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GLOSARIO DE TERMINOS

Amitosis: division celular directa por estrangulacion sencilla del ndcleo, forma atipica

de mitosis.

Anemia: disminucién del nimero de globulos rojos o eritrocitos en la sangre

periférica y por ende disminucion de la hemoglobina.

Anemia hemolitica: conjunto de transtornos que provocan la destruccion

eritrocitaria.

Anemia hipocromicas: anemia que se caracteriza por un menor contenido de

hemoglobina en los eritrocitos.

Anemia normocrémica microcitica: la anemia esta descrita en un sistema de
clasificacion, en funcion del contenido de hemoglobina de los eritrocitos
(normocrémica — normal) y en funcion de las diferencias de tamafio de éstos

(microcitica — pequefios).
Eritroplastidos: eritrocito que ha perdido el nucleo.

Leucocitosis: aumento del numero de leucocitos o glébulos blancos en la sangre

periférica.

Linfocitosis: elevacion de linfocitos en la sangre periférica.

Linfopenia: disminucion de linfocitos en la sangre periférica.

Monocitosis: aumento de monocitos en la sangre periférica.

Neutrofilia: aumento de neutréfilos en la sangre periférica.

Policitemia: aumento del hematocrito.

Policromatocitos: eritrocitos o globulos rojos inmaduros en la sangre periférica.

Trombocitopenia: aumento de los trombocitos en la sangre periférica.
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1. RESUMEN GENERAL

La tilapia nilética (Oreochromis niloticus), es una de las especies mas utilizada
para cultivos comerciales y representa una opcion econémicamente viable debido a
sus atributos para el mercado. Sin embargo, uno de los factores que puede limitar la
produccion de tilapia en la acuicultura es el estrés presente en los organismos, el
cual puede causar un retraso en su crecimiento, fallos en la reproduccion o una alta
susceptibilidad a agentes patégenos. El objetivo de la presente investigacion fue
establecer los parametros hematologicos de referencia de la tilapia O. niloticus bajo
condiciones 6ptimas de cultivo y su variacion en los organismos dependiendo del
sexo, la altitud y de agentes estresantes ambientales. Para obtener los parametros
hematoldgicos se realizaron toma de muestras de sangre de diversos organismos
mediante punciébn de la vena caudal. Los analisis incluyeron: velocidad de
sedimentacion eritrocitaria, hematocrito, hemoglobina, recuento de globulos rojos,
glébulos blancos, morfologia eritrocitaria y leucocitaria. Como resultados se
encontraron que el sexo de los organismos no influye en los parametros
hematolégicos entre machos y hembras de O. niloticus. La altitud no tiene un efecto
en los parametros hematoldgicos de la tilapia. Sin embargo la concentracién de
oxigeno disuelto en el agua resulto importante debido a que en una menor
concentracion hay un mayor numero de eritrocitos, los cuales tienen un menor
tamafio. La disminucidon de la temperatura del agua causé estrés agudo en los
organismos de O. niloticus, lo que se refleja en un aumento de hematocrito,
hemoglobina, recuento de glébulos rojos e indice N/L por parte de los organismos
estresados a diferencia de los organismos control. En conclusion los parametros

hematoldgicos son buenos indicadores de cambios originados por estrés agudo.

Palabras Clave: Estrés, peces, células sanguineas, hemograma, N/L.
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2. SUMMARY

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the most farmed fish for a
commercial purpouse and represents an economically viable option due to its
attributes for the market. However, one of the factors that can limit the production of
tilapia in aquaculture is the stress present in organisms, which can cause a delay in
growth, reproductive failure or high susceptibility to pathogens. The aim of this
research was to establish a baseline of the haematological parameters of tilapia O.
niloticus under optimal culture conditions and the variation of haematological
parameters depending on sex, altitude and environmental stressors. Blood sampling
from organisms were made by puncturing the tail vein. Analyses included
sedimentation rate, hematocrit, hemoglobin, red blood cells, white blood cells, red
blood cell and white blood cell morphology. The results showed that the sex of the
organisms does not affect haematological parameters between males and females of
O. niloticus. The altitude has no effect on hematologic parameters of tilapia. However
the concentration of oxygen dissolved in the water was important, in a lower
concentrations the number of erythrocytes increase, but in a smaller size. Decreasing
water temperature causes an acute stress in fishes inducing a increase in hematocrit,
hemoglobin, red blood cell count, White blood cell count and index N/L of stressed
organisms in contrast with the control organisms. In conclusibn hematological

parameters are good indicators of changes caused by acute stress.

Keywords: Stress, fish, blood cells, blood count, N/ L.
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3. INTRODUCCION GENERAL

Las tilapias son peces originarios de Africa y el Cercano Oriente, pertenecen a
la familia Cichlidae y son el segundo grupo de peces con mayor produccion a través
de la acuicultura mundial (Hrubec et al., 2000; Watanabe et al., 2002; Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011). Las tilapias contribuyen a la produccion por acuicultura con
aproximadamente 20 % del volumen total de peces (FAO, 2015). Esto es resultado
de los atributos que presentan tales como: rapido crecimiento, tolerancia a altas
densidades, adaptaciéon a cautiverio, aceptacion de una amplia gama de alimentos,
alta resistencia a enfermedades, capacidad para sobrevivir a bajas concentraciones
de oxigeno y a diferentes salinidades (Watanabe et al., 2002; Castro-Rivera et al.,
2004; Arroyo-Damian, 2008; Pefia-Mendoza et al., 2011). Adicionalmente, las tilapias
cuentan con algunos atributos para el mercado, entre los que se incluyen: carne
blanca de buena calidad, buen sabor, poca espina, buena talla y precio accesible.
Dentro de este grupo, la tilapia nilética (Oreochromis niloticus) es la especie mas
cultivada con una contribucion a la produccion total de tilapias de aproximadamente
80 % (Basualdo-Ramirez et al., 2012).

Debido a la creciente demanda de este producto alimenticio, con el fin de
incrementar las ganancias, muchos productores de tilapia han adoptado sistemas
intensivos de cultivo. En estos sistemas confluyen diversos estresores que pueden
comprometer el crecimiento, salud de los peces y predisponerlos a enfermedades, lo
cual representa un problema para las practicas actuales de la acuicultura (Silveira-
Coffigny, 2005).

Por lo anterior, se han buscado desarrollar indices que permitan evaluar la
capacidad de respuesta de los animales ante el estrés y de esta manera emplear
medidas correctivas, con el fin de asegurar supervivencia y mejorar el rendimiento en
los cultivos de peces. Las respuestas de los organismos ante el estrés se clasifican
en tres niveles: primaria, secundaria y terciaria. Las respuestas primarias tipicas

usadas para evaluar el estrés en los peces incluyen la determinacion de los niveles
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de cortisol y en menor medida, los niveles de las catecolaminas en el torrente
sanguineo. Las respuestas secundarias incluyen cambios medibles en la glucosa, el
acido lactico o lactato y los principales iones (por ejemplo, cloruro, sodio, y potasio)
en la sangre. Las respuestas terciarias tienen que ver con en el crecimiento,
condicion y estado de salud general de los organismos, los cuales se ven reflejados
en diversos indices tales como el factor de condicion (k) y la relacion longitud — peso
(Adams et al., 1989; Barton et al., 2002).

Actualmente también se usan los pardmetros hematolégicos como un
indicador de respuesta secundaria, ya que muestran el estado fisiolégico de los
peces y sirven para evaluar la presencia de enfermedades infecciosas, desbalance
nutricional, efectos toxicos, condiciones andéxicas, cambios ambientales y otros
agentes estresantes que se presentan en los cultivos (Hrubec et al., 2000; Bastardo y
Diaz, 2004; Buenario, 2010; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Para implementar un indice hematoldgico, el primer paso es conocer los
valores hematologicos de referencia para la tilapia O. niloticus bajo condiciones
optimas de cultivo. Esta informacién, podria servir a los productores de tilapia para
prevenir y reducir las respuestas de estrés en los organismos en cultivo, ademas de
que aportaria informacion para la construccion de una herramienta diagnéstica para

la vigilancia epidemiologica.

La presente investigacion planted establecer la relacion existente entre los
pardmetros hematoldgicos y el estrés, para de esta manera contar con un indice de
referencia, que nos permita evaluar la respuesta al estrés de la tilapia nilética (O.

niloticus).
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4. ANTECEDENTES

4.1. Modelo de estudio

4.1.1. Caracteristicas bioldgicas de la tilapia nilética

La tilapia nilética Oreochromis niloticus (ON), presenta cuerpo comprimido,
escamas cicloideas, el primer arco branquial tiene entre 27 y 33 filamentos
branquiales, su linea lateral se interrumpe. Tiene espinas rigidas y blandas continuas
en la aleta dorsal, con 16 6 17 espinas y entre 11 a 15 radios, con numerosas lineas
negras. La aleta anal tiene 3 espinas y 10 u 11 radios, la aleta caudal es trunca. Las
aletas pectoral, dorsal y caudal adquieren una coloracion rojiza en temporada de
desove (FAO, 2005; 2015).

Las tilapias son peces eurihalinos que pueden vivir en aguas dulces, salobres
y marinas, habitan una gran diversidad de cuerpos de agua; como son arroyos, rios,
lagos, lagunas, muestran una gran preferencia por aguas de escasa corriente o
lenticas, con poca profundidad y cerca de las orillas. Son especies territoriales,
euritemas y que soportan concentraciones de oxigeno bastante bajas. ON presenta
un ciclo de vida bien definido, en las etapas de huevo, alevin, cria, juvenil y adulto, se
reproducen a temprana edad, alrededor de las 8 a 10 semanas, teniendo una talla
entre 7 a 16 cm, la frecuencia de desove varia considerablemente dependiendo de
los factores climaticos, pudiendo ser desde seis a 16 veces al afio. Las hembras son
incubadoras bucales, ON se considera como una especie omnivora, puede vivir mas
de 10 afios y alcanzar un peso de 5 kg (Arredondo-Figueroa y Lozano-Gracia, 2003;
Basualdo-Ramirez et al., 2012).

4.1.2. Importancia econémica

La acuicultura es el sistema de produccion de alimento que en décadas
recientes ha tenido la mayor tasa de crecimiento en comparativamente a otras
industrias productoras de alimento. Dentro de esta, la tilapia ocupa uno de los
lugares primordiales de cultivo, ya que se presenta como la alternativa mas ventajosa

para la produccion de proteina sana y barata. Esto es resultado de los altos
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rendimientos, debido a que su tasa de crecimiento es mayor que el de otras especies
en sistemas de cultivo intensivo. Esta especie tiene excelente calidad de carne y por
lo tanto buena aceptacion en los mercados. La producciéon mundial de las tilapias
cultivadas, sobrepas6 en 1995 la cifra de 500,000 ton/métricas, siendo la segunda
especie mas cultivada, superada solamente por la carpa. La produccion se sigue
incrementando, ya que la demanda de las tilapias cultivadas continua creciendo
(Toledo-Pérez y Garcia-Capote, 2000) conjuntamente con las mejoras de las

técnicas para su cultivo.

4.1.3. Produccién mundial

China es el mayor productor de tilapia nilética cultivada. En el 2003, la
produccion china anual alcanz6 casi 806,000 toneladas mientras que Egipto reporto
una produccion cercana a las 200,000 toneladas y Filipinas, Tailandia e Indonesia
produjeron 111,000, 97,000 toneladas y 72,000 toneladas respectivamente. Los
siguientes cinco paises, entre los diez principales productores de tilapia nilética
fueron: la Republica Democratica Popular Laos, Costa Rica, Ecuador, Colombia y
Honduras. Por su parte Brasil y Taiwan también son grandes productores de tilapia
nilética y otros paises tales como Cuba, Israel, Malasia, USA, Viet Nam y Zimbabwe
producen importantes cantidades anualmente. No obstante, la produccién de estos
paises se reportan a la FAO entre la categoria general de 'tilapias nei' (las cuales

pueden incluir otras especies de tilapia) (FAO, 2015).

4.1.4. Produccion en México

La tilapia fue introducida a México por primera vez en 1964, procedente de
Auburn, Alabama, EUA y fue depositada en la Estacion Piscicola de Temascal,
Oaxaca. Las especies que se incluyeron en esta introduccion fueron: Oreochromis
aureus, Tilapia melanopleura y O. mossambicus. Posteriormente, en 1978 se
introdujo O. niloticus procedente de Panama en el mismo sitio. En 1986, nuevamente
se hizo otra introducciéon de tilapia de la especie nildtica, procedente de la
universidad de Stirling en el Reino Unido, con dos variedades: negra y roja. Estos

organismos se depositaron en Zacatepec, Morelos por segunda vez (Morales-Diaz,
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1991). El primer registro de produccion de tilapia en México ocurrié en 1970 con un
volumen de 200 toneladas. En 1990 y 2003 se observo una disminucién considerable
en la produccién de tilapia en México. Pero para el afio 2006, México contribuy6 con
2.5% de la produccién mundial de tilapia. Actualmente, la produccién no abastece la
demanda del mercado nacional de tilapia entera o fileteada, o que ha ocasionado
gue en los ultimos afios México se situara como el segundo importador mundial de
esta especie, después de EUA. México consume alrededor de 200 mil toneladas
anuales que incluyen la produccién nacional y la importada. Considerando las
estadisticas antes mencionadas, se pronostica que el consumo seguira

incrementandose afo con afo (Basualdo-Ramirez et al., 2012).

4.1.5. Condiciones medioambientales 6ptimas y efecto de su variacion para el
cultivo

La calidad del agua apropiada para el cultivo de tilapia estd dada por las
propiedades fisico-quimicas, entre las mas importantes se tiene:

Temperatura:

Los intervalos 6ptimos de temperatura para el cultivo de ON se encuentran
ubicados entre 24 y 29 °C, ya que fuera de estos limites puede decaer la tasa de
crecimiento y la actividad reproductiva (Morales Diaz, 1991; Arredondo-Figueroa y
Lozano-Gracia, 2003). Los cambios de temperatura afectan directamente la tasa
metabdlica, mientras mayor sea la temperatura mayor sera la tasa metabdlica y por
ende, mayor consumo de oxigeno. El consumo de oxigeno es dependiente de la
temperatura en actividad rutinaria y en reposo, esto quiere decir que el aumento de
temperatura disminuye la concentracion de oxigeno disuelto en el agua. Las
temperaturas letales bajas en cultivo de tilapia se ubican entre los 10 y 11 °C. Las
enfermedades se producen cuando en el cultivo se presentan temperaturas por
debajo de los 16 y 17 °C y por arriba de 37 a 38 °C se producen problemas por
estrés (Morales-Diaz, 1991; Arredondo-Figueroa y Lozano-Gracia, 2003; Basualdo-
Ramirez et al., 2012).
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Oxigeno disuelto (O. D.):

El nivel de O. D. presente en un estanque es el parametro mas importante en
la calidad del agua. El intervalo 6ptimo para que se lleve a cabo la reproducciéon es
de 5 mg/L, ya que valores menores reducen el crecimiento, pueden conducir al
estrés y facilitar la aparicion de enfermedades e incrementar la mortalidad (Morales
Diaz, 1991; Basualdo-Ramirez et al., 2012).

