=0.84

siendo OD (mgO./l) la concentracién critica o subcritica de OD, segun € CO

(mgO./Kg/h) sea el consumo de oxigeno de reposo o de rutina, respectivamente (Figura
27, pag. 143).
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Tabla XXIV. Ecuaciones de regresion correspondientes a la fase dependiente del CO, utilizadas en la
determinacion del ODg;. Todas las rectas son altamente significativas (P<0.0001). * COyeos Calculado en

el experimento anterior.

Ecuacion de regresion COreposo” ODgit SatOD
(ODgir=a+b Coreposo) (mgO,/Kg/h) (mgO2/l) (%)
a b n r
A -55159+11.142 72.601+8.218 39 0.68 81.958 1.889+0.1272 24.14+1.63*
B -48.771+7.652 65.856+4.995 32 0.81 66.724 1.754+0.078*  21.99+0.98%
C -28.342+8.213 57.851+5971 40 0.71 58.343 1.498+0.092° 18.78+1.15°
D -61.269+3.828 72.928+2.967 35 0.97 112,203 2.379+0.056%  32.84+0.77%
E -57.672+4.864 80.695+4.119 49 0.91 91.377 1.847+0.055% 25.49+0.76°
F -27.177+4.198 64.119+3.838 33 0.90 79.236 1.660+0.058%  22.92+0.80%
G -70.326x5.518 63.794+3.402 52 0.87 107.553 2.788+0.087° 40.17+1.25°
H -44.660+6.599 57.157+3.509 56 0.82 96.687 2.473+0.088" 34.96+1.25'
| -31.583+6.691 53.213+2.913 56 0.87 85.145 2.194+0.070° 31.01+0.99¢
4
S g
X
£
5
[a)
)
1 T T T T T

700
Peso (9)

Figura 26. Efecto de la sdlinidad y €l peso de la dorada sobre la concentracion de ODg;; (mediate.s.).
V' 36%o0, O 32%o0, @ 22%o.
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Figura 27. Concentracion critica de OD (OD;;) en funcion del CO. Los circulos en negro representan los
valores del ODgyit Y l0s triangulos € OD;;. siendo OD (mgO./1) la concentracion critica o subcritica de
OD, segiin CO (mgO./Kg/h) sea el consumo de oxigeno de reposo o de rutina, respectivamente.

Efecto de la hipoxia sobr e la frecuencia de ventilacion (FV)

Bajo niveles de OD en el agua proximos a la saturacion, la dorada presenta una FV de
rutina ligeramente superior a salinidades atas (r=0.52, n=57, P<0.0001) (Tabla XXV),
aunque también se correlaciona positivamente con la temperatura (r=0.48, n=57,
P<0.0005). En las mismas condiciones, pero en estado de reposo, la FV disminuye de
un 5 a un 7%, segun condicion, presentando periodos de apnea esporadicos. No se ha
encontrado diferencias significativas entre los distintos pesos para cada FV (de reposo,
en normoxia y incipiente; P>0.05) por lo que se han tomado las medias para cada
salinidad.

143



[11. Oxigeno. Resultados

Tabla XXV. Frecuencia de ventilacion respiratoria (FV en bpm) de la dorada bajo diferentes niveles de
actividad y salinidad (paraigua superindice no existen diferencias significativas, P>0.05).
S FV FV ODineip SatOD FV
(%0) reposo normoxia (mgO./1) (%) incip
22 544242 583+11%° 5469+0.101° 69.1+15° 83.2+18
32 584+13® 639+06° 5456+0.064 753+09° 864+0.9°
36 61.3+13 646+15" 5478+0079* 779+11° 869+ 107

La relacion entre la frecuencia de ventilacion (FV) y la concentracion de OD en € agua
se muestra en la Figura 28. La FV no mostré correlacion con la disminucion de la
concentracion de OD (r=0.33, n=14, P>0.23) hasta la concentracion de 5.468 + 0.048
mgO./l, igua para todas las condiciones (P>0.05). A partir de este punto, que
llamaremos OD incipiente (ODinp), la FV aumenté discreta, pero significativamente
(P<0.05). Aunque no existen diferencias significativas entre las medias de las distintas
FVincip, S existe cierta correlacion con la salinidad (r=0.17, n=142, P<0.05) pero no con
la temperatura. Alli se mantuvo hasta un nivel subcritico (ODgyerit) @ partir del cual se
incremento rapi damente hasta alcanzar la FV maxima (FV ms) cercade la ODgit. En este
tramo la FV se mostré altamente correlativa con la disminucion de la concentracion de
OD (r=0.91, 0.97, 0.87; n=13, 16, 15; P<0.0001,<0.0001,<0.0001; para 22, 32 'y 36%o,
respectivamente). Seguidamente disminuyd la frecuencia, a la par que aumento

considerablemente la amplitud de los movimientos opercul ares.
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Figura 28. Frecuencia de ventilacion branquia (FV en bpm) de la dorada en funcién del descenso de la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua (abscisa inferior) o porcentaje de saturacién de OD (abscisa
superior). A titulo comparativo se dibujan los valores del CO (circulos vacios) en funcion del descenso
del OD de la Figura 25 (pég.140). La escala del porcentaje de saturacion de OD esta definida para 22°C y
32%o0 de salinidad. Cada punto A es la media de 5 valores. Las flechas indican los puntos criticos de

concentracion de OD descritos en el texto.

El andlisis de la ANOVA no detectd diferencias significativas (P>0.05) entre las
distintas FV méaximas, aunque si se hall6 cierta correlacion negativa con el peso de los
individuos (r=-0.346, n=45, P<0.05). Con un valor medio méximo de 142.40 + 1.04

bpm, laFV aumento en 2.3 veces |los val ores observados en normoxia. La concentracion
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de OD en la cua se produce la maxima FV disminuye significativamente con el pesoy
aumenta con la salinidad (P<0.05) y esta altamente correlacionado (P<0.005) con €l
COruina Observado (Tabla XXVI). Este valor de ODgymax N0 presentd diferencias
significativas (P>0.05) con € ODgi.

Tabla XXVI. M&xima FV (bpm) alcanzada junto a la concentracion de OD correspondiente y el CO en

ese momento (paraigual superindices no existen diferencias significativas, P>0.05).

Cond. vaéxima ODFVmax SatOD COFVmax
(bpm) (mgO2/l) (%) (mgO,/Kg/h)
A 1452+3.42 1.720+0.0118 21.99+0.142 72.558 + 8.755™
B 1424+27* 1.686+0.038° 21.15+0.47° 76.559 + 8.351™
C 138.8+45° 1.609+0.022° 20.18+0.28° 48.293 + 4.4832
D 1456+ 4.0° 2.083+0.023° 2875+0.32% 115.463+ 7.524°
E 1408+ 3.9 1.909+0.008° 26.35+0.12° 108.153 + 2.508%
F 1424+20° 1.833+0011° 2530+0.15 66.269+ 5777
G 1456+ 3.0° 2462+0.0060 3548+0.09° 86.770 + 4.490™
H 139.2+ 15 2248+ 0.023° 31.78+0.32" 90.236 + 11.436%
| 1416+ 1.0° 2126+0.013° 30.06+0.18 73.750 + 11.435™

Se observé un aumento en la amplitud de los movimientos operculares sobrepasada la
maxima FV. Laventilacion branquial era exageraday |os peces mostraban movimientos
operculares bruscos, definibles como “bocanadas’, con lo cual probablemente se
incrementaba el volumen de agua respirado. En los experimentos C y F, y a partir de
0.748 mgO./l, las doradas realizan un cambio drastico en la FV hasta vaores de
26.8+3.1 bpm, muy por debgjo de los valores normales de respiracion, resistiendo de
esta manera concentraciones inferiores a este valor durante 2 horas, aproximadamente,

hasta una concentracion minima de 0.586 mgO,/I.
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Coste ener gético de la respiracion

Coincidiendo con el aumento de la FV en & punto de ODjgp, € CO también aumenta
ligeramente hasta el punto de ODg,neit. ESte aumento del CO representa un 12.9+2.3%
respecto a COryina (5 Y 25% de minimo y maximo) como consecuencia del incremento
de las necesidades de ventilacion. Por debgjo del ODgi;, €l CO disminuye desde un 20 a
un 50% a 2 mgO,/l y hasta un 80% a 1 mgO./I, comparado con & COyina.