Dioxido de carbono (CO»):

Los reportes indican que en condiciones de cultivo de 50 a 100 ppm de CO,
provocan estrés y que si este se prolonga demasiado causa la muerte, por lo que los
valores de dioxido de carbono no deben rebasar los 30 ppm. ElI CO, afecta a los
organismos disminuyendo la capacidad de la sangre para captar el oxigeno
(Morales-Diaz, 1991; Salazar-Ariza, 2001).

Salinidad:

Salinidades altas (30 a 40 ppm) afectan a las tilapias y no pueden
reproducirse, por lo que crecen mas rapido a salinidades intermedias (isoténicas), ya
gue reducen el gasto de energia para el control osmotico de sus fluidos corporales
(Morales-Diaz, 1991).

pH:

El intervalo 6ptimo de pH para ON esta entre 6.5 a 8.5, aunque el valor ideal
es 7.5. Los valores por encima o por debajo, causan cambios de comportamiento en
los peces, tales como letargia, inapetencia, retardo en el crecimiento y en la
reproduccion. Valores de pH cercanos a 5 producen mortalidad en un periodo de 3 a
5 horas, por fallas respiratorias. Los cambios de pH en un mismo cuerpo de agua
estan relacionados con la concentracion de dioxido de carbono, la cual acidifica el
agua (Morales-Diaz, 1991; Salazar-Ariza, 2001).
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Turbidez:

El intervalo 6ptimo que se recomienda es menor de 25 ppm de particulas
sélidas que forman suspensiones en el agua. Este parametro esté relacionado con la
temperatura, ya que habiendo una buena penetracion de los rayos solares, el agua
tendrd un calentamiento homogéneo, lo que traer4 consigo, una mayor actividad
reproductiva, ademas de evitar que las crias recién nacidas padezcan enfermedades

branquiales por exceso de particulas suspendidas en el agua (Morales-Diaz, 1991).

Amonio no ionizado (NH3):

El intervalo 6ptimo de amonio debe fluctuar entre 0.01 a 0.1 ppm (valores
cercanos a 2 ppm son criticos). Una concentracion alta de amonio en el agua causa
blogueo del metabolismo, dafio en las branquias, movimientos erraticos rapidos,
pérdida de equilibrio, afecta el balance de las sales, produce lesiones en érganos
internos, inmunosupresion, susceptibilidad a enfermedades, reduccién del
crecimiento, la supervivencia, exoftalmia (ojos brotados) y ascitis (acumulacion de
liquidos en el abdomen) (Portz et al., 2006). Los niveles de concentracion del amonio
toxico (NH3) no son totalmente dependendientes, pero si estdn muy relacionados con
otros factores tales como la temperatura y pH. A elevada temperatura y pH la
concentracion de amonio téxico es mayor y puede alcanzar valores subletales sobre
todo cuando éste se mantiene por largos intervalos de tiempo (Arredondo-Figueroa y
Lozano-Gracia, 2003).

Nitritos (NOy):

La concentracion debe de estar por debajo de 0.1 mg/L. Concentraciones
elevadas de este parametro interfieren con la habilidad de la sangre de los
organismos para absorber oxigeno. Niveles de 0.2 mg/L pueden ocasionar la
“‘enfermedad de la sangre café o metahemoglobinemia” producida por la oxidacion
del i6n ferroso de la hemoglobina a i6n férrico metahemoglobina que da el color
caracteristico. La metahemoglobina no puede unirse al oxigeno y pueden resultar en

hipoxia y mortalidad, ademas de ocasionar anemia cronica (Portz et al., 2006).
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Nitratos (NOs3):

Los nitratos no presentan mayor problema para los peces, siempre y cuando
no se expongan a concentraciones mayores a 40 mg/L y por tiempos prolongados.
Concentraciones elevadas pueden afectar la osmorregulacion de los peces y el
intercambio de gases (Portz et al., 2006). EI mantener valores elevados de O. D.
previene el aumento de estas especies quimicas, favoreciendo la oxidacion del
nitrogeno en todas sus formas mediante la participacion de las bacterias nitrificantes

(Arredondo-Figueroa y Lozano-Gracia, 2003).

4.2. Estrés en peces

Clasicamente el estrés se define como un estimulo puntual, agresivo o no,
percibido como amenazante para la homeostasis, el cual activa un conjunto de
reacciones que implican respuestas conductuales y fisiolégicas (neuronales,
metabdlicas y neuroendocrinas) que permiten al organismo responder al estresor de
la manera méas adaptada posible (Alvarez, 2008; Barandica y Tort, 2008; Arturo-
Rodriguez, 2012).

Los posibles agentes estresantes 0 estresores en peces cultivados son
multiples y de variado origen: alimentacion deficiente, alta densidad de cultivo, baja
oxigenacion del agua, condiciones fisico-quimicas del agua por debajo del 6ptimo,
fotoperiodo no adecuado, vibraciones, ruidos, manipulacion, transporte y el propio
confinamiento fisico. Cuando se mantienen estos agentes estresantes por un largo
periodo, pueden afectar a la produccion, ya sea causando un retraso en el
crecimiento de los organismos, fallos en la reproduccién o una alta susceptibilidad a
agentes patdégenos. Por ello es importante reducir cualquier fuente de estrés para el

organismo (Ocampo y Camberos, 1999; Arturo-Rodriguez, 2012).

Los agentes estresantes pueden agruparse en:
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Agentes estresantes ambientales y de cultivo:

Los cambios en la composicidon quimica del agua son provocados por el
oxigeno disuelto, amonio, dureza, pH, temperatura, altas concentraciones de metales
en el agua (cobre, cadmio, hierro), entre otros. Algunas sustancias contaminantes
como el cloro, arsénico, fenoles, herbicidas, fungicidas también afectan
negativamente el cultivo. El confinamiento, transportacion, agotamiento vy
manutencion en una red fuera del agua por un periodo de tiempo prolongado
(Silveira-Coffigny, 2005).

Agentes estresantes bioldgicos:

Estos integran los efectos de organismos patdgenos, ya sean bacterias,

hongos y protozoarios (Silveira-Coffigny, 2005).

4.2.1. Respuesta de los peces al estrés

Los primeros trabajos sobre el estrés en los peces se derivan de los estudios
de Black en la década de 1950, sobre las respuestas metabdlicas de salmoénidos a
un ejercicio exhaustivo y a condiciones de hipoxia. A partir de este trabajo se observo
la aparicion de un numero creciente de estudios fisioldgicos sobre los peces (durante
los 20 afios siguientes); la mayoria de las cuales se centraron en el salmoén del

Pacifico de América del Norte (Oncorhynchus sp.) (Pickering, 1998).

La idea de que la respuesta de un animal a condiciones extremas puede tener
algunas consecuencias perjudiciales para su bienestar se origin6 a partir del trabajo
de Cannon en 1929, con el principio resultante de la respuesta de lucha o huida
(también llamada respuesta de estrés agudo o hiperexcitacion), la cual es una
respuesta fisiolégica ante la percepcion de dafio, ataque o amenaza a la
supervivencia. La reaccion es conocida como la primera etapa de un sindrome de
adaptacion general que regula las respuestas de estrés de vertebrados (Pickering,
1998).

Dependiendo de la intensidad del agente estresante, la respuesta de estrés

puede presentar dos niveles: el estrés agudo o letal. Este ocurre rapidamente como
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respuesta a perturbaciones a corto plazo, tales como derrames de sustancias
quimicas o cambios radicales en los factores ambientales, como oxigeno disuelto y
temperatura. El estrés crénico o subletal es mas comun y resulta de exposiciones
continuas o periddicas a bajos niveles de agentes causantes de estrés en periodos

de semanas o incluso afios (Ocampo y Camberos, 1999).

En los vertebrados superiores (mamiferos), el conjunto de sistemas organicos
interrelacionados implicados en la respuesta a las situaciones de estrés se denomina
eje Hipotalamo Pituitario Adrenal (HPA). El equivalente de este eje en los peces se
denomina eje hipotalamo-pituitario-interrenal (HPI); esto se debe a que los peces no
poseen una glandula adrenal como tal, sino un conjunto difuso de células
interrenales (Barandica y Tort, 2008). Ademas, en los peces existe un segundo eje
fisiologico implicado en el conjunto de la respuesta a los factores estresantes: el eje
Hipotalamo Simpético Cromafin (HSC).

Los estresores son primero percibidos y las sefales enviadas a los sensores
del sistema nervioso central (CNS), especificamente en el hipotdlamo, donde los dos
grandes ejes reguladores son estimulados: el HSC y el HPIL. En el eje HSC, la
sintesis y liberacion de las catecolaminas (CA) (adrenalina y noradrenalina) en el
torrente sanguineo esta estimulada por las fibras colinérgicas del sistema simpatico.
En los mamiferos, las CA son liberadas de la médula adrenal, en tanto que en los
peces teledsteos el principal origen de las CA circulantes son las células cromafin
dispuestas en la pared de la vena cardinal posterior, en la regién del rifion. Las CA
activan diversas respuestas cardiovasculares, respiratorias y metabdlicas dirigidas a
aliviar los efectos perjudiciales asociados con los estresores agudos (Barandica y
Tort, 2008) (Figura 1).

La primera hormona del eje HPI es la hormona liberadora de la corticotropina
(CRH), la cual es liberada por las neuronas hipotaldmicas de la region pre-éptica. La
CRH se ha encontrado en peces conjuntamente con la hormona liberadora de la
tiroides (TRH). La TRH y la CRH estimulan la liberacion de la hormona

adrenocorticotropina (ACTH) de la pituitaria e inducen la produccién y liberaciéon del
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mayor esteroide estresor: el cortisol. Este compuesto es liberado por las células

interrenales (Barandica y Tort, 2008) (Figura 1).
De acuerdo a esto, se ha dividido la respuesta de estrés en:

Respuesta primaria o de alarma:

La respuesta primaria implica inicialmente la percepcion de un estimulo
estresante. Esta es de naturaleza neuroendocrina y conlleva a la liberacion de las
catecolaminas y glucocorticoides (cortisol) a la circulacion. Dentro de las respuestas
primarias hay una fase de actuacion inmediata con la activacion del HSC y la
liberacion de catecolaminas. La segunda fase es mas retardada y se asocia con la
activacion del HPI y la liberacién del cortisol desde las células interrenales (Weber,
2009) (Figura 1).

Respuesta secundaria:

La respuesta secundaria es consecuencia directa de la liberaciébn de las
catecolaminas y el cortisol. Las catecolaminas tienen efectos muy rapidos en el
sistema cardiovascular, como la liberacién de células rojas de la sangre, adicionales
del bazo para mejorar el transporte de oxigeno. Los cambios promovidos por estas
hormonas se podrian resumir en dos aspectos fundamentales: a) en los cambios que
tiene lugar en el sistema circulatorio, como los cambios en los valores hematolégicos,
aumento del consumo de oxigeno, incremento en la actividad cardiaca,
perturbaciones del equilibrio hidromineral y b) cambios en la movilizaciéon de los

sustratos energéticos, como la hiperglucemia (Weber, 2009) (Figura 1).

Respuesta terciaria:

La respuesta terciaria es consecuencia de mantener cronicamente los
cambios que tienen lugar durante las respuestas secundarias. Cuando la accion de
algunos agentes estresantes es prolongada o repetitiva existe una constante
perturbacion de la homeostasis. Esta perturbacion es la que finalmente puede
producir una disminucion del rendimiento animal que afecta negativamente a la

reproduccion, al crecimiento y al estado inmunitario, pudiendo llegar a disminuir sus
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probabilidades de supervivencia. Estas respuestas terciarias se reflejan tanto a nivel

individual como de la poblacién (Weber, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Respuesta de los peces al estrés.
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4.2.2. Indicadores de estrés

Indicadores neuroendocrinos de respuesta primaria:

Actualmente es posible detectar y cuantificar los cambios en casi todos los
elementos asociados a las respuestas primarias del estrés, aunque para éstas el
indicador mas utilizado es la determinacion de los niveles plasméticos de cortisol
(Barandica y Tort, 2008). A pesar de ser un parametro para evaluar intensidad de
respuesta, se considera que valores bajos de cortisol no significan ausencia de
estrés. Ademas se debe considerar que el desarrollo reproductivo, las modificaciones
del estado nutricional o de la edad son acompafados naturalmente de cambios en
los niveles de cortisol, por lo que también su presencia refleja las alteraciones del
metabolismo animal y no solo estrés. La concentracion plasmatica de cortisol es el
resultado de un proceso dinamico entre lo producido y lo eliminado y debido a que no
necesariamente muestra una elevacion durante el proceso de estrés, podria en

ciertos casos ser un indicador poco fiable (Flores-Quintana, 2002).

Con respecto al posible uso de las catecolaminas como indices de estrés hay
dos problemas: en primer lugar sus niveles circulantes se incrementan casi de
inmediato después de la generacion de un minimo estrés y en segundo lugar la
complejidad de su extraccion desde la sangre y de su analisis, hacen que su uso
este practicamente restringido en la investigacién sobre el estrés (Barandica, 2010).

Indicadores metabdlicos de respuesta secundaria:

Los andlisis de algunos de los parametros relacionados con las respuestas
secundarias son faciles de determinar y por tanto de uso potencial en la acuicultura.
Un ejemplo son los parametros hematoldgicos, que se modifican por la presencia de
la adrenalina ya que se produce desequilibrio en los iones y en los niveles del agua e
hinchamiento de las células sanguineas. Estas afectaciones causan modificacion del

namero y tamafio de las células y con ello el valor hematocrito.

En presencia de estrés agudo aumenta la demanda de oxigeno, lo que
provoca cambios significativos en los valores hematologicos o en el niumero de

glébulos rojos (Barandica, 2010). Asimismo, en el analisis plasméatico de glucosa, la
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hiperglucemia observada durante el estrés es resultado de la glucogendlisis y
gluconeogénesis, en ambos casos estan implicados el efecto de las catecolaminas y
el cortisol (Flores-Quintana, 2002).

Indicadores de respuesta terciaria:

Cuando la situacion estresante es persistente se denomina cronica; entonces
las llamadas respuestas terciarias son facilmente visibles y detectables por un
piscicultor experto. Estas incluyen cambios en el comportamiento, disminucién del
crecimiento, aumento en la incidencia de enfermedades (fangicas, viricas y

bacterianas) y un deterioro reproductivo (Flores-Quintana, 2002).

4.2.3. Impacto del estrés en el rendimiento

Sistema Inmune:

El estudio de estresores tales como, captura, hacinamiento o dietas
deficientes pueden afectar la homeostasis de los animales y en concreto del sistema
inmune. La mayoria de las investigaciones demuestran que el estrés produce
inmunosupresion, pero la prolongaciéon de sus efectos es muy variable y depende de
muchos factores claves. La naturaleza de la respuesta esta relacionada con el
estresor: dependiendo de su tipo, intensidad, persistencia y duracion de la exposicion
(tiempo) generando diferentes respuestas (Barandica y Tort, 2008).