Ahora bien, suponiendo que €l incremento del CO en este periodo, se deba Unicamente
al incremento de la FV (de hecho no se ha observado cambios en el comportamiento de
los peces en este interval o de tiempo); entonces, se puede suponer gue cada movimiento
opercular tiene un coste energético aproximado de 0.66+0.08 mgO./Kg/h. Si este valor
lo multiplicamos por la FV en normoxia, resulta un gasto energético medio del
31.3+2.6% respecto al COyiina (33.6+2.1% del COgyuno 0 € 48.8+3.0% del COreposo)-

Comportamiento frente a la hipoxia

En cuanto a comportamiento de las doradas, no se aprecié ningin cambio hasta
alcanzado € valor aproximado entre 3 y 4 mgO,/l, a partir del cual ralentizaron sus
movimientos. No aparecieron sintomas claros de anoxia hasta acanzado un valor de
1.3-1.2 mgO,/I en que la coloracion se volvié mas oscura, permaneciendo quietas o bien
nadando por el fondo (con la aeta anal o pélvica en contacto con el fondo). A partir de
1.0-0.9 mgOy/I la pérdida de equilibrio fue aparente: empezaron a posarse en el fondo
haciendo intentos de levantarse sin éxito. Hacia 0.9-0.7 mgO,/I la coloracion de la piel
viré hacia blanco. Seguidamente, la pérdida de equilibrio fue total y permanecieron
recostadas de lado. La FV descendié hasta valores comprendidos entre 20 y 30 bpm.
Aparecieron espasmos a partir de 0.6 mgO./I. Llegado a este punto se restablecieron las
condiciones iniciales de bombeo y aireacion, y las doradas se recuperaron totalmente al

cabo de 15 minutos.
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En genera, e efecto de la hipoxia se hace evidente hacia la concentracion de 5.5
mgO-/I, por debajo de 3 mgO,/l se produce un progresivo decline del CO y por debajo

de 2 mgO,/l se produce una marcada reduccion lineal en lamisma.
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Sobre el consumo de oxigeno de la dorada
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L os experimentos descritos en este capitulo representan los primeros estudios llevados a
cabo en la dorada, para investigar la influencia de la salinidad sobre €l consumo de
oxigeno de esta especie. Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto que la
dorada modifica su tasa metabdlica en funcion de la salinidad del agua a la que se

encuentra, ya que su capacidad osmoregul adora tiene un coste elevado.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y LA SALINIDAD
SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO

En la estimacion del CO algunos autores utilizan respirometros herméticos sin
superficie de intercambio gaseoso y con un ato control de todos los parametros
implicados (Alcaraz, 1974; Jobling, 1982; Guinea & Fernandez, 1991, Ca &
Summerfelt, 1992; Requena et al, 1997). Aunque sin duda, los resultados obtenidos en
estas condiciones son precisos, otros autores que han realizado estudios como €l
presente (en sistemas de produccion) sugieren que las condiciones del propio método
pueden alterar e metabolismo de los peces (Brown et al., 1984; Garcia, 1994) por lo
gue los resultados no son extrapol ables a las condiciones reales de cultivo industrial.

Los resultados se han obtenido a partir de grupos de peces que se desplazaban
libremente por e acuario, con interacciones entre ellos, imitando a maximo una
situacion de cultivo. Este factor debe tenerse en cuenta cuando se comparan los
resultados de otros autores que trabajan con peces individuamente. En el caso de la
dorada, se ha observado que cuando se encuentra sola es hiperactiva, debido a su

comportamiento gregario.

CO-peso dependiente

El metabolismo respiratorio de la dorada sigue las pautas conocidas por otras especies
de peces (Fry, 1957; Beamish, 1964b; Farmer & Beamish, 1969; Moser & Hettler,
1989; Gaumet et al., 1995). EI modelo predictivo paralos tres niveles metabdlicos es de
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tipo alométrico. Como animal poiquilotermo, la tasa metabdlica especifica de la dorada,
es una funcion decreciente del peso y creciente de latemperatura. El exponente del peso
en larelacion del CO con e peso corporal, es inferior a uno, en todas las condiciones
experimentadas. Esto indica que la tasa metabdlica de los peces mayores es inferior
respecto a la de los pequefios (Beamish & Mookherjii, 1964; Rao, 1971; Muller-Feuga
et al., 1978; Schmit-Nielsen, 1983). La disminucién del CO peso-dependiente
(mgOy/kg/h) con e incremento del peso corpora es debido al incremento de la masa
relativa de Organos con tasa metabdlica baja y al descenso en la area relativa de
superficie branquial (Oikawa & Itazawa, 1985; Oikawaet al., 1991, 1992).

A fin de hacer los resultados comparables con los de otros autores, el CO también puede
expresarse en mgO,/h ya que los pesos medios no son significativamente diferentes
entre las distintas condiciones (Cech, 1990). EI CO varia exponencialmente con el peso
(Winberg, 1956; Marais, 1978; Jobling, 1982; Waller, 1992) con un coeficiente de
correlacion muy elevado (r*>0.96) y altamente significativo (P<0.001) (Tabla XX VII).

Los valores de b obtenidos entre 0.71 y 0.83 son comparables a los resultados
calculados por otros autores y otras especies donde la pendiente oscila entre 0.65 y 0.86
para peces redondeados en reposo o metabolismo de rutina (Winberg, 1956, 1960; Fry,
1957; Brett, 1962; Heusner et al., 1963; Beamish, 1964a; Brett, 1965; Paoheimo &
Dickie, 1966; Glass, 1969; Rao, 1971; Hetller, 1976; Caulton, 1978; Marais, 1978;
Innes & WEeélls, 1985; Hepher, 1988; Cai & Summerfelt, 1992) aunque b puede variar
entre 0.4y 1 (Fry, 1971; Jobling, 1982).

Beamish (1964b), Muir & Niimi (1972), Hetller (1976), Marais (1978), Jobling (1982)
y Degani et al., (1989) demostraron para varias especies y Lemarie et al. (1992) y
Garcia (1994) para dorada, que la pendiente de la relacion entre el peso corporal y la
tasa metabdlica es independiente de la temperatura, salinidad y nivel metabdlico testado
(Tarr & Hill, 1978; Petersen & Petersen, 1990). Aunque algunos autores sugieren que b
depende de la temperatura (Glass, 1969; Brown et al., 1984), del nivel de actividad
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(Brett, 1965; Farmer & Beamish, 1969; Brett & Glass, 1973) o € rango de pesos para €l
gue se analice la relacion (Jobling, 1982), los datos no son significativos. En nuestro
estudio, b es independiente de la temperatura y €l nivel de actividad ya que no se han
encontrado diferencias significativas entre los val ores obtenidos del coeficiente, en cada
una de |as regresiones entre estas variables. También, el alto valor de r* (Tabla XXVI1)

indica que b depende poco o nada del rango de pesos.

Tabla XXVII. Ecuaciones de regresion del CO (mgO./h) de la dorada en funcién del peso, segiin el nivel
deactividad y salinidad a20y 24°C.

S T2 Nivel Ecuacion de regresion es. re Valor para 100g
(%)  (°C) co (Y=aXx" deb (mgO,/h)
12 20 COsepon Y =0.1313 X *%8 0.0444  0.99 6.039
COuyuno Y =0.1818 X %% 0.0392 099 7.958
COaim Y =0.2794 X 0810 0.0574  0.98 12.259
12 24  COgow Y =0.1778 X %829 0.0723 097 7.901
COuuno Y =0.2622 X 08214 0.0703  0.97 11.843
COaim Y =0.3958 X 0838 0.0596 0.98 18.156
22 20 COrgow Y =0.2154 X 0774 0.0595 0.96 7.692
COuuno Y =0.2583 X 08%:1 0.0529 097 10.430
CO4im Y =0.4443 X 07882 0.0581 0.96 16.752
22 24  COrgow Y =0.2810 X 7" 0.0383 0.98 9.822
COuyuno Y =0.3970 X °7%% 0.0320 0.98 14.674
CO4im Y =0.6194 X °7%7 0.0479  0.96 22.873
36 20 COrgow Y =0.4484 X *"%% 0.0406  0.98 12.865
COuyuno Y =0.7117 X *™% 0.0384 098 19.062
CO4im Y =1.0675X %1 0.0335 0.98 28.392
36 24 COrws Y =0.5602 X %723 0.0415 0.8 15.451
COuuno Y =0.9127 X 071% 0.0358  0.98 24.065
CO4im Y =1.2948 X 0718 0.0425 0.98 35.396

Sin embargo, si se ha encontrado una dependencia significativa de b con la salinidad. El

cambio proporcional del CO con relacion ala salinidad disminuye con el peso corporal,

153



[11. Oxigeno. Discusion

es decir, el incremento de |a tasa metabdlica debido ala salinidad disminuye con el peso
corporal. Esto significaria una menor capacidad reguladora de los peces pequefios frente
al aumento de la salinidad respecto alos mayores.

Como ya demostré Brett (1962), la constante a de la regresiéon (que equivale al CO de
un pez de 1g de peso), por e contrario, varia en funcién de las tres variables
experimentadas, aumentando, en general, con la salinidad, y para una misma salinidad
con latemperatura y la actividad metabdlica. Los valores de a indican que esta especie
tiene una tasa metabdlica parecida a la de otras especies como Anguilla anguilla
(Degani et al., 1989), Mugil cephalus (Marais, 1978) y Dicentrarchus labrax (Garcia
Garcia et al., 1989), pero inferior a especies depredadoras mas activas como Seriola
dumerilii (a=6.4) (Garcia Garcia, 1993) o Coryphaena hippurus (a=359.8) (Benetti,
1995).