La funcién esencial del sistema inmune en todos los vertebrados es la defensa
contra las infecciones y con ello permite la supervivencia del individuo. El sistema de
defensa de los peces puede ser dividido en dos tipos de mecanismos: sistema de
defensa innato (natural o inespecifico) y sistema inmune adquirido o especifico. El
primero es el que posee todos los seres vivos desde el nacimiento, formado por
componentes celulares y humorales. El segundo involucra la produccion de
anticuerpos a través de un reconocimiento especifico del antigeno, aunque también
participan elementos celulares. La importancia relativa de ambos puede variar con la
edad del pez y estan influenciados por distintos factores. En el caso de los peces

teledsteos, el sistema defensivo esta compuesto de subpoblaciones de leucocitos
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que incluyen los linfocitos B y T, los granulocitos, los trombocitos, los macréfagos y

las células citotoxicas inespecificas (Olabuenaga, 2000).

La elevada produccion de cortisol suprime los sistemas de defensa del
organismo y esto conlleva a una mayor susceptibilidad a la enfermedad. Algunos
estudios han demostrado que niveles altos de cortisol en el organismo tienen un
impacto negativo en la resistencia a infecciones microbianas en peces, esto
resultado de una reduccion de la actividad fagocitica de los leucocitos (Pickering,
1998; Barandica y Tort, 2008).

El cortisol no es un factor negativo en los organismos. En los vertebrados es
esencial para el desarrollo normal, el mantenimiento de la homeostasis basal, como
de los eventos relacionados con el estrés, regula una amplia gama de procesos
metabdlicos y de funciones fisioldgicas a través de sus receptores. Se convierte en
un factor negativo cuando se mantienen las situaciones de estrés y los niveles altos
de cortisol durante un largo periodo, por lo que, la activacion del metabolismo
interfiere con los demas procesos fisiologicos y puede llegar a ser letal para el

organismo (Barandica y Tort, 2008).

Comportamiento:

Los cambios de comportamiento pueden ser utilizados como indicadores de
estrés y como una alerta temprana en la unidad de produccion. Los acuicultores
experimentados identifican los cambios en el comportamiento de los organismos,

principalmente en el comportamiento alimenticio (Pickering, 1998).
Crecimiento:

En los peces, una de las consecuencias tipicas del estrés es la reduccion de la
tasa del crecimiento. Cuando la accion del estimulo estresante es duradera y supera
la capacidad de adaptacion del animal, la energia disponible para el crecimiento
deriva casi en su totalidad hacia la restauracion del equilibrio homeostatico. El caso
particular de las tilapias, se han observado que a altas densidades de siembra
disminuye del crecimiento (Weber, 2009).
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Reproduccion:

Es comun encontrar problemas en la reproduccién en peces sometidos a
cualquier tipo de estrés. Este puede desajustar el balance hormonal necesario para
un funcionamiento correcto de la funcion reproductiva. El estrés puede interferir
negativamente con la endocrinologia reproductiva, lo que puede resultar en gametos
de mala calidad y la reduccion de la capacidad reproductiva, asi como una alteracion
de la conducta reproductiva o incluso en la inhibicion total de la reproduccion. Si el
estrés es grave o prolongado, puede conducir a la reduccién del tamafio de los
huevos de la hembra, una disminucion en el conteo de esperma en el macho y la
reduccion de la supervivencia en la progenie resultante (Pickering, 1998; Weber,
2009).

La calidad del producto:

La apariencia, la textura y el sabor del producto final son factores muy
importantes para determinar el éxito de una operacion acuicola, especialmente para
el mercado. Tal vez el aspecto mas estudiado de la calidad del producto en relacion
con el estrés es la influencia de las condiciones inmediatamente anteriores al
sacrificio. Se piensa que la calidad de la carne puede estar influenciada por la

intensidad y la duracion del rigor mortis después de la muerte (Pickering, 1998).

El rigor mortis ésta caracterizado por una progresiva rigidez del cuerpo del pez
debido a la reduccion de los niveles de ATP en la musculatura. Cuando mas tarde se
produce y mayor sea la duracion del periodo de rigor mortis, menores seran las
alteraciones de las caracteristicas de la carne y mayor la longevidad del producto
después del procesamiento. Los peces que estan hambrientos, exhaustos o
estresados antes de morir, entran en un estado de rigor mortis mas rapidamente
(Varga et al., 2013).
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4.3. Hematologia en peces

El inicio de la ictiohematologia (disciplina que estudia la sangre de los peces)
se remonta a finales del siglo XIX y se desarrollo principalmente en salmonidos. La
diferenciacion e identificacion celular durante muchos afios, se baso en la morfologia
celular y su comparacion con las células de aves y mamiferos, a partir de estas
teorias reevaluadas se propusieron estandarizar reglas consistentes en

nomenclaturas y procedimientos solo para peces (Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

A diferencia de los vertebrados superiores, los peces no tienen medula ésea,
la sangre se forma en el intersticio del rifion y del bazo principalmente, aunque se ha
notado cierta actividad hematopoyética en el érgano del timo, en la submucosa del

intestino y parcialmente en el higado (Zaragoza, 2004).

Los peces tienen un volumen total de sangre del 3% del peso del cuerpo. Del
total del volumen de sangre, el 17% esta constituido por células sanguineas,
mientras que el 83% es plasma compuesto por agua, minerales en solucion,
enzimas, anticuerpos y substancias disueltas (Zaragoza, 2004). Las células
sanguineas estan compuestas de tres tipos células: rojas (eritrocitos o globulos
rojos), blancas (leucocitos o glébulos blancos) y trombocitos (Hrubec y Smith, 2010).

4.3.1. Eritrocitos

Al igual que en los mamiferos, los eritrocitos de los peces contienen
hemoglobina, que es un pigmento cuya funcion principal es realizar el intercambio
gaseoso. Los eritrocitos son nucleados y son metabdlicamente mas activos que sus
homélogos de mamiferos. Los reticulocitos (eritrocitos inmaduros) son facilmente
reconocibles por su citoplasma ligeramente basdfilo y por ser células pequefias con
un ndcleo mas abierto (Hrubec y Smith, 2010; Campbell, 2012) (Figura 2).

4.3.2. Leucocitos
Los leucocitos participan en la respuesta inmune, protegiendo al organismo
contra los microorganismos patdégenos que entran en su cuerpo, como las bacterias,

virus y parasitos (Hrubec y Smith, 2010). Los mas comunes en los peces son los
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granulocitos y los mononucleares o agranulocitos. Dentro de estos dos grupos se
encuentran a su vez distintas categorias: a) los granulocitos, incluyen los neutrofilos,
los eosindfilos y los basdfilos y b) los agranulocitos, incluyen los monocitos y los
linfocitos. a) Granulocitos: la mayoria de éstos son moviles y fagociticamente activos,
su citoplasma contiene granulos lisosomales, vacuolas, mitocondrias y otros
organelos. En la mayoria de las especies, el nicleo esta abierto y en forma de 6valo,
se divide en segmentos, lo que posiblemente indica que las células maduran en
circulacion antes de migrar a los tejidos. Estas células se encuentran en distintas
proporciones en la sangre, dependiendo de las especies. Los neutrdéfilos, contienen
en su citoplasma numerosos granulos, son pobremente fagociticos en el sentido que
ingieren poco material extrafio, pero poseen la mayoria de las enzimas presentes en
los mamiferos. Por lo tanto su rol primario seria la lisis extracelular por secrecion de
estas enzimas y otras sustancias antimicrobianas. Los neutrofilos de peces 6seos
suelen ser células redondas o ligeramente ovoides de nucleos excéntricos. El nlcleo
de los neutrofilos maduros varian en forma, puede ser redondo, ovalado, alargado
(tipo banda), o segmentado y por lo general con dos o tres Iébulos. Los nucleos no
segmentados son los mas comunes en los granulocitos de los peces 0seos. Los
eosinofilos contienen granulos citopladsmicos que se tifien con los colorantes acidos,
en la mayoria de los peces teledsteos son escasos 0 ausentes en la circulacion.
Algunos estan presentes en el peritoneo y tejidos. Los basoéfilos contienen granulos
en el citoplasma que se tifien con los colorantes basicos y su presencia es escasa y
rara en la sangre periférica de la mayoria de las especies (Olabuenaga, 2000; Rubio-
Godoy, 2010; Campbell, 2012) (Figura 2).

b) Los monocitos son mdviles, fagociticos y normalmente de mayor tamafio
gue otros leucocitos, tienen un citoplasma vacuolado y basofilico. Se han encontrado
en sangre y riidn. Los macrofagos son células fagociticamente activas derivadas de
los monocitos que se encuentran en tejidos y en las cavidades peritoneal y
pericardica, de mayor tamafio que los anteriores y por esta razon pueden fagocitar
particulas mas grandes. En peces teledsteos los macrofagos son especialmente
abundantes en el bazo y en el tejido linfomieloideo renal y puede haber en otros

tejidos, por ejemplo la mucosa olfatoria.
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Los linfocitos son células inmunocompetentes que constituyen la base de las
reacciones inmunes. Los linfocitos en el sentido morfolégico son generalmente
pequefios con citoplasma azul oscuro y un nucleo condensado. Las células son
redondas y con frecuencia tienen seudopodos a lo largo del margen, son células no
fagociticas. La mayoria de los linfocitos son producidos en el pronefros y en el timo,
existen dos tipos, los linfocitos B y T. La poblacion de linfocitos T y sus diferentes
clones son los responsables de la inmunidad mediada por células (Olabuenaga,
2000; Hrubec y Smith, 2010; Rubio-Godoy, 2010).

4.3.3. Trombocitos

Los trombocitos estan involucrados en la coagulacién y la formacién de
coagulos. Esta células son similares a las plaguetas, con un sistema de interconexion
y granulos citoplasmaticos. Los trombocitos tienen un ndcleo condensado con un
citoplasma claro. La forma de la célula varia con el estado de activacién, son
generalmente de forma oval, pero se vuelven pequefios y redondos similar a un

linfocito cuando se activan (Hrubec y Smith, 2010; Campbell, 2012) (Figura 2).

Figura 2. Células sanguineas de O. niloticus, eritrocito (E), neutréfilo (N), trombocito
(T) (Villa-Villasefior).

4.3.4. Hematopoyesis
La hematopoyesis en los peces es similar a la de los mamiferos y se produce
en dos etapas, la hematopoyesis primitiva y la hematopoyesis definitiva. La

hematopoyesis primitiva comienza cuando aun el organismo esta en la fase de huevo
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0 poco después de la eclosion. En esta etapa durante el desarrollo larvario, las
células se extienden lateralmente a los somitas. Estas migran para formar la masa
celular intermedia (ICM), localizdndose ventralmente a la notocorda. Las células se
diferencian en células endoteliales, del tronco y proeritroblastos. Algunas especies de
peces utilizan el saco vitelino como el sitio de la hematopoyesis primitiva. Los
proeritroblastos de estos centros hematopoyéticos primitivos entran en la circulacion
y maduran en globulos rojos primitivos que son distintos de los glébulos rojos de
peces adultos, tienen menos citoplasma y un ndcleo alargado. Un segundo sitio de la
hematopoyesis primitiva, es el mesodermo anterior que produce tanto células
mieloides, como elementos vasculares. Las células madre hematopoyéticas adultas
son producidas en una region de los peces cuando estan en desarrollo, llamada
aorta-mesonefros-génadas (AGM). En los mamiferos, estas células madre
hematopoyéticas se translocan al higado y la médula ésea fetal. En los peces, estas
células se translocan al rifion, al igual que las células sanguineas progenitoras de
todos los tipos. Los precursores eritroides son similares a los observados en los
mamiferos y se liberan desde el rifion a la circulacion en una etapa inmadura. Los
reticulocitos estan frecuentemente presentes en preparaciones de sangre de peces.
Las células T se desarrollan y maduran en el timo, mientras que las células B se
desarrollan en la regién del pronefros del rifion (Hrubec y Smith, 2010; Campbell,
2012).

4.3.5. Organos hematopoyéticos

El timo es un 6rgano par, bilateral, situado debajo del epitelio faringeo, dorso
lateral y alojado en la parte superior interna de las camaras branquiales. El principal
componente celular es el timocito, los cuales son linfocitos en maduracion. Como en
otros vertebrados, se le considera como un o6rgano linfoide primario donde se
producen los linfocitos virgenes que luego migran para juntarse con los linfocitos
periféricos en la circulacion y otros oOrganos linfoides. También pueden estar
presentes células epitelioides o células tipo macrofago y células granulares

eosinofilicas (Olabuenaga, 2000).
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La parte anterior del rifidn o pronefros es el principal 6rgano hematopoyético
de los peces y el principal sitio de diferenciacion de eritrocitos, granulocitos, linfocitos
B y monocitos. Es el principal 6rgano productor de anticuerpos. Este es un érgano de
filtracion que contiene macréfagos que fagocitan los diferentes antigenos,
componentes linfomieloides, renales y endocrinos, suplementados por la sangre de
las arterias y de la vena porta caudal. Lo cual sirve como un analogo de la médula
0sea, de los ganglios y en parte de la glandula adrenal de los vertebrados superiores.
El mesonefros o rifidbn propiamente, cumple con funciones de equilibrio hidrosalino
(Olabuenaga, 2000; Abdel-Aziz, 2010).

El bazo contiene menor numero de células hemopoyéticas y linfoides en
comparacion con el rifidbn y estd compuesto principalmente por sangre alojada en
cavidades. Esta formado por elipsoides, paredes capilares compuestas por una
trama de fibras reticulares y macrofagos. Las fibras se especializan en atrapar
complejos inmunes y antigenos. Un rasgo particular del bazo de los teledsteos es la
presencia de macrofagos conteniendo pigmentos de color oscuro, principalmente
melanina y que se denominan melanomacréfagos. Estos se agrupan y forman
agregados llamados centros melanomacrofagicos (CMM). Su nimero y tamafio

aumenta en peces cronicamente enfermos (Olabuenaga, 2000).

4.3.6. Cambios en los pardmetros hematolégicos causados por estrés

En los peces, el estrés causa una leucopenia caracterizado por una linfopenia
y una neutrofilia. Los peces también demuestran una respuesta inflamatoria tipica
que consiste en una neutrofilia y linfocitosis (Hrubec y Smith, 2010). La manipulacion
de peces de tan solo 20 segundos da como resultado la liberacion de catecolaminas,
gue tienden a causar la hemoconcentracion e hinchazén de los eritrocitos. Asimismo,
la anemia normocrémica microcitica se ha asociado con el estrés provocado por el
ambiente. Los nucleos anormales de eritrocitos (es decir, amitosis, la segmentacion y
la fragmentacion), asi como la formacion de eritroplastidos pueden referirse a
trastornos nutricionales, tales como la deficiencia de acido folico o vitamina E y
toxicosis de aceites rancios y contaminantes ambientales. Debido a que los

eritrocitos inmaduros de peces son mas pequefios que los eritrocitos maduros,
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microcitosis a menudo se asocia con hemorragias o anemias hemoliticas marcadas,
en la que la regeneracion de eritrocitos inmaduros representa a la mayoria de los
eritrocitos de la sangre periférica (Clauss et al., 2008). Las anemias hemorragicas de
peces estan asociadas con un trauma, parasitos, deficiencia de vitamina K, y
septicemia (bacterias o virus). El cadmio es un bloqueador del canal de calcio que
impide la funcién normal de la membrana de los eritrocitos, produciendo anemia
hemolitica en los peces tele6steos de agua dulce expuestos a niveles toxicos de
cadmio en el agua (Campbell, 2012). La intoxicacion por nitritos (enfermedad de la
sangre de color marron o sindrome del tanque nuevo) también se traduce en anemia
hemolitica severa. El nitrito se absorbe facilmente en las branquias y entra a la
sangre, donde entonces oxida la hemoglobina en metahemoglobina, que a su vez
cambia gradualmente la sangre de rojo a marrén. Se produce una anemia hemolitica
debido a que los macrofagos esplénicos eliminan los eritrocitos afectados de la
circulacién (Clauss et al., 2008). Varias deficiencias nutricionales se han producido
experimentalmente en los peces, por ejemplo, las deficiencias de acido fdlico
provocan anemias macrociticas normocromicas y las deficiencias de vitamina B12

dan lugar a anemias hipocrémicas (Hrubec y Smith, 2010).

4.3.7. Anestesia

Durante la toma de muestra de sangre de los peces, el procedimiento de
recoleccion de sangre debe llevarse a cabo en menos de 30 segundos, debido a que
si los peces se mantienen fuera del agua durante periodos mas largos sufren de
problemas respiratorios y desequilibrio electrolitico (Campbell, 2012). La mayoria de
los peces responden negativamente al ser manipulados, por lo que se recomienda la
sedacion o anestesia antes de la toma de muestra de sangre, para disminuir los
cambios hematologicos provocados por estrés a la hora de la captura. Entre los
agentes anestésicos se encuentra el MS-222 en concentraciones de 100-200 mg/L el
cual es el mas ampliamente aceptado. La solucion de MS-222 debe ser tamponada
con bicarbonato de sodio u otro tampo6n adecuado para evitar la disminucidén extrema
en el pH de la solucion no tamponada de MS-222, ya que puede causar alteraciones

significativas en las mediciones fisiologicas y hematologicas de los peces. La
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solucion anestésica debe ser de concentracion suficiente para inducir la anestesia en
etapa dos (pérdida de equilibrio) en 20 segundos Yy la etapa tres, anestesia dentro de
1 minuto (Hrubec y Smith, 2010).

4.3.8. Anticoagulantes

Durante el andlisis de sangre, esta debe de ser trasladada inmediatamente a
un tubo con anticoagulante para minimizar la coagulacion. La eleccion del
anticoagulante para la conservacion de la morfologia celular parece ser especifica
para las diferentes especies de peces. En los salmonidos, ciprinidos y esturion, los
glébulos rojos conservan mejor la morfologia con heparina, mientras que las células
de la tilapia y del pacu se conservan mejor en acido etildiaminotetraacético (EDTA).
A pesar del uso de los anticoagulantes, ocasionalmente la sangre se coagulara adn
en la presencia de este. Los coagulos pueden llegar a ser extremadamente visibles y
los trombocitos aparecen agrupados cuando se realizan los frotis sanguineos
(Hrubec y Smith, 2010). El uso de un anticoagulante y la reduccion del pre-estrés de
captura puede evitar la formacién de grumos de trombocitos (Hrubec y Smith, 2010).
Las desventajas de la heparina incluyen la tendencia de los leucocitos y trombocitos
a aglutinarse y la creacion de un tinte azul en los frotis de sangre con tinciones de
Romanowsky. Ademas, si la muestra de sangre contiene un pequefio coagulo, la
heparina puede no prevenir la coagulacién una vez que esta ha comenzado. Las
desventajas del EDTA incluyen la hemdlisis de los eritrocitos en algunas especies de
peces (Campbell, 2012).

En un estudio realizado en O. niloticus se determind el efecto de los
anticoagulantes EDTA y heparina en los parametros hematologicos. Los resultados
obtenidos en este estudio, demostraron que en los frotis de sangre con heparina se
observaron imagenes que estaban mas cerca de lo normal (control) que el EDTA,
ademas, se observo una hemodlisis significativa de células en la sangre con EDTA,
por lo que, la heparina ha demostrado ser el anticoagulante preferido para la sangre
de O. niloticus (Ekanem et al., 2012).
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4.4. Estudios de los parametros hematoldgicos en O. niloticus y su relacién con los agentes
estresantes

Parametros hematoldgicos de referencia:

Cuadro 1. Trabajos publicados en los que se determinan los parametros hematoldgicos de referencia en O. niloticus.

Autor, afio y Organismos Anestesiay Altitud y calidad del agua Pardmetros hematolégicos
lugar utilizados anticoagulante (promedio)
Hrubec et al., Adultos de O. niloticus, MS-222 y EDTA. Hematocrito L/L .33
2000. Centro de 0. mossambicus y O. Temperatura (°C) 29.9 Hemoglobina g/L 82
Acuicultura de aureus pH 7.4 VGM fL 135.7
Virginia, EUA. W =240¢g NH; no ionizado 0.020 CMH pg 34.9
L=22cm. (mg/L) CGMH g/L 25.7
NO,-N (mg/L) 0.36 Eritrocitos 10™/L 2.31
NOz-N (mg/L) 70 Leucocitos 10° /L 75.659
Oxigeno disuelto 9.4 Trombocitos 10°/L 53.734
(mglL) Linfocitos 10° /L 71.864
Neutréfilos 10° /L 1.805
Monocitos 10° /L 1.520
Eosinéfilos 10°/L 334
Rodrigues- Adultos Benzocaina a 1:15 en Temperatura (°C) 16-28.3. Hematocrito L/L 31
Bittencourt et al., W =100 a 900 g agua. Heparina. Hemoglobina g/L 105.2
2003. Estacion L=16-37cm VGM fL 148.80
Experimental de Edad = 6 a 9 meses. CMH pg 40.74
Acuicultura, CGMH g/L 35.24
Universidad de Eritrocitos 10*%/L 6.93
Maring4, Brasil.
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Hahn-Von- Adultos, revertidos Solucién Altitud (msnm) 1050 Hematocrito L/L .33
Hessberg et al. sexualmente de sulfato de Temperatura (°C) 27 Hemoglobina g/L 85.6
2011. Estacion W =250 a 350 g. quinaldine a pH 5.5-7.9 VSE mm/H 2.10
Piscicola de la 1:100.000 en agua. Oxigeno disuelto 5 VGM fL 185.39
Universidad de EDTA. (mg/L) CMH pg 50.50

Caldas en Eritrocitos 10*%/L 1.78

Santagueda Leucocitos 10° /L 12.1

(Caldas, Trombocitos 10°/L 17.5

Colombia). Linfocitos 10°/L 9.29

Neutréfilos 10° /L 0.85

Monocitos 10° /L 0.16

Eosinéfilos 10° /L 0.01

Basdfilos 10° /L 0.04

Rego-Barros et Adultos EDTA. Temperatura (°C) 7.0 Hematocrito L/L .29

al., 2012. Tilapias W=441¢ Oxigeno disuelto 7.18 Hemoglobina g/L 97.7

cultivada en la L=28.43cm. (mg/L) CGMH g/L 32.98
region de Trombocitos 10°/L (%) 64.18

Oriente de Linfocitos 10° /L (%) 24.96
Paraiba, Rio de Neutréfilos 10° /L (%) 64.45
Janeiro, Brasil. Monocitos 10° /L (%) 10.45

Eosinofilos 10° /L (%) 0.10

VSE (velocidad de sedimentacion eritrocitaria), VGM (velocidad globular media), CMH (concentracién media de hemoglobina), CGMH
(concentracion globular media de hemoglobina).
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Agentes estresantes ambientales:

Cuadro 2. Trabajos publicados en los que se determinan las variaciones en los parametros hematol6gicos en O. niloticus,

Autor, afio y
lugar

Organismos
utilizados

provocadas por agentes estresantes ambientales.

Anestesiay
anticoagulante

Altitud y calidad del agua

Parametros hematolégicos (promedio)

Control | Estresores Control Estresores
Azevedo et Adultos de granjas | Benzocainay EDTA. Temperatura 23 22.9 Hematocrito L/L 29.2 29
al., 2006. destinadas para la (°C) Eritrocitos 10™/L 1.14 1.24
Santa pesca y estanques pH 6.3 6.1 Leucocitos 10° 60 74
Catarina, de piscicultura con Alcalinidad 30 33 /L
Brasil. asociacién con (mg/L) Trombocitos 38 44.4
cerdos. Amonio (mg/L) | 0.116 10°/L
Oxigeno 6.0 45 Linfocitos 10° /L 58.80 72.30
disuelto (mg/L) Neutréfilos 10° 4.8 9.6
/L
Monocitos 10° /L 7.8 8.1
No hay diferencias entre las variables hematolégicas de los dos sistemas de cultivo.
Ishikawa et al., Juveniles Benzocaina y Temperatura 25.43 25.28 Hematocrito L/L .26 21
2007. San W =27.13¢g Heparina. (°C) Hemoglobina 57 46
Paulo, Brasil. L=12.4cm. pH 6.77 7.03 g/L
Diferentes Alcalinidad 62.35 50.16 VGM fL 110 120
concentraciones de (mg/L) CMH pg 23 27
mercurio. Amonio (mg/L) | 14.90 11.30 CGMH g/L 23 26
Eritrocitos 10*%/L 2.5 1.6
Leucocitos 10° 21 14.1
/L
Trombocitos 14.5 20
10°/L
Linfocitos 10° /L 14 11
Neutréfilos 10° 5.8 2.5

/L
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Monocitos 10° /L 0.75 0.6
No hay diferencias significativas en los valores hematoldgicos de organismos estresados en relacién con el control.
Ispir et al., Juveniles Heparina. Temperatura 26.6 27.0 Hematocrito L/L A7 19
2011. W =12.8g. (°C) Hemoglobina 53 50
Universidad Expuestas a pH 7.5 7.4 g/L

Firat, Facultad diferentes niveles Oxigeno 7.5 7.5 VGM fL 170 188
de Pesca, de vitamina E. disuelto (mg/L) CMH pg 50.84 51.02
Turquia. CGMH g/L 29.74 26.64
Eritrocitos 10*%/L 1.05 0.99

Leucocitos 10° 36 51

/L

Hay diferencias significativas en el nUmero de leucocitos.

VSE (velocidad de sedimentacion eritrocitaria), VGM (velocidad globular media), CMH (concentracién media de hemoglobina), CGMH

(concentracion globular media de hemoglobina).
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Agentes estresantes fisicos:

Cuadro 3. Trabajos publicados en los que se determinan las variaciones en los parametros hematol6gicos en O. niloticus,
provocadas por agentes estresantes fisicos.

Autor, afio y Organismos Anestesiay Altitud y calidad del agua Parametros hematolégicos (promedio)
lugar utilizados anticoagulante
Control | Estresores Control Estresores
Silva et al., Adultos EDTA. Temperatura 24.3- 24.3-27.6 Hematocrito L/L .29 .29
2012. W = 340 g. (°C) 27.6 Hemoglobina g/L 79.7 82
Departamento Sometidas a la Oxigeno 5.18- 5.18-5.70 VGM fL 169 189.7
de Piscicultura | exposicion al aire en disuelto (mg/L) 5.70 CMH pg 45.7 53.6
dela diferentes tiempos. CGMH g/L 26.9 28.5
Universidad Eritrocitos 10™/L 1.7 1.5
Federal de Leucocitos 10° /L 13.85 7.084
Goias, Brasil. Trombocitos 6.08 3.17
10°/L
Linfocitos 10° /L 5.2 1.87
Neutréfilos 10° /L 1.84 1.6
Monocitos 10° /L 0.67 0.36
Eosinéfilos 10°/L 0.03 0.05
Hay diferencias significativas en el nUmero de leucocitos.

VSE (velocidad de sedimentacion eritrocitaria), VGM (velocidad globular media), CMH (concentracién media de hemoglobina), CGMH
(concentracion globular media de hemoglobina).
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Agentes estresantes bioldgicos:

Cuadro 4. Trabajos publicados en los que se determinan las variaciones en los parametros hematoldgicos en O. niloticus,

Autor, afio y
lugar

Organismos
utilizados

provocadas por agentes estresantes ambientales.

Anestesiay
anticoagulante

Altitud y calidad del agua

Control

Estresores

Parametros hematolégicos

(promedio)

Control

Estresores

Sebastiao et
al., 2011.
Universidad
del Estado de
Séao Paulo,
Brasil.

Adultos en
condiciones sanas
y con un
diagndstico clinico
de columnaris
W =263.68 g.

Benzocaina y
heparina.

Temperatura
(°C)
pH
Oxigeno
disuelto (mg/L)

28

7.4
4.8

28

7.4
4.8

Hematocrito L/L
Hemoglobina
g/L
VSE mm/H
VGM fL
CMH pg
CGMH g/L
Eritrocitos
10"/
Leucocitos 10°
/L
Trombocitos
10%L
Linfocitos 10° /L

.38
19

204.38
55.75
5.35
1.9
19
17
7.7

8.7

.35
19

197.97
52.17
5.15
1.81
29
18
13

11

Hay diferencias significativas en el recuento de leucocitos totales.

VSE (velocidad de sedimentacidn eritrocitaria), VGM (velocidad globular media), CMH (concentracién media de hemoglobina), CGMH
(concentracion globular media de hemoglobina).
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5. JUSTIFICACION

Actualmente los estudios relacionados con la tilapia nilética Oreochromis
niloticus en México se centran en abordar aspectos biolégicos y productivos. Sin
embargo, no existen trabajos publicados que muestren el estado de salud de O.

niloticus basandose en los parametros hematoldgicos como un indicador.

El desconocimiento y la escasez de investigaciones disponibles en &reas
como la ictiohematologia de especies de importancia productiva y econémica, han
puesto en desventaja a la produccion nacional. Es por ello que el presente trabajo
se orientd en determinar los parametros hematoldgicos de referencia en O.
niloticus. Los indicadores hematoldgicos son econémicos y de facil determinacion
en condiciones de campo, confiables y reproducibles. Con ello se cuenta con una
herramienta Util que permitira evaluar los cambios originados por efecto del estrés
sobre los peces sometidos a cultivo y ademas de que pondremos a disposicion de
los acuicultores de tilapia una herramienta econdmica, util y eficaz para conocer el

estado de salud de los organismos.
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6. HIPOTESIS

Los parametros hematologicos de la tilapia Oreochromis niloticus bajo
condiciones de cultivo, pueden utilizarse como indicadores de cambios originados

por estrés.
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/. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

e Establecer los pardmetros hematoldgicos de referencia de la tilapia
Oreochromis niloticus bajo condiciones éptimas de cultivo y su relacion con

los agentes estresantes.

7.2. Objetivos Particulares

e Determinar los parametros hematologicos de la tilapia Oreochromis niloticus
bajo condiciones Optimas de cultivo (parametros de referencia).

e Determinar la influencia del sexo en los pardmetros hematologicos de la
tilapia nilética Oreochromis niloticus de hembras Stirling, machos Stirling y
Supermachos.

e Determinar las variaciones hematologicas en la tilapia Oreochromis niloticus
provocadas por el efecto de un gradiente altitudinal (0-2000 msnm)
considerando temperatura y saturacion de oxigeno.

e Determinar las variaciones hematologicas en la tilapia Oreochromis niloticus
provocadas por un estresor ambiental: disminucion de la temperatura del
agua de 28 a 22 °C.