Resulta complicado comparar tasas de CO de otras especies, de peces por la distinta
metodologia empleada, basicamente por la temperatura, pero también por € tipo de
respirémetro utilizado, €l nivel de actividad de los animales, diferente estacion del afio,
por la distinta fisiologia respiratoria de cada especie, diferentes dietas y eficacias de
utilizacion, etc. (Schurmann & Steffensen, 1997). Aln asi, las obtenidas en este estudio,
son del mismo orden que las observadas por otros autores en doraday en otras especies
de metabolismo, a priori similar. Asi, Lemarie et al. (1992) obtienen tasas de CO en
doradas de 100g de peso estimado, a 20°C y en agua marina, de 125 a 223 mgO,/Kg/h
en ayuno y aimentacion, respectivamente, y de 156 a casi 300 mgO./Kg/h a 24°C
(Tabla XXVIII). Garcia (1994) obtiene valores comparables para la misma temperatura
y nivel de actividad.
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Tabla XXVIII. Comparacién del CO de la dorada y otras especies de teledsteos en condiciones

ambientales similares alas del presente estudio (peso estandarizado en los casos que ha sido posible).

Especie T2 S | Peso (6(0) Nivel de CO Autor, afio
Q) | (k) | (9) | (mgO/Kg/h)
Sparus aurata 20 37 | 100 125.34 Ayuno Lemarieet al., 1992
20 37 | 100 223.30 Alimentacion |Lemarieet al., 1992
24 37 | 100 156.35 Ayuno Lemarieet al., 1992
24 37 | 100 204.64 Alimentacion |Lemarieet al., 1992
Spoarus aurata 19 37 | 100 163.8 Reposo Garcia, 1994
26 37 | 100 259.7 Reposo Garcia, 1994
20 37 | 100 223.7 Alimentacion | Garcia, 1994
26 37 | 100 347.8 Alimentacion | Garcia, 1994
Sparus aurata 21 - 100 =100 Reposo Guinea & Fernandez, 1997
21 - 100 =200 Alimentacion | Guinea & Fernandez, 1997
Soarus aurata 20 35 12 =200 Reposo Reguenaet al., 1997
20 35 12 =340 Alimentacion | Requenaet al., 1997
Mugil cephalus 20 36 | 58.3 1425 Alimentacion | Guinea & Fernandez, 1991
25 36 | 583 306.8 Alimentacion | Guinea & Fernandez, 1991
20 36 | 583 86.6 Rutina Guinea & Fernandez, 1991
25 36 | 583 123.6 Rutina Guinea & Fernandez, 1991
Scophthalmus maximus | 23.3 | 35 | 100 66.0 Ayuno Waller, 1992
189 | 22 | 100 61.0 Ayuno Waller, 1992
Scophthalmus maximus | 16 35 | 350 78.30 Alimentacion | Gaumet et al., 1995
16 19 | 350 65.47 Alimentacion | Gaumet et al., 1995
16 10 | 350 56.38 Alimentacion | Gaumet et al., 1995
Seriola dumerilii 21-26 | 36 | 100 548.20 Reposo Garciaet al. 1993
21-26 | 36 | 100 855.31 Actividad Garciaet al. 1993
Seriola dumerilii 20 36 | =300 192.5 Reposo DelaGandaraet al., 1997
20 36 | =300 314.7 Actividad DelaGandaraet al., 1997
Anguilla anguilla 25 90 122.18 Reposo Degani et al., 1989
25 120 88.74 Reposo Cruz-Neto & Steffensen, 1997
Dicentrarchus labrax 18 28 | 110 140.35 Ayuno Ruedaet al., 1995
18 28 | 110 281.28 Alimentacion | Ruedaet al., 1995
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Ritmo diario de CO y efecto de la alimentacion

Cuando se suministra alimento de una sola vez, e CO aumenta rapidamente para
alcanzar un valor méximo, del orden de tres veces superior a COreposo, tras €l cua
desciende paulatinamente hasta que su efecto queda totalmente disipado (Jobling,
1993). En lamayoria de especies, se multiplicaa méas del doble (Beamish, 1964a) o0 mas
del triple (Brett & Groves, 1979) & consumo de oxigeno seguido a la alimentacién
debido, en un principio, a resultado del incremento de la actividad muscular asociado a
un aumento de la velocidad de natacién durante el proceso de alimentacion.

La duracién de este efecto persiste durante 41 horas y es independiente de las variables
ambientales. Este valor es similar a observado por Muir & Niimi (1972) para Kuhlia
sandvicensis de 42 horas con una racion del 2.3% y por Guinea & Fernandez (1997) en
dorada, de 37 a 39 h, con unaracion del 1y 2%,; pero esté en desacuerdo con el hallado
por Garcia (1994) de 12 a 18 h. Esta diferencia puede explicarse por diferencias en la

metodol ogia empleada en la obtencion del COrgposo-

Jobling & Davies (1980) demostraron con Pleuronectes platessa, que la duracion del
efecto del SDA aparente era directamente proporcional a la cantidad de alimento
ingerido e inversamente proporcional alatemperatura. Garcia (1994) no correlaciona la
duracion del SDA aparente con la temperatura. Otros autores (Muir & Niimi, 1972;
Beamish, 1974) lo relacionan con la dieta, pero otros no (LeGrow & Beamish, 1986;
Guinea & Fernandez, 1997). De hecho, la temperatura y la dieta influyen sobre la
duracion del incremento postprandial del CO de forma antagénica (Garcia, 1994). La
temperatura activa todos los procesos bioquimicos y mecanicos relacionados con la
alimentacion, reduciendo la duracion, y por otro lado, aumenta € apetito o alimento
ingerido, lo que tiene un efecto contrario. Lo mismo ocurre con e valor méximo de CO
que se alcanza entre las 3 y 5h, después de la alimentacion y tampoco se correlaciona

con las variables. Coincide con 3-6h para Mugil cephalus (Guinea & Fernandez, 1991),
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pero difiere de Garcia (1994) con dorada, de 4 a 13 h debido a que suministra varias

tomas de alimento al dia.

Durante e segundo dia de experimentacion (y al igua que € primer dia) e CO se
incrementa instantaneamente a encender las luces, lo cual nos indica que la dorada es
mas activa durante las horas de luz. Se produce un pico hacia las 9:00h de la mafiana
relacionado con la hora habitua de suministro de alimento. Ello implicaria un
comportamiento aprendido seguin el cual los peces se preparan para la alimentacion. El
maximo se alcanza un poco antes que el dia anterior ya que a no haber alimento, el CO
desciende antes. Este maximo, del orden de casi €l doble del COreposo, €Sta relacionado
con latemperaturay la alimentacion suministrada el dia anterior ya que depende adn del
efecto del SDA aparente.

Algunos autores (Brett & Zala, 1975; Hamada & Maeda, 1983; Guinea & Fernandez,
1991, Garcia, 1994; Rueda et al., 1995) apuntan |a existencia de un aumento de las tasas
respiratorias unas horas antes de la primera toma de alimento, como s 1os biorritmos
internos prepararan a animal para la alimentacién (De la Gandara, 1997). Existen
ritmos circadianos del metabolismo de rutina que son ocultados por el efecto muy
superior de la aimentacion (Marais, 1978; Aissaoui, 1998). Estos biorritmos son los
gue estimulan la actividad espontanea con la luz, aunque los ritmos diarios debidos a
estimul os fisicos pueden dominar los de caréacter endégeno (Aissaoui, 1998). Por eso, €l
COyia €s superior a COpocne aunque la relacion COnpocnd/ COgia €S €levada ya que la
dorada posee cierta actividad durante la noche. En algunos casos se producen leves
picos. En este estudio se ha observado una clara relacion entre ciclo de luz y el modelo
de actividad de la dorada. Observacion que concuerda con muchas otras especies
(Beamish & Mookherjii, 1964; Lemarie et al., 1992; Waller, 1992). Bégout &
Lagardére (1995) observaron que la dorada era mas activa en periodos de luz cuando

estaba en grupos, y més activa de noche cuando estaba sola.
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Los picos producidos por € encendido y apagado de la luz estan relacionados con lo
gue se conoce como reflgjo de aproximacion registrado por Labat (1966) y son debidos
a estimulos Opticos. Este efecto es un artefacto de la experimentacion ya que en la

natural eza estos cambios se producen gradual mente.

El CO de los peces es inferior durante las fases inactivas. El incremento de la actividad
espontanea aumenta e nivel metabdlico. De forma genera y significativamente
(P<0.05), el CO en estado de reposo esinferior al CO en ayunasy éste inferior al CO en
actividad de alimentacion, en todas las condiciones estudiadas. Las lineas paralelas que
definen la relacion del CO con el peso, indican que la capacidad de expansion
metabolica (COxqiividad/ COreposo) (Brett, 1965) permanece constante con el peso (Muir &
Niimi, 1972).

La tasa metabodlica estandar es el consumo de oxigeno de los peces en estado post-
absortivo y en completo reposo (Fry, 1957). Representa la demanda energética para
todos los procesos metabdlicos excepto los asociados con la natacion, digestion y
catabolismo (Benetti, 1995). Du Preez et al. (1986) estipularon que e metabolismo
estandar puede obtenerse registrando la tasa metabdlica durante un periodo de tiempo y
asumiendo que & minimo observado corresponde a la tasa metabdlica estdndar. Segun
esta premisa podemos equiparar €l COrenoso de este estudio con el metabolismo estandar
de la dorada. De acuerdo con los resultados, donde el 45% del COnegio €sta dirigido al
metabolismo de reposo, se puede considerar que la dorada posee un metabolismo
estandar de tipo intermedio. Como ya observaron otros autores (Begout & Lagardere,
1995) la dorada en estado de reposo no inhibe su actividad totalmente, manteniendo

cierto nivel.