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

8. LITERATURA CITADA

Abdel-Aziz El-Saydah H., Suzan B. S. Abdu, Tamer El-Sayed Ali and Huda F.
Fouad. 2010. Haemopoiesis in the head kidney of tilapia, Oreochromis
niloticus (Teleostei: Cichlidae): a morphological (optical and
ultrastructural) study. Fish Physiol Biochem, 36: 323-336.

Adams S. M., K. L. Shepard, M. S. Greeley Jr, B. D. Jimenez, M. G. Ryon, L. R.
Shugart and J. F. McCarthy. 1989. The Use of Bioindicators for Assessing
the Effects of Pollutant Stress on Fish. Marine Environmental Research, 28:
459-464.

Alvarez, L. 2008. Efectos negativos del estrés sobre la reproduccion en

animales domésticos. Arch. Zootec, 57: 39-59.

Arredondo-Figueroa José Luis y Silvia Delia Lozano-Gracia. 2003. La acuicultura

en México. Universidad Autonoma Metropolitana. México, D.F. 266 pp.

Arroyo-Damian M. 2008. Aprovechamiento de la harina de Plecostomus spp.
Como ingrediente en alimento para el crecimiento de tilapia
(Oreochromis niloticus). Tesis de Maestria. Centro interdisciplinario de
investigacion para el desarrollo integral regional CIIDIR Michoacéan. Instituto

Politécnico Nacional. Jiquilpan, Michoacan. 115 pp.

Arturo-Rodriguez C. H. 2012. El estrés en peces de granja. Revista Investigacion
Pecuaria, 1 (1): 47-52.

Azevedo T. M., M. L. Martins, M. M. Yamashita y C. J. Francisco. 2006.
Hematologia de Oreochromis niloticus: comparagdo entre peixes
mantidos em piscicultura consorciada com suinos e em pesque-pague
no vale do rio Tijucas, Santa Catarina, Brasil. B. Inst. Pesca, S&o Paulo, 32
(1): 41-409.




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

Barandica C. Lilian M. y Luis Tort B. 2008. Neuroendocrinologia e Inmunologia
de la Respuesta al Estrés en Peces. Rev. Acad. Colomb. Cienc., 32 (123):
267-284.

Barandica C. Lilian. 2010. Efectos de las dietas experimentales en la respuesta
inmune de los peces. Tesis de doctorado. Facultad de Biociencias.

Universidad Autbnoma de Barcelona. Barcelona. 127 pp.

Barton, B.A., J.D. Morgan and M.M. Vijayan. 2002. Physiological and condition-
related indicators of environmental stress in fish. Chapter 4 in S.M.
Adams, editor. Biological indicators of aquatic ecosystem stress. American

Fisheries Society, Bethesda, Maryland. In press.

Bastardo A. y B. Diaz. 2004. Parametros hematoldégicos de la paragua,
Chaetodipterus faber (Broussonet) (Pices: Ephippidae), en condiciones
de cultivo. Zootecnia Trop., 22 (4): 361-370.

Basualdo-Ramirez Luis Javier, Fernando Jiménez-Guzman, Antonio César
Jiménez-Saavedra, Francisco Javier Macal-Nifio, Eduardo A. Mendoza-
Quintero Marmol, David Miguel Montafio-Aguilar, Edmundo Urcelay-Gutiérrez.
2012. Criterios Técnicos y Econdémicos para la Produccién Sustentable
de Tilapia en México. Comité Sistema Producto Tilapia de México AC.

México. 181 pp.

Buenafio M. V. 2010. Hemograma de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
en tres etapas de produccion en la cuenca alta de la provincia del Napo,

Ecuador. Boletin Técnico 9, Serie Zooldgica, 6: 1-14.

Campbell Terry W. 2012. Hematology of Fish. En: Thrall Mary Anna, Glade
Weiser, Robin W. Allison, Terry W. Campbell (Second Edition). Veterinary
Hematology and Clinical Chemistry. Wiley-Blackwell, A John Wiley & Sons,
Inc. Published. USA. pp 298-312.

Castro-Rivera R., J. P. Herndndez-Girén y G. Aguilar-Benitez. 2004. Evaluacién

del crecimiento de alevines de tres especies de Tilapia (Oreochromis




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

sp.) en aguas duras, en la regién de la Cafiada, Oaxaca, México. Revista

AquaTIC, (20): 38-43.

Clauss Tonya M., Alistair D. M. Dove and Jill E. Arnold. 2008. Hematologic
disorders of fish. Vet Clin Exot Anim, 11: 445-462.

Ekanem A. P., A. P. Inyang-Etoh and A.J. Udoh. 2012. Effect of Different
Anticoagulants on Hematological Parameters of Oreochromis niloticus.

International Journal of Science and Advanced Technology, 2 (6): 17-20.

FAO. 2015. Cultured Aquatic Species Information Programme Oreochromis
niloticus. Programa de informacion de especies acudticas. Texto de Rakocy,
J. En: Departamento de Pesca y Acuicultura de la FAO [en linea]. Roma.

Actualizado 18 february 2005. [Citado 10 january 2015].

Flores-Quintana Carolina. 2002. Respuestas neuroendocrinas al estrés en

peces teledsteos. Reuv.ictiol., 10 (1/2): 57-78.

Hahn-Von-Hessberg C. M., A. Grajales-Quintero y A. V. Gutiérrez-Jaramillo. 2011.
Parametros hematoldgicos de Tilapia nilética (Oreochromis niloticus,
Linnaeus 1757) con peso entre 250 g y 350 g, en el Centro Experimental

Piscicola de la Universidad de Caldas. Vet. Zootec., 5 (1): 47-61.

Hrubec T. C., J. L. Cardinale and S. A. Smith. 2000. Hematology and Plasma
Chemistry Reference Intervals for Cultured Tilapia (Oreochromis hybrid).

Veterinary Clinical Pathology, 29 (1): 7-12.

Hrubec T. C. y S. A. Smith. 2010. Hematology of fishes. En: Douglas J. W. y K. J.
Wardrop (6° Edicion). Veterinary Hematology. Editorial WILEY-BLACKWELL.

USA. pp. 994-1003.

Ishikawa N. M., M. J. Tavares Ranzani-Paiva, J. V. Lombardi and C. M. Ferreira.
2007. Hematological parameters in Nile tilapia, Oreochromis niloticus
exposed to sub-letal concentrations of mercury. Brazilian archives of

biology and technology an international journal, 50 (4): 619-626.




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

Ispir U., M. E. Yonar and O. B. Oz. 2011. Effect of dietary vitamin e
supplementation on the blood parameters of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus).The Journal of Animal & Plant Sciences, 21 (3): 566-569.

Morales-Diaz Armando. 1991. La tilapia en México, biologia, cultivo y
pesquerias. AGT EDITOR, S.A. 189 pp.

Ocampo A. A. y L. O. Camberos. 1999. Diagndéstico del Estrés en Peces. Vet.
Méx., 30 (4): 337-344 pp.

Olabuenaga Susana E. 2000. Sistema inmune en peces. Gayana (Concepc.),
64 (2): 17-25.

Pefla-Mendoza B., J. L. GOmez-Marquez y G. Garcia-Alberto. 2011. Ciclo
reproductor e histologia de las gonadas de tilapia Oreochromis niloticus
(Perciformes: Cichlidae). Ciencia Pesquera, 19 (2): 23-36.

Pickering Alan D. 1998. Stress responses of farmed fish. En: Black Kenneth D. y
Pickering Alan D. Biology of Farmed Fish. Sheffield Academic Press Ltd.
England. pp. 222-255.

Portz Donald E., Christa M. Woodley and Joseph J. Cech. 2006. Stress-
associated impacts of short-term holding on fishes. Rev Fish Biol.,
16:125-170.

Rego-Barros R. C., N. R. Pereira-Almosny, E. de F. Marqués de Mesquita y R. de
A.Torres-Filho. 2012. Observacdo sobre os aspectos hematoldégicos de
tilapia, Oreochromis niloticus (Osteichthyes: Ciclidae), capturada em
cultivos na regido de pirai, rio de Janeiro, Brasil. Rev. Bras. Med. Vet., 34
(3):183-187.

Rodrigues-Bittencourt N., L. Ma. Molinari, D. Oliveira-Scoaris, R. Bocchi-Pedroso,
C. Vataru-Nakamura, T. Ueda-Nakamura, B. Alves de Abreu-Filho and B.

Prado-Dias Filho. 2003. Haematological and biochemical values for Nile




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

tilapia Oreochromis niloticus cultured in semi-intensive system. Acta

Scientiarum. Biological Sciences, Maringa, 25 (2): 385-389.

Rubio-Godoy Miguel. 2010. Inmunologia de los peces 6seos. Revisidn. Rev Mex
Cienc Pecu, 1 (1): 47-57.

Toledo-Pérez, S.J. y M. C. Garcia-Capote. 2000. Nutricion y alimentacion de
tilapia cultivada en América Latina y el Caribe. En: Civera-Cerecedo, R.,
Pérez-Estrada, C.J., Ricque-Marie, D. y Cruz-Suarez, L.E. (Eds.) Avances en
Nutricidon Acuicola IV. Memorias del IV Simposium Internacional de Nutricion
Acuicola. Noviembre 15-18, 1998. La Paz, B.C.S., México. 83-137.

Salazar-Ariza Gustavo. 2001. Fundamentos de acuicultura continental. 2a. ad.

Instituto Nacional de Pesca y Acuicultura. Bogota, Colombia. 418 pp.

Sebastido F. A., D. Nomura, R. Sakabe and F. Pilarski. 2011. Hematology and
productive performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) naturally
infected with Flavobacterium columnare. Brazilian Journal of Microbiology,
42: 282-289.

Silva R. D., L.O. Rocha, B.A.D. Fortes, D Vieira and M. C. S. Fioravanti. 2012.
Parametros  hematolégicos e bioquimicos da tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.) sob estresse por exposi¢cao ao ar. Pesq. Vet.
Bras., 32: 99-107.

Silveira-Coffigny Raquel. 2005. indices hematolégicos y celulares como
bioindicadores de estrés en Oreochromis aureus Steindachner (tilapia)
de cultivo. Tesis de Doctorado. Centro de Investigaciones Biologicas del

Noroeste, S. C. La Paz, Baja California Sur. 115 pp.

Varga Daniel, Andras Szabd, Csaba Hancz, Zsigmond Jeney, Laszl6 Ardd, Marcell
Molnar and Tamas Molnar. 2013. Impact of handling and pre-mortal stress
on the quality of common carp (Cyprinus carpio L.). The Israeli Journal of

Aquaculture - Bamidgeh, 66: 1-7.




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

Watanabe W. O., T. M. Losordo, K. Fitzsimmons and F. Handley. 2002. Tilapia
Production Systems in the Americas: Technology Advances, Trends, and

challenges. Reviews in Fisheries Science, 10 (3 y 4): 465-498.

Weber Robilson Antonio. 2009. Efecto del estrés y de la anestesia sobre
indicadores primarios y secundarios de estrés y sobre los
neurotransmisores monoaminérgicos cerebrales en el lenguado Solea
senegalensis Kaup, 1858. Tesis de Doctorado. Facultad de Biologia.

Universidad de Santiago de Compostela. Santiago de Compostela. 213 pp.

Zaragoza O. B. 2004. Efecto del estrés térmico sobre los parédmetros
sanguineos de la tilapia Oreochromis mossambicus (Peters, 1852)
(Pisces: Cichlidae). Tesis de maestria. Centro de Investigacion Cientifica y

Educaciéon Superior de Ensenada. Ensenada, B.C. 142 pp.




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

CAPITULO |

PARAMETROS
HEMATOLOGICOS
DE REFERENCIA




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

9. CAPITULO |

9.1. Parametros hematoldgicos de referencia de la tilapia nilética
(Oreochromis niloticus, Linnaeus 1757) bajo condiciones Optimas

de cultivo

9.1.1. Resumen

La tilapia es un pez que se utiliza cominmente en la acuicultura debido a
que es apreciada para fines alimenticios. A pesar de que la tecnologia de cultivo
esta bien desarrollada, los reportes de pardmetros hematoldgicos en esta especie
bajo las condiciones de cultivo de México son limitados. Por lo tanto se carece de
la linea base de referencia para el estudio hematoldgico de la tilapia. El objetivo de
éste trabajo fue determinar los pardmetros hematologicos de referencia de la
tilapia Oreochromis niloticus bajo condiciones éptimas de cultivo. Los peces fueron
criados en un sistema de recirculacion durante cinco meses, después de éste
tiempo se procedio a la toma de muestra de sangre de 120 organismos. La sangre
fue analizada utilizando técnicas estandar y los intervalos de referencia se
determinaron utilizando métodos paramétricos. En relacion con la morfologia de
los elementos celulares se identificaron 12 tipos de células: eritrocitos maduros,
policromatocitos, trombocitos maduros e inmaduros, linfocitos menores a 10 um,
con seudopodos, con un tamafio mayor a 10 um, neutréfilos mielocitos,
metamielocitos, juveniles, adultos y monocitos. Los valores de los pardmetros
hematoldgicos obtenidos en esta investigacion son semejantes a los reportados
por otros autores para O. niloticus en condiciones similares en otros paises, pero
con la diferencia de tener intervalos con una menor amplitud.

Palabras clave: tilapia, acuicultura, células sanguineas.

9.1.2. Abstract
Tilapia is a commonly used fish in aquaculture because it is appreciated for
food purposes. Although -culture technology is well developed, reports of

hematological parameters in this species under culture conditions in Mexico are
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limited. Therefore there are not a reference baseline for hematological study of
tilapia. The objective of this study was to determine reference hematological
parameters of tilapia Oreochromis niloticus under optimal culture conditions. The
fish were reared in a recirculation system for five months, after this time we
proceeded to taking a blood sample from 120 organisms. Blood was analyzed
using standard techniques and reference intervals were determined using
parametric methods. Regarding the morphology of cellular elements 12 cell types
were identified: mature erythrocytes, policromatocitos, mature and immature
thrombocytes, lower lymphocytes to 10 ym, pseudopods, with greater than 10 pym
size, myelocytes neutrophils, metamyelocytes, youth, adults and monocytes. The
values of haematological parameters obtained in this study are similar to those
reported by other authors for O. niloticus in similar conditions in other countries, but
with the difference of intervals with lower amplitude.

Keywords: tilapia, aquaculture, blood cells.

9.1.3. Introduccién

La sangre es el componente mas accesible en el sistema de fluidos
corporales de los vertebrados, en consecuencia, es el tejido examinado con mas
frecuencia para evaluar el estado fisiologico de los organismos. Debido a esto, los
pardmetros hematoldgicos se consideraron una herramienta prometedora para

conocer el estado de salud de los peces (Houston, 1997).

Los parametros hematolégicos sirven para evaluar la presencia de
enfermedades infecciosas, desbalance nutricional, efectos toxicos, condiciones
anoxicas, cambios ambientales y otros agentes estresantes que se presentan en
los cultivos de peces (Kefas et al., 2015). Un examen hematoldgico comprende: la
determinacién de la concentracion de hemoglobina, el porcentaje de hematocrito,
el calculo de los indices hematologicos que incluyen la velocidad globular media
(VGM) y la concentracion globular media de hemoglobina (CGMH), los conteos
totales y diferenciales de los diferentes grupos celulares y la morfologia de estos
(Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).
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Para poder emplear a los parametros hematolégicos como una herramienta
diagnostica es necesario analizar dichos indicadores en peces saludables y en
Optimas condiciones ambientales para establecer los valores de referencia de la
especie. El concepto de valores de referencia se introdujo en 1969 por Grasbeck y
Saris para describir las fluctuaciones de las concentraciones de analitos en sangre
en grupos bien caracterizados de individuos. Los intervalos de referencia son
obtenidos a partir de un grupo de muestra de individuos sanos. La poblacion de
estos individuos describe la variacion de los valores que se pueden esperar en
animales sanos. El razonamiento logico detras del uso de estos intervalos es que
un valor medido fuera del intervalo de referencia es poco probable que se origine
en un individuo sano y por lo tanto representara un individuo enfermo (Weiser y
Allison, 2012). Un intervalo de referencia abarca los valores de la mediana (95%)
de una poblacién sometida a prueba de animales aparentemente sanos. En la
mayoria de los casos, los animales sanos son aquellos que no tienen la
enfermedad y no presentan anomalias detectables en un examen superficial. En
general, entre mas animales se muestrean es mas probable que los intervalos de
referencia verdaderamente reflejen el intervalo de valores que se espera en los
animales sanos. Para una mayor confiabilidad, deben analizarse un minimo de
120 muestras para establecer los intervalos de referencia (Geffre et al., 2009;

Kjelgaard-Hansen y Lundorff-Jensen, 2010).

Por lo anterior, el objetivo de éste trabajo fue determinar los pardmetros
hematoldgicos de referencia de la tilapia Oreochromis niloticus bajo condiciones

Optimas de cultivo.

9.1.4. Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizé en la Unidad Acuicola del Laboratorio
de Biologia Acuatica J. Javier Alvarado Diaz, Facultad de Biologia, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).
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9.1.4.1. Disefio experimental
Organismos utilizados

Los organismos que se utilizaron en la presente investigacion fueron
obtenidos de la granja acuicola Tecnopez, en agosto del 2015. Se obtuvieron 500
crias de la tilapia O. niloticus, linea GIFT, con un peso promedio de 0.5 gramos.
Los organismos fueron cultivados en la Unidad Acuicola del laboratorio de Biologia
Acuédtica, durante cuatro meses en condiciones éptimas para el cultivo de tilapia,

segun lo propuesto en la Carta Nacional Acuicola (Cuadro 5).

Cuadro 5. Parametros fisico-quimicos éptimos del agua para el cultivo de tilapia

(INP, 2011).
PARAMETRO OPTIMO LIMITES
Temperatura 24°C-29°C <22<32°C
Oxigeno disuelto <5 mgl/l > 3 mg/l
pH 7.5 >6.5-<85
CO; <30 <50
Amonio 0.1 < 0.1 mg/L
Nitritos 4.6 <5mg/L
Salinidad depende <20
Turbidez 25 <30

Después de los cuatro meses, se seleccionaron un total de 200 tilapias
adultas con peso promedio + error estandar de 163.3 + 2.5 y con una longitud
patrén 16.27 + 0.06, para distribuirlos en cuatro estanques de aclimatacion, con 50
organismos por estanque. Los organismos se mantuvieron en estos estanques
durante un mes. Todos los dias se revisaron las variables fisicas y quimicas del
agua con un multiparamétrico (YSI Modelo 6820V2, USA). La alimentacion de los
peces se realizé ad libitum, seis veces al dia, con alimento comercial de la marca
Nutripec, cabe destacar que el alimento suministrado era el recomendado para
cada etapa por la que se encontraba la tilapia. Posteriormente 30 organismos de
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cada estanque fueron seleccionados al azar para la toma de muestra de sangre. A

estos peces se les midio la longitud total, longitud patron y peso total.

Manipulacién de los organismos y anestesia

La toma de muestras de sangre y la medicion de las variables longitud total,
longitud patrén y peso total, se llevd a cabo bajo anestesia para minimizar la
influencia del estrés por manipulacion durante el muestreo, asi como para cumplir
con normas éticas para la experimentacion con seres vivos (Hrubec y Smith,
2010). Los peces fueron anestesiados por inmersion en un 10% (p/v) de
benzocaina (soluciébn de 4-aminobenzoato de etilo). La concentracion de esta
solucién en agua fue de 1:10,000. Una vez extraida la sangre de los peces, estos
se colocaron en recipiente de plastico con agua limpia y oxigenada para su pronta
recuperacion, y cuando estuvieron totalmente recuperados fueron asignados a

otros estanques (Campos-Mendoza, 2004).

Procedimiento para la toma de muestra de sangre

La toma de muestras de sangre se realizé a través de puncién de la vena
caudal con jeringas estériles de insulina (1 mL) y agujas 23 G impregnadas con
heparina, el cual es un anticoagulante (4-mg/mL). De cada organismo se obtuvo 1
mL de sangre y en el lugar que se realiz6 la puncién se le coloco azul de metileno
con una torunda. Inmediatamente después del muestreo, la aguja se retird de la
jeringa, seguidamente, las muestras de sangre se depositaron en microtubos
eppendorf que contenian heparina para 1 mL de sangre y se colocaron en hielo
hasta que se completd el muestreo (Campos-Mendoza, 2004).

9.1.4.2. Trabajo de laboratorio
Los anadlisis de las muestras de sangre incluyeron:

Velocidad de sedimentacion eritrocitaria (VSE):

Un tubo de microhematocrito se llen6 hasta una altura de 50 mm y se sell6
uno de los extremos colocandose en posicion vertical por una hora a temperatura

ambiente. Con papel milimétrico se determiné el descenso de los eritrocitos en la




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

columna de sangre. El resultado se expres6 como VSE en mm/hora (Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011).

Hemoglobina (Hb):

Para ésta prueba se utilizé el reactivo de Drabkin y se siguié el método de
la cianometahemoglobina. Un tubo de ensayo se llené con 1.5 mL del reactivo de
Drabkin y con seis microlitros de sangre, se mezclo y se dejo reposar durante 10
minutos. Después la muestra se centrifugé durante 5 minutos y posteriormente se
realiz6 la lectura en un espectrofotometro a 546 nm. El resultado de la
concentracion de hemoglobina se expreso en g/L (Valenzuela et al., 2002; Correa-
Negrete et al., 2009; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Recuento de eritrocitos (RGR) v leucocitos (RGB):

Para la evaluacion de este parametro se utilizé la solucion de Natt y
Herricks, una pipeta hematoldgica de toma calibrada, la cAmara de Neubauer y el

microscopio.

Lo primero que se realizé fue tomar 5 microlitros de sangre con la pipeta de
toma, después tomar de la solucion de Natt y Herricks hasta llegar a una dilucion
1:200 de sangre-solucién. Posteriormente se mezclé durante un minuto y se
depositdé una gota en uno de los compartimientos de la camara de Neubauer,
extendiéndose por capilaridad entre la camara y el cubreobjetos, se dej6é reposar
durante tres minutos y se observé en el microscopio (Conroy, 1998). El recuento
de eritrocitos se realiz6 en el cuadro central de la camara (solo se contaron cinco
cuadros, los cuadros de las esquinas y el cuadro central). El recuento de los
leucocitos se realizd en los cuatro cuadros grandes de la camara (Buenafio, 2010;
Hahn-Von-Hessberg et al., 2011). El nimero de eritrocitos se expresé en células
por 10%/L y el nimero de leucocitos se expresd en células por 10%/L (Buenafio,
2010).
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Hematocrito (Hcto):

Un tubo de microhematocrito se llendé con sangre hasta una altura de cinco
centimetros. Para evitar burbujas de aire se sell6 uno de los extremos del tubo, se
centrifugé a 12.000 rpm durante 5 minutos. La lectura se realizé utilizando una

regla milimétrica, el resultado se expreso en L/L (Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Volumen globular medio (VGM):

Para obtener este parametro se realizé la siguiente formula (Buenafo,
2010; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011):

VGM (fL) = Hcto (L/L) x 1000

RGR (celulas x 10%%/L)

Concentracion globular media de hemoglobina (CGMH):

Para obtener este pardmetro se realizd la siguiente formula (Buenafio,
2010):

CGMH (g/L) = Hb (g/L) x 100

Hcto (L/L)

El analisis de la morfologia leucocitaria y eritrocitaria se realizé con base a
frotis sanguineos delgados, secados en el aire, fijados en metanol y tefiidos por la
técnica estandar de Diff-Quick (Conroy y Conroy, 2007). Los frotis fueron
observados con lente de 100 x y aceite de inmersion. Cada campo se visualizé
siguiendo un patron estandar de zigzag, identificando diferentes tipos de glébulos
blancos y trombocitos hasta llegar a 200 células. Cada tipo de leucocito y
trombocito se expresé en nimero de células por 10%/L y se les tomaron fotos. Para
cada organismo se observaron dos laminillas para obtener un promedio. Cada tipo
de célula observada en el microscopio fue medida tanto en el ancho y largo del
citoplasma como el del nucleo, usando el programa INFINITY ANALYZE
(Buenafo, 2010).
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9.1.4.3. Andlisis de datos

Los valores de referencia de los parametros hematologicos de las tilapias
en condiciones Optimas de cultivo se determinaron al eliminar 2.5 % de los valores
inferiores y superiores, cubriendo asi 95 % de los valores centrales. Los valores
restantes proporcionaron el intervalo de la referencia, tomando el valor mas bajo y
el méas alto. Ademas se tomaron los intervalos de referencia del diametro de cada

célula, se midieron cinco células de cada tipo identificado por cada organismo.

9.1.5. Resultados

A un total de 120 tilapias adultas de O. niloticus, linea GIFT, de cinco meses
de edad, con peso promedio + error estandar de 283.9 + 3.9 y longitud patrén de
19.6 £ 0.08 se les tomaron muestras de sangre.

Los valores de los parametros fisicos y quimicos del agua donde fueron

cultivadas las tilapias se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Parametros fisicos y quimicos del agua, promedio y error estandar.

PARAMETRO UNIDAD ACUICOLA DE MORELIA
Temperatura (°C) 28.31+0.08
Presion (mmHg) 609.44 +0.24
Saturacion de Oxigeno (%) 88.47 £0.75
Oxigeno disuelto (mg/L) 5.52 +0.05
Total de sélidos disueltos (TDS) 491.67 £ 2.82
NH*,-N (mg/L) 0.62 £0.01
NH;-N (mg/L) 0.15+0.04
Conductividad (C-us/cm) 802.89 +4.27
pH 8.32+0.01
Salinidad 0.36+0.02

En el Cuadro 7 se muestran los resultados de los parametros

hematolégicos de referencia.
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Cuadro 7. Pardmetros hematolégicos de referencia para Oreochromis niloticus.

Analito Unidad Promedio + Error Valores de Referencia
estandar
Valor Valor
minimo maximo
VSE mm/H 1.90 + 0.08 1.81 2.12
Hematocrito L/L 0.34 £ 0.02 0.32 0.36
Hemoglobina g/L 88.44 £ 0.60 85 92
Eritrocitos 10%4/L 1.95 + 0.02 1.80 2.10
VGM fIL 178.19+2.31 173.61 183.00
CGMH g/l 258.32 +1.43 255.49 262.00
Policromatocitos 10%%/L 0.06 + 0.00 0.06 0.07
Trombocitos maduros 10°/L 28.62 +1.08 26.48 30.77
Trombocitos Inmaduros 10°/L 2.98+0.34 2.30 3.65
Leucocitos 10°/L 47.67 £ 1.60 44.50 50.84
DIFERENCIAL
Neutroéfilos mielocitos 10°/L 2.70+£0.21 1 3.50
Neutroéfilos 10°/L 0.41 +0.04 0.21 0.50
metamielocitos
Neutrdfilos juveniles 10°/L 0.03+0.01 0.006 0.05
Neutrdfilos adultos 10°/L 0.14 £ 0.02 0.09 0.20
Monocitos 10°/L 1.04 +£0.08 0.05 1.20
Linfocitos menores a 10 10°/L 38.97 + 1.49 36.93 41.93
um
Linfocitos menores a 10 10°/L 3.98 £ 0.45 2.07 4.90
Mm con seuddpodos
Linfocitos mayores de  10°/L 0.31+0.05 0.21 0.41

10 ym

En relacién con la morfologia de los elementos celulares se identificaron 12

tipos de células: eritrocitos maduros, policromatocitos, trombocitos maduros e
inmaduros, linfocitos menores a 10 um, con seuddpodos, con un tamafio mayor a
10 um, neutréfilos mielocitos, metamielocitos, juveniles, adultos y monocitos
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Células sanguineas de Oreochromis niloticus, promedio.

Caracteristicas
Los eritrocitos son nucleados,
de forma eliptica. El ndcleo
localizado en el centro de la
célula.

Célula Tamaiio (um)
Citoplasma 10.34 - 6.80
Ndcleo 5.21 - 3.26.

Eritrocito maduro
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Policromatocito Citoplasma 7.66 - 5.98 Células parecidas a los
Nucleo 4.98 - 3.84. eritrocitos maduros pero con

- un color azul grisaceo.

Trombocito maduro Citoplasma 6.97 - 4.47 Con forma eliptica al igual que

Nucleo 5.65 - 3.41. el nucleo, con citoplasma
. ligeramente basofilo.

Trombocito inmaduro Citoplasma 6.04 - 5.26 Con forma redonda o eliptica,

Nucleo 4.67 - 4.20. se puede confundir con un
linfocito, pero son mas
pequenos.
Linfocito menor a 10 Citoplasma 8.63 - 6.25 El nucleo ocupa casi todo el
um Nucleo 6.67 - 4.59. tamafio de la célula.
Linfocito menor a 10 Citoplasma 9.63 - 6.46 Presenta forma irregular con
pKm, con seudépodos Nucleo 6.80 - 5.55. prominentes seuddpodos.
Linfocito mayor a 10 Citoplasma 11.04 - 8.31 Con la misma forma que los
Kum Nucleo 6.85 - 6.23. linfocitos menores a 10 um, lo
Unico que cambia es el
tamafio.
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Neutréfilo mielocito Citoplasma 14.08 - 10.15
1 Nucleo 7.54 - 5.00.

Con forma redonda al igual
gue el ntcleo.

Neutrofilo Citoplasma 14.06 - 10.44
metamielocito Nucleo 6.67 - 4.59.

El nlcleo de ésta célula tiene
forma de corazén y tiene
posicidn excéntrica.

Neutréfilo juvenil Citoplasma 13.36 —10.30
' Nucleo 8.07 - 4.14.

El nlcleo de esta célula
presenta forma de banda.

Neutrofilo adulto Citoplasma 14.76 - 9.72
Nucleo 7.80 - 4.10.

El nucleo de ésta célula es
bilobulado con posicidn
excéntrica.

Monocito Citoplasma 13.93 - 10.06
Nucleo 9.26 - 5.87.