Beamish & Mookherjii (1964) establecieron que la demanda de oxigeno para el
metabolismo de rutina reflgjaba el nivel normal del movimiento espontaneo del pez. Se
puede calcular el CO requerido para este movimiento espontaneo o actividad, a partir de
la relacion COgyuno/COaim. El metabolismo de rutina significa el 65.7% del metabolismo
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activo con alimentacion. Respecto al metabolismo de reposo, éste representa el 71.1y
66.6% del CO4uno, 0 10 que eslo mismo, la diferencia, el 29.4 y 33.5% del metabolismo
de rutina es utilizado para € movimiento espontaneo del pez y resto de actividad

relacionada con el SDA aparente, a 20 y 24°C, respectivamente.

El incremento caldrico debido a SDA aparente se estima por la diferencia entre el CO
del pez alimentado y en reposo. En e presente estudio, las diferencias existentes entre
los consumos maximos y minimos son, a priori, imputables Unicamente a este SDA ya
que la capacidad de movimiento ha sido igual en todos los casos. En la Tabla XVIII
(pég.132) se puede observar que € SDA aparente representa €l 55% del COmegio CON
alimentacidn para todas las condiciones estudiadas. Este valor coincide con el apuntado
por Guinea (1993) del 56%. Respecto a metabolismo de rutina, el SDA aparente
provoca un aumento del 53.6% del COnmegio- ESte valor no se aleja mucho del encontrado
por Rueda et al. (1995) del 63.5% respecto a CO de rutina para la dorada o del 68%
para Seriola (Garcia Garcia, 1993). Las posibles diferencias son debidas a suministro
de diferentes raciones de alimento. Respecto al COreposo, 12 dimentacion o el efecto del
SDA aparente, multiplica por més del doble (127.4%) el metabolismo estandar.

Efecto de la temperatura

La temperatura es uno de los factores mas influyentes en los procesos biolégicos de la
dorada ya que por ser un animal ectotermo, su metabolismo depende fundamentalmente
de esta variable. Este hecho ha sido demostrado repetidamente por numerosos autores
(Job, 1955,1969a; Beamish, 1964b; Beamish & Mookherjii, 1964; Beamish, 1970; Fry,
1971; Brett, 1976, 1979; Marais, 1978; Muller-Feuga et al., 1978; Brett & Groves,
1979; Jobling, 1981; Soofiani & Hawkins, 1982; Eccles, 1985; Tytler & Calow, 1985;
De Silva et al., 1986; Degani et al., 1989; Bergheim et al., 1991; Fivelstad & Smith,
1991; Ca & Summerfelt, 1992; Lemarie et al., 1992; Lezama & Guenther, 1992;
Waller, 1992; Garcia, 1994; Guinea & Fernandez, 1991, 1997; Wang et al., 1997).
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El aumento de |a temperatura aumenta el metabolismo estéandar dado € efecto general
de la temperatura sobre las reacciones bioguimicas (Eccles, 1985). Por esta misma
razon, el SDA aumenta con la temperatura (Soofiani & Hawkins, 1982; Requena et al.,
1997). El SDA aparente incluye la energia necesaria para el SDA en sentido estricto,
como sintesis de proteinas durante € crecimiento (Brown & Cameron, 1991) o la
desaminacion de aminoacidos (Jobling, 1994), e procesamiento mecanico y bioquimico
de la comida (Tandler & Beamish, 1979) y la actividad relacionada con la captura del
alimento. Todos estos factores aumentan con la temperatura. En consecuencia, €l
incremento del CO se mantiene proporcional de tal manera que no afecta las relaciones
entre & COreposo Y € SDA 0 & COnmegio CON alimentacion, que se mantienen constantes
(Tabla. XVIII, pag.132). Esto indica que la temperatura no afecta la distribucion de la
energia entre e mantenimiento y el SDA aparente, siempre y cuando el alimento no sea
escaso (Guinea, 1993). Si & aimento fuera limitante, a aumentar la temperatura
aumentarian los requerimientos de mantenimiento, con lo cual la proporcién de energia
destinada a SDA disminuiria. En estas condiciones, la relacion COrgoso/COuim
disminuiria a aumentar la temperatura. Este no es nuestro caso, ya que se suministro la

cantidad suficiente de alimento para que no fuera un factor limitante.

El efecto de la temperatura es superior en € COayuno respecto a COreposo, Ya que €l
COaquno @In se encuentra bajo € efecto del SDA aparente del dia anterior.
Consecuentemente, la relacion COrepeso/ COayuno disminuye con la temperatura. En este
caso desciende la proporcion de la energia asignada a las demandas metabdlicas bésicas
a favor de la actividad espontanea del pez. Fry (1971) observd gue € metabolismo de
rutina era independiente de la temperatura. Sin embargo, Job (1955) encontrd que este
coeficiente aumentaba al incrementar la temperatura para peces en estado de

metabolismo activo.

El valor de Q.o: (aumento de la tasa metabdlica provocado por un incremento de 10°C

en latemperatura) para el aumento de 20 a 24°C de temperatura es menor en estado de
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reposo gque en los estados més activos. En estos Ultimos estén implicados més procesos
metabdlicos dependientes de la temperatura que en € estado de reposo. El valor de Qi
ha variado para todas las condiciones entre 1.58 y 2.70, disminuyendo al aumentar la
salinidad. Requena et al. (1997) obtiene un valor de 2.7 en doradas de 6.5g y para un
cambio de 20 a 28°C de temperatura. El valor promedio de 2.09 (Tabla X1X, pag.133)
coincide con €l valor estimado de 2.00 paralagran mayoria de peces (Moser & Hettler,
1989).

Respuesta respiratoria a la salinidad: osmor egulacion

La salinidad fue originamente clasificada por el modelo de Fry (1957) como un factor
enmascarador. De acuerdo a la definicion, un factor enmascarador canaliza una porcién
de la energia disponible hacia regulaciones organicas que pueden ser de naturaleza
mecanica, fisiolégica o de caracter comportamental.

Las distintas tasas de CO se han correlacionado positivamente con la salinidad. Farmer
& Beamish (1969) describieron que el menor coste metabdlico coincidia con €l punto
isosmético entre los fluidos corporalesy el agua ambiental. Barton & Barton (1987) ya
sugirieron que el incremento del metabolismo de rutina en relacion con el incremento de
la salinidad era debido necesariamente al gjuste osmotico en los peces eurihalinos.
Considerando que la salinidad de 12%. es isosmética con e plasma sanguineo de la
dorada (Tort, et al., 1994; Tandler et al., 1995), la energia requerida para mantener la
homeostasis es minima. A medida que el gradiente osmotico aumenta, el CO también
aumenta. Numerosos estudios con otras especies indican que e CO es minimo a
salinidades cercanas a la salinidad isosmética (Rao, 1968, 1971; Farmer & Beamish,
1969; Hettler, 1976; Nammalwar, 1977; Nordlie, 1978; Wohlschlag & Wakeman, 1978;
VonQOertzen, 1984; Febry & Lutz, 1987; Nordlie et al., 1991; Waller, 1992). Otros, en
cambio, no encuentran e minimo en este punto sino en la salinidad minima (Nordlie &
Leffler, 1975; Moser & Hettler, 1989; Susanto & Peterson, 1996). Tort et al. (1994) con

dorada no obtienen variacion del CO con la salinidad a excepcion de un aumento
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considerable a una salinidad inferior a la salinidad isosmoética. Claireaux & Lagardere
(1999) con lubina encuentran que el MS aumenta con la salinidad pero el MR o hace en
sentido inverso. Job (1969a) sugiridé que en peces eurihalinos y a la sainidad
isosmotica, la reduccion de la carga osmética a esta salinidad permitiria una mayor
posibilidad de actividad, manifestandose en un aumento del CO (Hettler, 1976).

Algunas investigaciones sobre branquias de peces aclimatados a un rango variable de
salinidades ambientales, sugieren que se da una menor actividad de los enzimas
branquiales (Na', K*-ATPasa) de las células del cloruro, cuando la salinidad de la
sangre es proxima ala del medio (Butler & Carmichael, 1972; Towle et al., 1977; Ip et
al., 1991; Gaumet et el., 1995; Tandler et al., 1995).

En general, las pendientes de las rectas de regresion que relacionan el CO con el peso
son significativamente superiores a salinidad baja. Esto significa que €l gasto energético
debido a la osmoregulacién por unidad de peso es relativamente superior en peces
pequefios que en grandes (Rao, 1971). Huntsman & Hoar (1939) y Fontaine (1954) ya
determinaron que e aumento del tamarfio es un factor importante en la habilidad de los
peces para afrontar los cambios de salinidad. Este efecto podria atribuirse a la relacion
entre el &rea superficial y e volumen de los peces, por lo que los peces més grandes
estén sujetos a un menor estrés osmatico (Parry, 1960; Farmer & Beamish, 1969).