Presentan citoplasma
vacuolado y basofilico.
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9.1.6. Discusion

La mayor parte de los estudios sobre parametros hematolégicos de
referencia de la tilapia nilética son realizados con un bajo nUmero de organismos
(Hrubec et al., 2000; Rodrigues-Bittencourt et al., 2003; Hahn-Von-Hessberg et al.,
2011). Esto puede ocasionar que dichos parametros reflejen en forma limitada
toda la variacion o que se sobreestime o subestime los valores maximos y
minimos de los intervalos (Kjelgaard-Hansen y Lundorff-Jensen, 2010). Esto
planteaba la problematica de determinar si su uso se adecua a los organismos y
condiciones locales. Los resultados de este estudio fueron congruentes con lo
reportado por la literatura, sin embargo presentaron particularidades respecto a los

intervalos de las variables.

Los intervalos de las variables hematoldgicas que se determinaron para el
presente coinciden con los registrados para la tilapia hibrida de las cruzas entre
Oreochromis nilotica * O. mossambicus * O. aureus del Centro de Acuicultura de
Virginia, EUA (Hrubec et al.,, 2000). Los intervalos obtenidos en nuestra
investigacibn son mas homogéneos y presentan una menor amplitud. Los
organismos utilizados para ambos trabajos fueron similares en peso, condiciones
de cultivo y en el método para obtener los parametros hematologicos de
referencia, por lo que la diferencia puede deberse al empleo de hibridos o al

tamario de muestra reducido utilizado por Hrubec et al. (2000).

El tamafio de la muestra se relaciona directamente con la amplitud de los
intervalos, por lo que este es clave en los resultados observados en los diversos
trabajos. Los resultados obtenidos en este trabajo tienen un intervalo con una
amplitud reducida con respecto al trabajo realizado en tilapias adultas de O.
niloticus revertidas sexualmente en Colombia, con condiciones similares (Hahn-
Von-Hessberg et al., 2011), pero este autor empleo un nimero de muestra de 50
organismos y no realizo intervalos de referencia, solo obtuvo el valor minimo y el
valor maximo. Por lo anterior, es claro que el tamafio de muestra es importante

para estudios hematoldgicos posteriores.
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El valor maximo encontrado de las variables VSE, hematocrito y recuento
de glébulos rojos es inferior a lo reportado en los siguientes trabajos (Hrubec et al.,
2000; Rodrigues-Bittencourt et al., 2003; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011) (Cuadro
9). Esto podria deberse a las diferencias en los sistemas de cultivo, pues estos

presentan condiciones medioambientales y de manejo propios (Grant, 2015).

Cuadro 9. Concentraciones hematicas de Oreochromis niloticus segun varios

autores.

Analito Unidad Valor de Autor
referencia

VSM mm/H 1-5 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
1.81-2.12 Presente trabajo

Hematocrito L/L 0.27-0.37 Hrubec et al., 2000
0.15-0.45 Rodrigues-Bittencourt et al., 2003
0.15-0.33 Silveira-Coffigny, 2005
0.27-0.43 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
0.32-0.35 Presente trabajo

Hemoglobina g/L 70-98 Hrubec et al., 2000
65.8—-159.8 Rodrigues-Bittencourt et al., 2003
46 —-80 Silveira-Coffigny, 2005
55.9-116.1 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
85-92 Presente trabajo

Eritrocitos 10%/L  1.90-2.83 Hrubec et al., 2000
0.7-2.8 Rodrigues-Bittencourt et al., 2003
0.7-1.72 Silveira-Coffigny, 2005
1.09-2.76 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
1.8-2.1 Presente trabajo

VGM f/L 115-183 Hrubec et al., 2000
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123.6 — 528.57 Rodrigues-Bittencourt et al., 2003
150.9 - 297 Silveira-Coffigny, 2005
97.82 -357.79 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011

173.61-183 Presente trabajo

Trombocitos  10°/L 25.06—85.21 Hrubec et al., 2000
42 —49.60 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011

26.48 — 30.77 Presente trabajo

Leucocitos 10°/L 21.55 - 154.69 Hrubec et al., 2000

18-21 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
44 -50 Presente trabajo

Neutrdfilos 10°/L 0.55-9.87 Hrubec et al., 2000
0-3.2 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
1-3.50 Presente trabajo

Linfocitos 10°/L 28.33-167.22 Hrubec et al., 2000
5.92-11.3 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
36.93-41.93 Presente trabajo

Monocitos 10°/L 0.4-4.28 Hrubec et al., 2000
0-0.96 Hahn-Von-Hessberg et al., 2011
0.05-1.20 Presente trabajo

9.1.7. Conclusion

Los parametros hematoldgicos encontrados son congruentes con los
encontrados en otras regiones geograficas, sin embargo presentan un intervalo de
menor amplitud. Por lo tanto, se sugiere utilizar los parametros de referencia
propuestos en este estudio como herramienta diagnostica para el estado de

Michoacan.
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9.2. Influencia del sexo en los parametros hematoldgicos de la
tilapia nildtica (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1757) de hembras

Stirling, machos Stirling y Supermachos

9.2.1. Resumen

Oreochromis niloticus es una de las principales especies explotadas
comercialmente en México. En los ultimos afos, se ha ganado importancia para la
acuicultura. El objetivo de la presente investigacion fue estudiar los parametros
hematolégicos de machos y hembras de O. niloticus para determinar si estan
influenciados por el sexo de los peces. Las muestras de sangre fueron
recolectadas de 90 organismos (30 hembras, 30 machos y 30 supermachos). La
sangre fue analizada utilizando técnicas estandar. El recuento de eritrocitos,
hematocrito y hemoglobina fue mayor en los machos que en las hembras, pero sin
diferencia significativa, el recuento diferencial de leucocitos mostro diferencias
significativas entre los organismos machos y hembras, valores mayores para los
machos.

Palabras clave: tilapia, células sanguineas, sexo, actividad metabolica.

9.2.2. Abstract

Oreochromis niloticus is one of the main commercially exploited species in
Mexico. In recent years, it has gained importance for aquaculture. The aim of this
research was to study the hematological parameters of males and females of O.
niloticus to determine whether they are influenced by the sex of fish. Blood
samples were collected from 90 organisms (30 females, 30 males and 30
supermales). Blood was analyzed using standard techniques. Erythrocyte count,
hematocrit and hemoglobin was higher in males than in females, but no significant
difference, differential leukocyte count showed significant differences between
male and female bodies, higher values for males.

Keywords: tilapia, blood cells, sex, metabolic activity.
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9.2.3. Introduccion

Los parametros hematoldgicos de los peces varian en diferentes especies e
individualmente. La variacion individual se puede atribuir a la variacion genética, el
estado nutricional, el sexo, la edad, el estrés causado por la captura, manipulacién
y procedimientos de muestreo (Kefas et al., 2015).

Estudios realizados en peces como la paragua, (Chaetodipterus faber), la
trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), la trucha marron (Salmo gairdneri), el
esturion estrellado (Acipenser stellatus), la carpa forrajera (Ctenopharyngodon
idella), el betta (Betta splendens) mostraron que el sexo de los peces puede influir
en los pardmetros hematolégicos (Bastardo y Diaz, 2004; Gabriel et al., 2004;
Motlagh et al., 2012; Karimi et al., 2013; Docan et al., 2014, Ejraei et al., 2015).

La tilapia nilética O. niloticus es una especie importante en la acuicultura
mundial, sin embargo, no existen estudios publicados sobre la influencia del sexo
en sus parametros hematologicos. Es por ello que la investigacion se orientd a
determinar cualquier variacion en los pardmetros hematolégicos de hembras,
machos y supermachos de O. niloticus, sometidos a las mismas condiciones de

cultivo.

9.2.4. Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizé en la Unidad Acuicola del Laboratorio
de Biologia Acuatica J. Javier Alvarado Diaz, Facultad de Biologia, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

9.2.4.1. Disefio experimental

Para este experimento se utilizé un sistema de recirculacion que cuenta con
seis estanques, tres de ellos con capacidad de 2.52 m*y otros tres con capacidad
de 5.85 m® cada uno. En los estanques mas pequefios se colocé una jaula de un
metro de ancho por dos de largo y un metro de profundidad, en los estanques mas
grandes se colocaron dos jaulas por estanque, de las mismas dimensiones. En

cada jaula se colocaron 10 organismos y en total se utilizaron 90 organismos,




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

repartidos en 30 organismos por tratamiento. Los organismos se mantuvieron en
estas condiciones durante un mes. Todos los dias se revisaron las variables
fisicas y quimicas del agua con un multiparamétrico (YSI Modelo 6820V2, USA).
La alimentacion de los peces se realiz6 ad libitum, dos veces al dia, con alimento
comercial de la marca Nutripec, cabe destacar que el alimento suministrado era el

recomendado para cada etapa por la que se encontraba la tilapia.
Organismos utilizados y Tratamientos

Los organismos que se utilizaron en la presente investigacion fueron
reproductores hembras y machos de tilapia de la Unidad Acuicola del Laboratorio
de Biologia Acuética J. Javier Alvarado Diaz, Facultad de Biologia, (UMSNH).

Se elaboraron tres tratamientos, cada uno con tres replicas:

e Tratamiento “A” machos de tilapia nil6tica O. niloticus, linea Stirling.
e Tratamiento “B” Supermachos de O. niloticus.

e Tratamiento “C” hembras de tilapia nilética O. niloticus, linea Stirling.

Manipulacion de los organismos y anestesia

La toma de muestras de sangre y la medicién de las variables longitud total,
longitud patrén y peso total, se llevd a cabo bajo anestesia para minimizar la
influencia del estrés por manipulacion durante el muestreo, asi como para cumplir
con normas éticas para la experimentacion con seres vivos (Hrubec y Smith,
2010). Los peces fueron anestesiados por inmersibn en un 10% (p/v) de
benzocaina (soluciébn de 4-aminobenzoato de etilo). La concentracion de esta
solucion en agua fue de 1:10,000. Una vez extraida la sangre de los peces, estos
se colocaron en recipiente de plastico con agua limpia y oxigenada para su pronta
recuperacion, y cuando estuvieron totalmente recuperados fueron asignados a

otros estanques (Campos-Mendoza, 2004).

Procedimiento para la toma de muestra de sangre

La toma de muestras de sangre se realizé a través de puncion de la vena

caudal con jeringas estériles de insulina (1 mL) y agujas 23 G impregnadas con
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heparina, el cual es un anticoagulante (4 mg/mL). De cada organismo se obtuvo 1
mL de sangre y en el lugar que se realizé la puncion se le coloc6 azul de metileno
con una torunda. Inmediatamente después del muestreo, la aguja se retird de la
jeringa, seguidamente, las muestras de sangre se depositaron en microtubos
eppendorf que contenian heparina para 1 mL de sangre y se colocaron en hielo

hasta que se completé el muestreo (Campos-Mendoza, 2004).
9.2.4.2. Trabajo de laboratorio

Los analisis de las muestras de sangre incluyeron:

Velocidad de sedimentacién eritrocitaria (VSE):

Un tubo de microhematocrito se llend hasta una altura de 50 mm y se sellé
uno de los extremos colocandose en posicion vertical por una hora a temperatura
ambiente. Con papel milimétrico se determiné el descenso de los eritrocitos en la
columna de sangre. El resultado se expres6 como VSE en mm/hora (Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011).

Hemoglobina (Hb):

Para ésta prueba se utilizé el reactivo de Drabkin y se siguié el método de
la cianometahemoglobina. Un tubo de ensayo se llené con 1.5 mL del reactivo de
Drabkin y con seis microlitros de sangre, se mezclé y se dej6 reposar durante 10
minutos. Después la muestra se centrifug6é durante 5 minutos y posteriormente se
realiz6 la lectura en un espectrofotometro a 546 nm. El resultado de la
concentracion de hemoglobina se expresé en g/L (Valenzuela et al., 2002; Correa-
Negrete et al., 2009; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Recuento de eritrocitos (RGR) v leucocitos (RGB):

Para la evaluacion de este parametro se utilizo la solucion de Natt y
Herricks, una pipeta hematologica de toma calibrada, la cAmara de Neubauer y el

microscopio.

Lo primero que se realizé fue tomar 5 microlitros de sangre con la pipeta de

toma, después tomar de la solucion de Natt y Herricks hasta llegar a una dilucion
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1:200 de sangre-solucion. Posteriormente se mezclé durante un minuto y se
deposité una gota en uno de los compartimientos de la camara de Neubauer,
extendiéndose por capilaridad entre la cAmara y el cubreobjetos, se dejé reposar
durante tres minutos y se observé en el microscopio (Conroy, 1998). El recuento
de eritrocitos se realizo en el cuadro central de la camara (solo se contaron cinco
cuadros, los cuadros de las esquinas y el cuadro central). El recuento de los
leucocitos se realizé en los cuatro cuadros grandes de la camara (Buenafio, 2010;
Hahn-Von-Hessberg et al., 2011). El nUmero de eritrocitos se expresé en células
por 10%/L y el nimero de leucocitos se expresé en células por 10%/L (Buenafio,
2010).

Hematocrito (Hcto):

Un tubo de microhematocrito se llen6é con sangre hasta una altura de cinco
centimetros. Para evitar burbujas de aire se sell6 uno de los extremos del tubo, se
centrifugé a 12.000 rpm durante 5 minutos. La lectura se realizé utilizando una

regla milimétrica, el resultado se expreso en L/L (Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Volumen globular medio (VGM):

Para obtener este pardmetro se realiz6 la siguiente formula (Buenafio,
2010; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011):

VGM (fL) = Hcto (L/L) x 1000

RGR (células x 10%/L)

Concentracion globular media de hemoglobina (CGMH):

Para obtener este parametro se realizé la siguiente formula (Buenafio,
2010):

CGMH (g/L) = Hb (g/L) x 100

Hcto (L/L)

El analisis de la morfologia leucocitaria y eritrocitaria se realizd con base a frotis

sanguineos delgados, secados en el aire, fijados en metanol y teflidos por la
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técnica estandar de Diff-Quick (Conroy y Conroy, 2007). Los frotis fueron
observados con lente de 100 x y aceite de inmersion. Cada campo se visualizé
siguiendo un patron estdndar de zigzag, identificando diferentes tipos de glébulos
blancos y trombocitos hasta llegar a 200 células. Cada tipo de leucocito y
trombocito se expresé en niimero de células por 10%/L y se les tomaron fotos. Para
cada organismo se observaron dos laminillas para obtener un promedio. Cada tipo
de célula observada en el microscopio fue medida tanto en el ancho y largo del
citoplasma como el del ndcleo, usando el programa INFINITY ANALYZE
(Buenario, 2010).

9.2.4.3. Andlisis de datos.

Los datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk W, para ver si
presentan una distribucion normal. Posteriormente se utilizé el andlisis de varianza
(ANDEVA) para evaluar las diferencias entre los grupos usando el programa JMP,
version 6.0, con un nivel de significancia del 0.05. Los valores obtenidos de cada
uno de los tratamientos se expresaron con la media * error estandar. Ademas se
midio el diametro del citoplasma y nucleo de cinco células de cada tipo identificado
por organismo, para analizar si hay diferencias en el tamafio de las células, debido

a, el sexo del organismo.