La determinacion de la tasa de CO ha sido una forma convencional de estimar e gasto
energético de la osmoregulaciéon (Brett & Groves, 1979). De los estudios realizados
sobre el coste osmoregulador de diferentes especies, basado en la tasa metabdlica bajo
varios rangos de salinidad, se derivan conclusiones diferentes (Job, 1959; Bullivant,
1961; Milton, 1971; Nordlie & Leffler, 1975; Kostecki, 1979; Furspan et al., 1984,
Barton & Barton, 1987). Pero Morgan & lwama (1991) sugieren que los efectos del
cambio de salinidad sobre el metabolismo son confusos y hacen dificil de distinguir el

coste energético asociado Unicamente a la regulacion ion-osmoética. Dado que €
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mecanismo de la regulacion ion-osmatica es similar parala mayoria de especies (Evans,
1984), la variedad de respuestas metabdlicas al cambio de salinidad sugiere que estas
respuestas estén influenciadas por otros procesos fisioldgicos adicionales a la energia
requerida para la regulaciéon ion-osmética (Febry & Lutz, 1987) como pueden ser
cambios hormonales no relacionados directamente con el intercambio idnico. A pesar de
ello, & planteamiento de comparar la respuesta metabdlica en funcion del nivel de
actividad a diferentes salinidades ha sido usado con éxito para estimar el coste regul ador
en unas cuantas especies de teledsteos (Farmer & Beamish, 1969; Rao, 1971; Muir &
Niimi, 1972). Por consiguiente, consideraremos el térmico de coste de regulacion

osmotica, como el coste total asociado al cambio de salinidad.

Tabla XXIX. Estimacion del consumo de oxigeno total (a) y e requerido para la osmoregulacién (b)
correspondiente a una dorada de 100g con relacién a la salinidad y nivel de actividad a 20 y 24°C de
temperatura. (b) es € resultado de restar a CO total a una salinidad dada, el CO ala salinidad isosmética

(porcentgje).
co Salinidad
20°C 12%o 22%0 36%o
COreposo 60.395 76.931@ 16.536 (21.49%) © 128.677 68.282 (53.06%)
CO%yuno 79.579 104.304 24.725 (23.70%) 190.590 111.011 (58.25%)
COuim 122574 167.533 44,959 (26.84%) 283.923 161.349 (56.83%)
24°C
COreposo 78.995 98.243 19.248 (19.59%) 154.490 75.495 (48.87%)
COuuno 118.440 146.757 28.317 (19.30%) 240.602 122.162 (50.77%)
COaim 181.593 228.770 47.177 (20.62%) 353.997 172.404 (48.70%)

Teniendo en cuenta que la tasa méxima de CO medido representa la sumatotal del coste
del mantenimiento, de superar la friccién, la inercia, la actividad muscular, la
osmoregulacion etc., (Rao, 1971); y, asumiendo que la energia necesaria para la
regulacion osmotica es cero ala salinidad isosmética (Rao, 1968); entonces, €l oxigeno

necesario para la regulacion osmética para cada salinidad y nivel de actividad puede ser
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calculado. Por €llo, para conocer el CO utilizado en la osmoregulacion para cada nivel
de actividad y salinidad, debemos restar 1a tasa de COnegio a la salinidad isosmética del
total consumido en cada nivel (Tabla XXI1X).

El coste de la osmoregulacién se ha calculado como el porcentgje del total del CO para
cada salinidad y nivel de actividad. Se puede observar que gran parte del CO es
utilizado en la osmoregulacién, sobretodo en la salinidad méas alta. Este porcentgje
oscilaentre el 19y e 27 % del CO total a 22%0 de salinidad; y entre el 48y el 58% a
36%o de salinidad. Farmer & Beamish (1969) encuentran un 29% a 30%. y 19% a0, 7.5
y 22%0 de salinidad para tilapia. La trucha requiere de un 27% del total para la
osmoregulacion a 30%. (Rao, 1968). Otros establecen el coste entre € 10y e 30% del
metabolismo estandar (Nordlie & Leffler, 1975; Kirschner, 1993, 1995) o entre el 25y
el 50% del metabolismo de reposo (Rao, 1968; Ron et al., 1995). El coste de la
osmoregulacion puede depender de muchos factores como son la historia natural de la
especie, la historia particular del individuo (Ron et al.,, 1995) y del tiempo de
aclimatacion a una determinada salinidad. Una transferencia rapida de agua dulce a
agua marina o v/v, conduce a un aumento del CO, relacionado con €l estrés de

transferenciay e consecuente desbalanceionicoy el coste de aclimatacion.

Este mismo efecto se ha determinado en la estimacion de Qios por € cual €l aumento de
salinidad en el tramo mas alto tiene un efecto més pronunciado sobre el metabolismo
(Tabla XI1X, pag.134). Los valores obtenidos de entre 1.24 a 1.37 para € gradiente
inferior y de 1.37 a 1.54 para € gradiente superior, coinciden con los observados por
Moser & Hettler (1989) con Leiostomus xanthurus, de 1.06 a 1.53.

Como se ha visto anteriormente, el porcentgje del CO para la actividad esponténeay la
alimentaciéon es igua para las tres salinidades (aproximadamente e 31% y 55%,
respectivamente). Si la densidad del medio gerciera algun efecto, €l oxigeno necesario

para la locomocion seria superior a salinidades atas debido a incremento de la
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resistencia superficial del pez. Rao (1968) con truchay Farmer & Beamish (1969) con
tilapia observaron que e gasto energético para la nataciéon era independiente de la
salinidad del medio. Por lo tanto, las diferencias en el CO a varias salinidades pueden

ser adscritas a gasto energético debido ala osmoregulacion.

La concentracion osmatica plasmética indica la capacidad de regulacion osmaética de
cada especie. Como se ha visto en e experimento 1 de este trabajo, la variacion de la
osmolaridad plasmatica de la dorada (entre 310 y 340 mOsm/Kg) muestra €l carécter
eurihalino de esta especie. Este modelo de respuesta sugiere que los juveniles de dorada
pueden moverse dentro de un gradiente de salinidad muy amplio, pero con un coste
metabdlico para mantener su presién osmatica interna. La supervivencia obtenida nos
indica que no existe ningun tipo de intolerancia juvenil ala salinidad que pueda inducir
la migracion de la dorada, aungque esta demostrado que afecta su fisiologia y
metabolismo. Esto indicaria la existencia de un modelo ontogénico segin € cua la
tolerancia a la salinidad seria edad-dependiente (Natochin & Lavrova, 1974; Nordlie et
al., 1982; Moser & Gerry, 1989; Banks et a., 1991; Moser & Miller, 1994; Susanto &
Peterson, 1996).

Una vez establecida esta premisa, la intencion seria identificar los costes y/o beneficios
que, tanto directa como indirectamente, pueden atribuirse a la salinidad en los distintos
habitats a lo largo del modelo migratorio de la dorada 'y documentar mejor este modelo

ontogénico que lo determina.

En definitiva, la tasa metabdlica de la dorada aumenta una media del 8,4% por cada 1°C
de temperatura aumentado, mientras que € incremento de 1%o. de salinidad provoca una
media del 2,4% de aumento en e CO. Moser & Hettler (1989) encuentran un 9.5% para
la temperaturay un 2.0% en €l caso de la salinidad. Por lo tanto, €l coste energético de
latolerancia a la temperatura (por 1°C) es casi 4 veces superior a coste de la tolerancia
alasalinidad (por 1%o).
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Efecto del ayuno prolongado

La dorada como la mayoria de peces, multiplica por mas del doble su metabolismo
después del suministro de alimento. Inicialmente este efecto es debido al resultado del
incremento de la actividad muscular asociado con la natacion rapida durante el proceso
de alimentacién. EI mantenimiento de |a elevada tasa metabdlica hasta 41 horas después
de la alimentacion puede atribuirse a procesamiento del alimento. Por este motivo solo
se han comparado los CO de |os peces no aimentados antes de 48h.

La tasa metabdlica disminuye con la duracion del tiempo de ayuno (Beamish, 1964a;
Jobling, 1980; Woo & Cheung, 1980). Se estabiliza €l COnedio Y COnverge hacia el
COreposo, SiEMpre que no falte oxigeno en el medio y el pez no se vea alterado. Hacialos
siete dias de ayuno se va alcanzando un valor medio del CO proximo al COreposo
confirmando que éste Ultimo es equiparable al metabolismo estandar. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Brett & Zala (1975) con salmdn, segln los cuales hacia
el 6° diade ayuno seigualariael CO medio a de reposo, y con los obtenidos por Hettler
(1976) en los cuales la tasa de CO desciende logaritmicamente desde el 2° hasta el 7°

dia de ayuno.

166



[11. Oxigeno. Discusion

INFLUENCIA DE LA DISMINUCION DE LA
CONCENTRACION DE OD EN EL AGUA SOBRE EL
CONSUMO DE OXIGENO

L a dorada tolera condiciones de hipoxia hasta valores inferiores a 1 mgO,/l (<20%sat)
durante periodos cortos de tiempo (2 horas aproximadamente) sin mortalidad, a una
temperatura de 20-22°C. Los valores de CO,yina Obtenidos en e presente experimento
estan en concordancia con los CO predecibles segin las ecuaciones obtenidas en €l
experimento anterior, por lo que consideramos | os resultados como validos.

En todas las condiciones experimentadas, la concentracion de OD ha disminuido de
forma exponencial negativa (Figura 24, pag. 139) respecto a tiempo. El animal se
adapta al descenso del oxigeno del medio, a mismo tiempo que baja la concentracion
de OD. Este modelo de respiracion es contrario a lo observado por Dosdat (1984), €l
cual supone una reduccién de tipo lineal, en que la dorada no modifica la respiracién
hasta después de un tiempo de latencia importante. Este comportamiento es tipico de
especies de ambientes pelagicos (Hugues, 1981; Lutnesky & Szyper, 1990), donde las
variaciones en la concentracion de OD son muy pequefias y no han desarrollado
sistemas adaptativos a las condiciones de hipoxia. Las diferencias con e primer autor
son debidas, principalmente, al peso de los animales (40g) y ala metodologia empleada.
Las diferencias con los segundos son debidas a diferentes caracteres interespecificos.

Junto a la temperatura y la salinidad, €l oxigeno es un importante determinante del
nicho ambiental de cada especie (Coutant, 1986). De todas formas, mientras la
temperatura controla el metabolismo, la oxigenacion del agua determina el limite
superior de la actividad metabolicadel pez (Fry, 1971; Neill & Bryan, 1991; Neill et al.,
1994). En nuestro experimento, y considerando el metabolismo de rutina, se puede
distinguir dos fases en la respuesta metabolica de la dorada al descenso del OD
ambiental. Durante un primer periodo de hipoxia moderada, |0s gjustes en la respiracion

permiten mantener constante el nivel de CO (fase reguladora), mientras que bajo una
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hipoxia més severa, el CO desciende con la concentraciéon de OD (fase conforme). En
otras palabras, el CO de la dorada es independiente de la concentracién de OD del agua
hasta un punto critico, a partir del cua e anima se adapta disminuyendo su tasa
respiratoria, a la par que disminuye la concentracion de OD. A este punto critico lo
hemos definido como subcritico (ODsucrit), para distinguirlo del basado en el
metabolismo de reposo, y delimita e punto a partir del cual las actividades oxigeno-
dependientes estdn gradualmente restringidas. El limite entre la fase reguladora y la
conforme depende de cada especie y de las condiciones ambientales (Neill et al., 1994;
Claireaux et al., 1995).

Concentracion criticade OD (ODgrit)

Yeager & Ultsch (1989) definieron graficamente el ODgir como €l punto de interseccién
entre la regresion linear conformada por 1os valores del CO por debajo del COreposo Y €
mismo nivel de COreposo durante una hipoxia progresiva. Considerando esta descripcion,
ya consolidada en la literatura, los valores obtenidos en este trabgo (entre 1.5y 2.8
mgO-/I) son tan bajos como los hallados para otras especies como Cyprinus carpio (Ott
et al, 1980), Anguilla anguilla (Cruz-Neto & Steffensen, 1997), Dicentrarchus labrax
(Claireaux & Lagardere, 1999) y en la misma especie por Dosdat (1984) de 1.5 mgO./I.
Aunque son superiores a los obtenidos por Schurmann & Steffensen (1997) debido a
que trabajaron con peces que se aclimataron durante cierto tiempo largo en cada
concentracion de OD descendiente, demostrando que la aclimatacién durante un tiempo
determinado a bajas concentraciones de OD desplaza la curva de CO hacia laizquierda.
Consecuentemente, |os resultados obtenidos no son comparables con la mayoria de los
trabajos encontrados en laliteratura

Se ha podido comprobar que la determinacion del punto critico de oxigenacion del agua
depende principalmente del nivel metabdlico del pez en el momento de iniciarse €
episodio de hipoxia (Figura 27, p&g.143). Es decir, e efecto limitante del oxigeno

ambiental sobre el CO se hace efectivo a concentraciones de OD;i; mas altas en peces
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con tasas metabdlicas mas elevadas, mientras que los individuos con demandas de
oxigeno relativamente mas bajas, estdn sujetos a menores restricciones energéticas
(Nelll et al., 1994). En otras palabras, la tasa metabdlica inicial determina la
susceptibilidad a las alteraciones ambientales (Claireaux & Lagardere, 1999). Por esta
misma razon, latolerancia ala hipoxiay la capacidad anaerdbica de una especie cambia
con el tamafio corporal (Peterson & Gilmore, 1991; Vetter et al., 1994).

El punto critico de saturacion de oxigeno aumenta con la salinidad (Figura 26, pag.142)
lo que es previsible por varias razones. Primero, porqué la demanda metabdlica de
oxigeno es superior a salinidades altas (ver experimento 3), mientras que la solubilidad
del oxigeno en el agua disminuye con la salinidad. Teniendo en cuenta que latensién de
oxigeno es la fuerza que mueve la captacion del mismo y que la saturacion de OD es
altamente proporcional a la tension de oxigeno, de ahi la importancia del nivel de
saturacion de OD, respecto a la concentracion del mismo (Jobling, 1994).
Consecuentemente, a una determinada saturacion de OD, €l agua de mar contendra
menor cantidad de oxigeno que el agua més dulce y por lo tanto € pez tendra que
bombear més agua salada que dulce a través de las branquias para obtener la misma
cantidad de oxigeno necesario. Por g emplo, una dorada de 100g de peso, tiene unos
requerimientos energéticos de 104mgO./Kg/h a 22%. y de 191mgO./Kg/h a 36%. de
sdlinidad a la misma temperatura. La solubilidad del oxigeno a 20°C de temperatura es
de 7.974y 7.345 mgO,/| para 22y 36%. de salinidad, respectivamente. De este modo, la
solubilidad del oxigeno desciende con una Qios de 1.1 con € aumento de la salinidad,

mientras que parael CO larelacion essolo de 0.7.

Otro factor que hay que tener en cuenta es que la cantidad de agua que un pez puede
bombear a través de las branquias esta limitado por su capacidad branquia de bombear
(Farrell & Steffensen, 1987). Si, como se ha demostrado, la FV méaxima es igual para
cualquier salinidad, este limite se alcanzard antes a salinidades superiores, por ser sus

requerimientos energéticos de mantenimiento mas elevados. Todas estas razones
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probablemente, expliquen la observacion de que € ODg;i; aumente con la salinidad. De
igual modo, €l OD; esta inversamente relacionado con el peso del animal debido a que
la demanda metabdlica de |os peces pequefios es superior.

El ODgit no depende tan solo de los gjustes respiratorios sino también de una funcion
cardiovascular adecuaday de la afinidad de la Hb por € oxigeno (Heath, 1990; Rantin,
et al., 1993). Seria interesante estudiar la posible correlacion entre las distintas [OD]
criticas y la curba de disociacion del oxigeno de la sangre. Existen otros mecanismos
envueltos en la reduccion del ODg;; relacionados con el aumento del transporte del
oxigeno. El menor contenido en oxigeno del agua salada podria inducir ajustes
fisiologicos cuando el OD disminuye, como son aumentar el hematocrito (Holeton &
Randall, 1967) y la Hb. La hiperventilacion conlleva un aumento de la alcalosis de la
sangre con un descenso de la concentracion de CO, y aumento del pH. Esto permite el
suministro de oxigeno a los tegjidos gracias a giro a la izquierda de la curva de
disociacion del oxigeno que mantiene la saturacion arterial alta (Nonnotte et al, 1993),
permitiendo un nivel bgjo de ODit.

Aungue € valor del ODg;i; obtenido (entre 1.5 y 2.8 mgO,/l) nos da una idea de los
limites de tolerancia de la dorada frente a la escasez de oxigeno en € agua,
consideramos que €l valor de ODg,nerit € Més importante para el cultivo de la dorada, en
cuanto representa el efecto real de la hipoxia sobre el metabolismo de rutina. Entre 2.0y
4.5 mgO,/l (entre e 30 y 60% sat.) segin peso y sdinidad, la dorada pierde su
capacidad oxireguladora y se convierte en oxiconforme. Se puede considerar que por
debgjo de estos valores se incrementa la susceptibilidad de los peces a enfermedades

(Wedemeyer & McLeay, 1981) influenciando asi la supervivencia del cultivo.
Por otro lado, el ODinp Nosindicael limite incipiente a partir del cual unareduccion del

oxigeno empieza arestringir la tasa del metabolismo activo. Este término, también es de

vital importancia para el cultivo de la dorada ya que nos indica € limite inferior de la
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concentracion de oxigeno que debe tener el agua de un cultivo, para que la dorada no
presente sintomas de estrés hipdxico y no afecte el crecimiento y el buen rendimiento de
la produccion. Este valor se ha establecido para la dorada en 5,468 + 0.048 mgOy/l,
igual para todas las condiciones estudiadas. Hugues (1981) define € término “valor
critico para la vida normal del pez’ como el valor que indica e minimo nivel de
oxigeno que no interfiere en @ crecimiento normal y la reproduccién de una poblacién
particular. Thetmeyer et al. (1999) observaron gue la lubina mantenida en agua a 40%
de saturacion de oxigeno, reducia en un 24% su tasa de crecimiento. Petersen & Pihl
(1995) detectaron que la biomasa de diferentes especies de platija se correlacionaba
negativamente con la concentracion de oxigeno, durante un episodio de hipoxia. Jobling
(1994) constaté que la hipoxia reducia la ingesta de alimento. Por este motivo, en la
estrategia de alimentacion de un cultivo de peces, se debe tener en cuenta este factor, de
otro modo, se pueden producir pérdidas de alimentacion con las consecuencias

negativas que ello conlleva, tanto en e medio como en la rentabilidad de |a empresa.

Frecuencia de ventilacion

Bajo concentraciones de OD proximas a la saturacion, la dorada exhibe interrupciones
espontaneas de la ventilacion, como se ha observado en otros tel edsteos en condiciones
de reposo: tenca, Tinca tinca (Shelton & Randall, 1962); carpa Cyprinus carpio
(Peyraud & Serfaty, 1964); anguila, Anguilla autralis (Hipkins & Smith, 1983); y
esturion, Acipenser baeri (Nonnotte et al, 1993), especies bentonicas conocidas por su
capacidad de reducir su actividad y soportar condiciones de hipoxia. Este modelo de
respiracion nos indica que las condiciones experimentdes no ateraron €
comportamiento de las doradas. La FV de la dorada en estas condiciones (entre 60 y 80
bpm), representa un término medio entre especies més activas como Coryphaena
hippurus (Lutnesky & Szyper, 1990; Szyper & Lutnesky, 1991) con un rango de FV
entre 200 y 330 bpm, y especies de caracter mas bentdnico como Acipenser baeri
(Nonnotte et al., 1993) con FV entre 35y 75 bpm.
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Contrariamente a lo establecido por otros autores con especies estuarinas (Muir &
Niimi, 1972; Moser, 1985; Szyper & Lunetsky, 1991) y con dorada por Tort et al.
(1994), en este experimento se han encontrado ligeras diferencias en laFV en normoxia
debido a la salinidad. Esta discrepancia se debe, basicamente, a que en €l caso de las
especies estuarinas, la aclimatacion a cambio salino se efectud en pocas horas, mientras
gue en nuestro caso, los peces fueron aclimatados durante meses, durante los cuales
hubo un proceso de adaptacion a medio. Las diferencias también se deben al diferente
nivel de actividad trabagjado. En la condicidn de 32%o. de salinidad la FV en normoxia no
presentd diferencias significativas con la condicién de 36%., debido a que la
aclimatacion duré una semana y porqué la diferencia de salinidad era minima. La FV
también se observd relativamente sensible a los cambios de temperatura. Szyper &
Lutnesky (1991) observaron que la FV aumenta linealmente con e incremento de la

temperatura hasta alcanzar sintomas de estrés.

Se ha demostrado en muchas especies, que la reaccion inicial de los teledsteos frente a
una hipoxia progresiva es la hiperventilacién (Holeton & Randall, 1967; Marvin &
Burton, 1973; Lomholt & Johansen, 1979; Steffensen et al, 1982; Rantin & Fernandes,
1986; Fernandes & Rantin, 1989). En nuestro caso, €l progresivo descenso del oxigeno
del agua no atera, inicialmente, e ritmo respiratorio de la dorada hasta alcanzada la
concentracion de 5.468 + 0.048 mgO,/| (entre 70y 78% de saturacién de oxigeno segun
salinidad, aproximadamente). En este punto (ODincip), € descenso del nivel de oxigeno
exige un aumento de la ventilacién para compensar este efecto y mantener e CO
constante. Es decir, seinicia el estrés hipoxico. Pero llega un punto (ODgnerit) €n € cual
el bombeo opercular no es suficiente para mantener el CO y aumenta la FV de forma
brusca y progresiva para alcanzar un maximo cerca del OD;:. La dorada ha perdido la
habilidad de compensar y ya no puede incrementar su CO aungue la respiracion

aumente, consecuentemente la tasa de CO total desciende progresivamente con el OD.
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L os parametros respiratorios (frecuencia de ventilacion y volumen respirado), resultado
de la frecuencia y amplitud de la contraccion de los muscul os respiratorios durante 1os
cambios en la ventilacion branquial, varian con la especie (Heath, 1987). La dorada
utiliza el aumento de la frecuencia como primera accion compensatoria para pasar
después al aumento del volumen respirado, en casos de extrema hipoxia. Asi mismo
reaccionan las especies de tipo sedentario, como algunos peces planos (Steffensen et al .,
1982; Moser et al., 1996). No es € caso de |as especies mas activas. En éstas, la primera
accion es aumentar el volumen respiratorio en lugar de aumentar la frecuencia, lo que se
considera un ahorro energético debido a elevado coste de la ventilacion branquial
(Holeton & Randall, 1967; Hugues, 1981; Randall, 1982; Fernandes & Rantin, 1989,
1994).

LaFV maxima alcanzada de 142.4 + 1.04 bpm, multiplica por 2.3 veceslaFV derutina.
Ello es posible gracias a modelo intermitente de respiracion que sigue la dorada en
condiciones de normoxia, lo cual le confiere un elevado potencia para aumentar su FV
(Lomholt & Johansen, 1979). La FVms NO presenta diferencias significativas entre
condiciones debido a que la capacidad de contraer los musculos respiratorios es una

caracteristica anatébmica de cada especie.

El hecho de que la concentracion de OD en la cua se dala méxima FV coincida con €l
ODyvrit, calculado mediante la recta de regresion, confirma este Ultimo valor obtenido de
formaindirecta. Al igual que este segundo, €l primero disminuye con el peso y aumenta
con la salinidad. Ello nos indica que la determinacion de este punto critico est4
directamente relacionado con e nivel metabdlico del animal, y consecuentemente,
dependera de todos los factores que, a su vez, determinan dicho metabolismo. Por este
mismo motivo las comparaciones con otros resultados se hacen dificiles debido a la

extrema variabilidad de estos factores.
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Se ha podido observar que, una vez alcanzada la FV maxima, se produce un descenso,
casi dramatico, de laFV (de hasta 26 bpm) y el CO, que se compensa con el aumento de
la amplitud de los movimientos operculares. Esta misma reaccion se ha determinado
para especies como Oncorhynchus mykiis, Lepomis macrochirus e Ictalurus nebulosus
(Marvin & Heath, 1968; Marvin & Burton, 1973). Se puede considerar esta respuesta a
corto plazo, un factor adaptativo de estas especies para contrarrestar las situaciones de
maéxima hipoxia que pueden presentarse de forma normal en sus ambientes natural es.

Coste energético respiratorio

El coste energético de la bomba respiratoria, debido alos gjustes ventilatorios durante la
hipoxia, se soporta por el incremento del CO. Puede expresarse indirectamente como el
porcentaje del CO incrementado entre condiciones de normoxiay el ODgi; respecto a
metabolismo estandar. En € presente experimento se ha trabagjado con el metabolismo
de rutina en lugar del estéandar para determinar el punto critico que nos interesaba, por
consiguiente, este efecto no tendria que producirse, a menos de forma evidente. Sin
embargo, s se han observado ligeros aumentos del CO entre el ODijncip Y € ODguprit,
debido presumiblemente al incremento en la ventilacion por el inicio del estrés
hipéxico. Utilizando esta aproximacion, € estrés hipdxico provoca un aumento del
coste respiratorio del orden del 12.9% (entre el 5y & 25%) respecto a COyyiina. EStOS
resultados no se desvian demasiado de |os encontrados para otras especies, que sitlian €l
porcentgje entre e 5y e 10% del total del oxigeno consumido (Hugues, 1981;
Steffensen, 1993; Jobling, 1995; Cruz-Neto & Steffensen, 1997) o el 20% seguin Rantin
et al. (1992). En general, e coste de la respiracion es directamente proporcional a la
ventilacion branquial (Fernandes & Rantin, 1994).

Seguin esto, en e momento de maxima FV se requiere una cantidad de 94 mgO,/Kg/h

gue en algunas condiciones no queda reflegjado. Ello nos indicaria que la dorada recurre
al soporte anaerobio en |os casos de extrema hipoxia
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El elevado coste ventilatorio para obtener oxigeno de la dorada (del orden del 30% del
COruiina 0 & 50% del COrenos0) Se debe, principalmente, a la estrategia de ventilacion de
la especie (elevada frecuencia) y a la baja solubilidad del oxigeno en el aguajunto ala
altadensidad y viscosidad de la misma como medio respiratorio. La bibliografia sitia el
coste ventilatorio en un rango muy amplio: entre el 2y el 50% segln especie (Rantin et
al., 1992) aunque las comparaciones de este porcentge son muy aleatorias ya que
dependen de las condiciones de cada estudio y del CO en funcién del cua se realizan
los célculos.

Comportamiento frente a la hipoxia

Se ha podido constatar que la dorada no altera su comportamiento hasta que no alcanza
el ODgnerit, €S decir, la concentracion de OD de entre 3 'y 4 mgO,/l. A partir de estos
valores, la dorada disminuye considerablemente su actividad locomotora. Esta
estrategia, que consigue un ahorro de la energia necesaria para la oxiregulacion, es
tipica de especies bien adaptadas a vivir en condiciones de bajas concentraciones de
oxigeno (Heath, 1987). Los sintomas de anoxia se manifiestan a partir de 1.5 mgO,/l y
la pérdida de equilibrio hacia 1 mgO,/I, que consideramos como subletal. Alrededor del
valor de 0.6 mgO./l se puede considerar letal. Dosdat (1984) obtiene la primera
mortalidad en doradas de 40g a 0.8 mgO,/I.

La alteracion de la frecuencia de ventilacion ha sido utilizada en muchas especies como
medida de |a respuesta a los factores de estrés (Cairns et al., 1970; Chiszar et al., 1972).
Por debajo de, alrededor de 5.5 mgO,/l, a parte de aumentar su FV, la dorada exhibe un
comportamiento de estrés. Nadar por el fondo, puede ser una primera respuesta general,
ya que se ha observado también en peces sujetos a otro tipo de factores estresantes. En
especies no bentdnicas e hecho de posarse en el fondo se ha reconocido como un
comportamiento clinicamente significativo (Francis-Floyd, 1988). Por otro lado, €
hecho de estar recostados en el fondo se debe al resultado de la pérdida del control del
equilibrio (Lutnesky & Szyper, 1990). Estos modelos de comportamiento son
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indicadores importantes para los cultivadores, ya que, con una actuacion répida, los
peces pueden recuperarse y nadar normalmente con la restauracion del nivel de oxigeno

del agua.

Las comparaciones siempre son complicadas debido a la variabilidad de la saturacion
del OD dd agua con la temperatura y salinidad. La concentracién minima de OD en €
agua recomendada para I ctalurus punctatus (Carter & Allen, 1976) es de 3 mgO./I. Los
salmonidos tienen minimos de OD recomendables muy superiores (entre 5y 6 mgO,/l)
(Westers & Pratt, 1977); Coriphaena hippurus de 5.5 mgO,/l (Lutnesky & Szyper,
1990) y & salmonete, del orden de 8.8 mgO./I. Los valores minimos paralalubinao €
lenguado son del orden de 3 mgO-/l. En cambio, lacarpay latilapiaresisten valores de
0.5 mgO,/l. Comparado con estos valores, la dorada se puede considerar altamente
resistente a bajas concentraciones de OD. Observando su comportamiento, se puede
deducir que € nivel letal de concentracion de OD para la dorada, se encuentra por
debajo de 1 mgO-/Il. Sobre este aspecto, seria interesante determinar los efectos a largo
plazo de la exposicién de la dorada a concentraciones tan bajas de OD.

La susceptibilidad de la capacidad metabdlica de la dorada a la deficiencia de oxigeno
ambiental demuestra el impacto del contenido de oxigeno en el agua sobre la relacién
entre el ambiente, la capacidad metabdlicay € comportamiento. Desde esta perspectiva,
la oxigenacion del agua debe considerarse no-solo como un factor fuertemente limitante
del metabolismo del pez, sino también, como la temperatura, un factor directivo
poderoso. (Schurmann & Steffensen, 1992; Claireaux et al., 1995; Schurmann et al.,
1998).

176



[11. Oxigeno. Discusion

En definitiva, considerando e incremento de la frecuencia de ventilacion como un
primer sintoma de estrés, seria recomendable para mantener el cultivo de la dorada en
buen estado, mantener el nivel de OD en el agua por encima del valor determinado de
5.5mgQ./I. Este valor es relativamente alto, con lo cua hay que tenerlo muy en cuenta,

tanto en los cultivos de tipo industrial como en los de tipo experimental.

Considerando que la concentracion de ODgyrit representa el efecto real de la hipoxia
sobre el metabolismo de rutina, en caso de alcanzar dicho limite, seria recomendable no
alimentar los peces durante e periodo de hipoxia, para no limitar los requerimientos en
oxigeno necesarios para mantener la actividad normal del pez y no aterar asi el buen
rendimiento del cultivo.

Por otra parte, ya que la concentracion de OD.; nos da unaidea del limite de tolerancia
de la dorada frente a la escasez de oxigeno en e agua, seria recomendable, para que no
peligre la supervivencia del cultivo, no alcanzar niveles inferiores a 1.5mgO-/|, los

cuales se consideran subletales parala dorada.

En casos de hipoxia ambiental forzada (paro de bombeo del agua por introduccion de
elementos nocivos, como algas toxicas o productos toxicos, etc.) seria recomendable, en
lamedida de lo posible, reducir la salinidad del agua para asi incrementar la distancia al

limite critico de OD.
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CAPITULO IV.

CONCLUSIONES GENERALES
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V. Conclusiones

Las contribuciones més relevantes del presente trabajo, respecto a crecimiento de la
dorada, hacen referencia principalmente, a beneficio de reducir la salinidad durante €l
periodo de pre-engorde de sus alevines. Y, respecto a su metabolismo, se destaca
principamente, € establecimiento de los requerimientos energéticos en funcion del
oxigeno necesario para realizar sus funciones vitales. Estas contribuciones, que en gran
parte son de carécter préctico, permiten su aplicacion directa a cultivo de la especie en
cuestion. Se resumen en las siguientes conclusiones generales:

1. Lasalinidad Optima para el cultivo de aevines de dorada durante el primer afio de
vida (considerando como tal los 85-90g de peso), se sita dentro del rango
comprendido entre 22 y 28%. de salinidad. Alcanzado este peso (y edad) se
modifican estas preferencias hasta los 150g, a partir de los cuales la salinidad marina
es la més idonea para obtener e mejor rendimiento en crecimiento y eficacia
alimentaria. Este efecto concuerda con €l ciclo biolégico de la dorada, en que los
alevines permanecen en aguas salobres de lagunas costeras o estuarios, durante el
primer afio de vida, para migrar en el segundo afo hacia el mar para reproducirse.
La demostracion que la salinidad éptima es edad-dependiente soporta la teoria de

gue existe un model o ontogénico de tolerancia ala salinidad.

2. La condicién de 12%. de sdinidad ha resultado, en todos los aspectos, no

aconsgjable para € cultivo de la dorada.

3. Las diferencias en los crecimientos han sido consecuencia de la diferente eficacia
alimentaria a salinidades distintas. Por o tanto, cabe pensar que deben existir
cambios fisiolégicos que hacen que la eficacia de aimentacion varie con la
salinidad.

4. El consumo de oxigeno de la dorada aumenta con €l gradiente osmaético entre el

medio externo y la presién osmotica de sus fluidos. Como especie osmoreguladora
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gue es, puede vivir dentro de un amplio rango salino, pero con un coste metabdlico
elevado para mantener invariable su osmolaridad plasmética. El ahorro energético
de casi el 2% por cada 1%. disminuido, puede dedicarse a otras funciones como el
crecimiento. En consecuencia, la tasa metabolica especifica de masa (mgO./Kg/h) es
funcion decreciente del peso y creciente de latemperaturay la salinidad (ecuaciones

en lapég.134).

El metabolismo de rutina de una dorada estdndar de 100g de peso, a 20°C de
temperatura’y 36%. de salinidad, requiere aproximadamente 190mgO,/Kg/h, de los
cuales el 70% corresponde al metabolismo de reposo. Estas necesidades energéticas
son del mismo orden de otras especies de comportamiento comparable como la
anguila, lubina o lisa; més elevado que especies menos activas como el rodaballo; e
inferior a especies méas activas como la seriola o la lampuga. La actividad de la

dorada es principal mente diurna aunque mantiene cierta actividad durante la noche.

El efecto global de la alimentacion sobre latasa metabdlica, implica mas de la mitad
del consumo de oxigeno total y se prolonga hasta 41 horas después del suministro
de alimento. Por otra parte, e efecto del ayuno reduce el consumo de oxigeno
progresivamente hasta alcanzar €l nivel metabdlico de reposo hacia el 7° dia de
ayuno segun la férmula descrita en el apartado de resultados del experimento 3

(p4g.135).

La respuesta metabdlica de la dorada a descenso del OD ambiental se produce en
tres fases: durante un primer periodo de hipoxia moderada, los gustes en la
respiracion permiten mantener el nivel de CO (es decir, oxiregula); mientras que
bajo una hipoxia mas severa, el CO desciende con la concentraciéon de OD,
primeramente de forma gradual (oxiconforme inicial) y seguidamente de forma
lineal (oxiconforme total). El punto critico de estrés hipdxico en € cua se produce

un aumento de la ventilacion para mantener el CO constante, a 20-22°C de
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temperatura, se halla en 5.5mg0O-/l. El punto critico a partir del cual la dorada
empieza a perder su capacidad oxireguladoray el CO desciende graduamente, se
encuentraentre 2.0 y 4.5mgO,/I segun salinidad y peso del animal. El punto critico a
partir del cual e CO es directamente proporcional a OD, se encuentra entre 1.5y

2.8mgO./I segun salinidad y peso del animal.

La determinacion del punto critico de oxigenacién del agua depende,
principalmente, del nivel metabdlico del pez en el momento de iniciarse el episodio
de hipoxia, segun la relacion lineal descrita en e apartado de resultados del
experimento 4 (péag.141). Por consiguiente, la concentracion critica de OD
aumentard (o lo que es lo mismo, la dorada serd mas sensible a descenso de la
concentracion de OD) con cuaquier factor que incremente la demanda de oxigeno
del pez (peso, temperatura, salinidad, actividad, etc.).

Alcanzado € punto critico de la concentracion de OD, el coste requerido por la
frecuencia de ventilacion méxima, no queda reflgjado en el CO observado, por lo
que se deduce que la dorada recurre a soporte anaerdbico en los casos de hipoxia

muy extrema.
A la temperatura de 20-22°C, los sintomas de anoxia se manifiestan a partir de

1.5mgO,/l y la pérdida de equilibrio hacia 1mgO./I, por lo que consideramos estas

concentraciones como subletal y letal, respectivamente, para la dorada.
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