9.2.5. Resultados
Las muestras se obtuvieron a partir de 90 organismos reproductores de O.

niloticus, 30 hembras, 30 machos de la linea Stirling y 30 Supermachos.

Los valores de los parametros fisicos y quimicos del agua donde fueron

cultivadas las tilapias se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Parametros fisicos y quimicos del agua, promedio y error estandar.

PARAMETRO UNIDAD ACUICOLA DE
MORELIA

Temperatura (°C) 28.68+ 0.0

Presion (mmHg) 608.92 + 0.04
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Saturacion de Oxigeno (%) 88.74+0.53
Oxigeno disuelto (mg/L) 5.33+0.01

Total de sélidos disueltos 550.38 £ 0.86

(TDS)

NH*,-N (mg/L) 0.68 +0.01
NH;-N (mg/L) 0.19 + 0.04
Conductividad (C-us/cm) 920.92 + 4.68
pH 8.36+£0.01
Salinidad 0.41+0.01

El peso y la longitud patrén presentaron diferencias significativas entre
tratamientos (p = 0.0001) y (p = 0.0001) respectivamente, los supermachos
presentaron el mayor peso y longitud patrén, seguido por los machos Stirling
(Figura 3).

Los valores hematologicos de las variables hematocrito, hemoglobina,
recuento de glébulos rojos, recuento de glébulos blancos y CGMH fueron menores
en las hembras que en los machos y supermachos, sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en esos parametros, a excepcion del
recuento de globulos blancos (p = 0.684, p = 0.343, p = 0.4, p = 0.025, p = 0.649
respectivamente) (Figura 4). El pardmetro hematolégico recuento de trombocitos
inmaduros presentd diferencias significativas (p = 0.015) entre tratamientos, los
supermachos presentaron el mayor recuento, seguido por los machos Stirling
(Figura 4).
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Figura 3. Peso y longitud patréon de los organismos de tres tratamientos: Hembras
(H), Machos (M) y Supermachos (S). Letras diferentes indican diferencias

significativas.
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Figura 4. Pardmetros hematoldgicos de tres tratamientos: Hembras (H), Machos (M) y Supermachos (S). Letras diferentes

indican diferencias significativas.
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Los analisis no mostraron diferencias significativas (p > 0.05), para los
parametros hematolégicos VSE, VGM, recuento de neutréfilos mielocitos,
neutréfilos metamielocitos, neutréfilos adultos, monocitos, linfocitos menores de 10
pm, linfocitos con seudodpodos, linfocitos mayores de 10 um y trombocitos

maduros (Anexo 1y 2).
Tamano de las células entre los diferentes tratamientos

El eritrocito maduro es diferente en cuanto a la medida ancho del
citoplasma (p = 0.037), las hembras presentan un citoplasma mas ancho que los
supermachos (Figura 5). También se registraron diferencias en la célula
trombocito maduro (p = 0.013), las hembras presentan un citoplasma mas largo y
por lo tanto un nudcleo mas largo que los supermachos, al contrario, los
supermachos presentan un citoplasma mas ancho y por lo tanto un ntcleo mas
ancho que las hembras (Figura 5). No hay diferencias significativas (p >0.05) en el
tamafio de las células eritrocito inmaduro, linfocito mayor de 10 ym, neutrofilo

metamielocito y neutrdéfilo adulto (Anexo 3).
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Figura 5. Tamafio de las células, medidas: citoplasma largo (C.L.), citoplasma ancho (C.A.), nucleo largo (N.L.) y ntcleo
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significativas.
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9.2.6. Discusion

Los estudios previos no evidenciaron diferencias en los parametros
hematolégicos debido al género de los organismos (Ezzat et al., 1974; Bastardo et
al., 1992; Gabriel et al., 2004; Correa-Negrete et al., 2009; Gabriel et al., 2011;
Odedeyi, 2013; Ejraei et al., 2015). Resultados similares encontramos en el presente
estudio para la especie O. niloticus, no hay diferencias significativas en los
pardmetros hematologicos, RGR, hematocrito, hemoglobina, VGM, CGMH entre
machos y hembras, sin embargo, estos parametros fueron mas elevados en los
machos que en las hembras. Por el contrario, en estudios realizados en la paragua
(Chaetodipterus faber), en la carpa (Cyprinus carpio), la dorada (Acanthopagrus
latus) y el esturion estrellado (Acipenser stellatus) se encontraron diferencias
significativas en los parametros RGR, hematocrito y hemoglobina entre machos y
hembras, siendo mas altos estos valores en los machos (Bastardo y Diaz, 2004;
Golemi et al., 2013; Karimi et al., 2013; Baghizadeh y Khara, 2015), lo cual indica que
este aspecto no es una caracteristica constante en los peces. En general los machos
presentan una mayor actividad metabdlica, lo que ocasiona que su consumo de
oxigeno sea mayor al de las hembras, sobre todo en periodo de reproduccion (Docan
et al., 2014). A mayor actividad del pez, los eritrocitos son mas pequefios y
numerosos haciendo mas eficientes el intercambio de gases debido a la mayor
relacion de superficie/volumen (Bastardo y Diaz, 2004), estos resultados concuerdan
con los del presente trabajo, de esta forma, los machos de la linea supermachos
presentan un menor tamafio en sus eritrocitos a diferencia de los eritrocitos de las
hembras. Los valores mas altos de algunos indices hematoldgicos para los machos
coparativamente con las hembras son causados por variacion de la actividad de la
eritropoyetina. Esto se debe a que la hormona sexual masculina (testosterona),
estimula su produccién, mientras que los estrogenos, que son las hormonas

femeninas, tienen un efecto supresor (Raizada et al., 1983).

En el estudio realizado en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se
encontraron diferencias significativas entre sexos en el desarrollo ontogenético. Los

valores de hemoglobina y hematocrito fueron mayores en organismos machos de los
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tres estadios; juveniles, adultos y reproductores. Mientras que en el recuento de
glébulos rojos no encontraron diferencias significativas entre la interaccion del
estadio de madurez o sexo. Sin embargo si encontraron diferencias significativas en
el recuento de glébulos blancos, siendo las hembras en etapa juvenil las que poseen
el mayor recuento de globulos blancos, seguido de los machos juveniles y en el
altimo lugar los machos reproductores (Buenafo, 2010). Esta diferencia entre
machos y hembras juveniles con machos y hembras reproductores es debido a los
cambios fisiolégicos a los que se encuentran sometidos los organismos
reproductores, afectando negativamente al sistema de defensa por el incremento de

corticoides y esteroides sexuales (Maule et al., 1996 en Buenafio, 2010).

En un estudio realizado en la carpa comun (Cyprinus carpio) se observaron
diferencias significativas en el recuento de glébulos blancos en machos y hembras,
con un valor mayor en machos (Baghizadeh y Khara, 2015), esta observacion es
consistente con los resultados obtenidos en nuestra investigacion. Por o contrario,
en el estudio realizado en el betta (Betta splendens), se encontraron que el recuento
de globulos blancos y los linfocitos eran diferentes estadisticamente, mas altos en
hembras que en machos, pero los machos tenian significativamente mas alto el
recuento de neutréfilos (Motlagh et al.,, 2012). En la especie Schroederichthys
chilensis no encontraron diferencias significativas en el recuento de glébulos blancos
ni en el diferencial (Valenzuela et al., 2003). Las diferencias en los recuentos de
glébulos blancos se podrian atribuir a factores biéticos como la edad, la madurez y
los patdgenos. Y a factores abiéticos como la temperatura del agua, pH, contenido
de oxigeno disuelto y en particular al estrés (Kefas et al.,, 2015). En el estudio
realizado en la especie Schroederichthys chilensis el no encontrar diferencias
significativas en el recuento de glébulos blancos ni en el diferencial entre machos y
hembras, puede ser ocasionado por, la presencia del protozoo Trypanosoma
humboldti en los organismos. La diferencia estadistica en el recuento de globulos
blancos entre hembras y machos para el presente estudio, puede deberse a, una
respuesta diferente por parte de los machos al manejo en cautiverio; es decir, los
machos fueron mas sensibles que las hembras, esta respuesta diferente puede ser

dada ya que los machos son mas territoriales y agresivos (Correa-Negrete et al.,
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2009). Esto puede ser inferido puesto que ambos se encontraban en el mismo
ambiente, sometidos a situaciones iguales, sin embargo los machos revelaron la

condicidon de un animal estresado.

Los basodfilos y eosindfilos no fueron observados en la presente investigacion,
de la misma forma en las especies Clarias gariepinus, Sorubim cuspicaudus y
Acanthopagrus latus (Gabriel et al., 2004; Correa-Negrete et al., 2009; Karimi et al.,
2012).

9.2.7. Conclusion
El indice hematoldgico de referencia determinado en el presente trabajo puede

ser empleado en la evaluacion de la especie O. niloticus indistintamente del sexo.
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9.3. Variaciones hematoldgicas en la tilapia nilética (Oreochromis
niloticus, Linnaeus 1757) provocadas por el efecto de un gradiente
altitudinal de 0-2000 msnm

9.3.1. Resumen

La Tilapia nilética Oreochromis niloticus es el segundo pez de cultivo mas
importante en todo el mundo por su excelente rendimiento productivo y aceptacion
en el mercado. Poco se conoce acerca de la variacion de los parametros
hematoldgicos a diferentes altitudes. El objetivo de esta investigacion fue comparar
los parametros hematoldgicos de organismos cultivados de O. niloticus a través de
un gradiente altitudinal (27, 553, 912 y 1920 msnm). Las muestras de sangre fueron
recolectadas de 120 organismos (30 organismos por altitud). La sangre fue analizada
utilizando técnicas estandar. Los resultados no mostraron diferencias significativas
en el hematocrito, VGM y el recuento de glébulos rojos entre organismos cultivados a
diferentes altitudes. Hay diferencias en el recuento de glébulos blancos, pero estas

diferencias se atribuyen a las condiciones propias de cultivo de cada granja.

Palabras clave: tilapia, parAmetros hematologicos, altitud, hipoxia.

9.3.2. Abstract

The Tilapia nilotica Oreochromis niloticus is the second most important
cultivated fish in the world, due its excellent production performance and market
acceptance. Little is known about the variation of haematological parameters at
different altitudes. The objective of this research was to compare the hematological
parameters of O. niloticus cultivated through an altitudinal gradient (27, 553, 912 and
1920 msnm). Blood samples were collected from 120 organisms (30 organisms per
altitude). Blood was analyzed using standard techniques. The results show no
significant differences in hematocrit, VGM and red blood cell count between
organisms grown at different altitudes. There are differences in white blood cell count,

but these differences are attributed to the characteristics of each fish farm conditions.

Keywords: tilapia, hematological parameters, altitude, hypoxia.
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9.3.3. Introduccion

La presion parcial de oxigeno en la atmosfera disminuye exponencialmente a
medida que aumenta la altura de la corteza terrestre, de modo que en alturas
relativamente moderadas (aproximadamente 3.000 msnm) encontramos solamente
2/3 partes de oxigeno disponible a nivel del mar (Ruiz et al., 1987). Muchos estudios
sobre la adaptacion a la hipoxia producida por una altitud elevada se han centrado en
la sangre debido a su papel en el transporte de oxigeno (Weber, 2007; Zubieta-
Calleja et al., 2007; Storz y Moriyama, 2008; Crait et al., 2012). La disminucion de la
presion parcial de oxigeno, asociada a una disminucion de la presion barométrica,

estimula la eritropoyesis, lo que ocasiona policitemia (Klever-Saenz et al., 2008).

Uno de los cambios mas conocidos que presenta el hombre y otras especies
como respuesta de aclimatacion a la altura o de aclimatacion a la hipoxia
experimental es el aumento del numero de eritrocitos y de los niveles de
hemoglobina (Ruiz et al., 1987; Storz, 2007; Shrivastava et al., 2010; Al-Sweedan y
Alhaj, 2012; Lu et al., 2015).

Pero que pasa entonces con los organismos que dependen de un medio
acuatico como los peces, ¢también produciran mas eritrocitos cuando se encuentran
cultivados a altitudes cada vez méas altas? Debido a estas interrogantes el presente
trabajo tuvo la finalidad de comparar los parametros hematolégicos de organismos
cultivados de O. niloticus a diferentes altitudes.

9.3.4. Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizé en tres granjas acuicolas del estado de
Michoacan: la granja Jauja localizada en Lazaro Cardenas a una altidud de 27
msnm, la granja Las Parotas en Nuevo Urecho a una altitud de 553 msnm y la granja
El Piojito en Pedernales a una altitud de 912 msnm y La Unidad Acuicola localizada

en Morelia a una altitud de 1920 msnm.
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9.3.4.1. Trabajo de campo
Calidad del agua

Durante los dias de muestreo se midieron los parametros fisicos y quimicos
del agua con un multiparamétrico (YSI Modelo 6820V2, USA), tales como pH,
temperatura, oxigeno disuelto, amonio, nitritos, salinidad y turbidez. Los parametros
fisicos y quimicos del agua se midieron entre las 10 y las 11 de la mafana, siempre a

la misma hora en cada granja.

Organismos utilizados

Las muestras de sangre se obtuvieron a partir de 120 organismos adultos de

O. niloticus revertidos sexualmente, 30 organismos por granja.

Manipulacion de los organismos y anestesia

La toma de muestras de sangre y la medicion de las variables longitud total,
longitud patréon y peso total, se llevd a cabo bajo anestesia para minimizar la
influencia del estrés por manipulaciéon durante el muestreo, asi como para cumplir
con normas éticas para la experimentacion con seres vivos (Hrubec y Smith, 2010).
Los peces fueron anestesiados por inmersiéon en un 10 % (p/v) de benzocaina
(solucién de 4-aminobenzoato de etilo). La concentracion de esta solucion en agua
fue de 1:10,000. Una vez extraida la sangre de los peces, estos se colocaron en
recipiente de plastico con agua limpia y oxigenada para su pronta recuperacion, y
cuando estuvieron totalmente recuperados fueron asignados a otros estanques
(Campos-Mendoza, 2004).

Procedimiento para la toma de muestra de sangre

La toma de muestras de sangre se realizd a través de puncién de la vena
caudal con jeringas estériles de insulina (1 mL) y agujas 23 G impregnadas con
heparina, el cual es un anticoagulante (4-mg/mL). De cada organismo se obtuvo 1
mL de sangre y en el lugar que se realizé la puncién se le coloc6 azul de metileno
con una torunda. Inmediatamente después del muestreo, la aguja se retird de la

jeringa, seguidamente, las muestras de sangre se depositaron en microtubos
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eppendorf que contenian heparina para 1 mL de sangre y se colocaron en hielo
hasta que se completd el muestreo (Campos-Mendoza, 2004).
9.3.4.2. Trabajo de laboratorio

Los analisis de las muestras de sangre incluyeron:

Velocidad de sedimentacion eritrocitaria (VSE):

Un tubo de microhematocrito se llend hasta una altura de 50 mm y se sellé
uno de los extremos colocandose en posicion vertical por una hora a temperatura
ambiente. Con papel milimétrico se determind el descenso de los eritrocitos en la
columna de sangre. El resultado se expres6 como VSE en mm/hora (Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011).

Hemoglobina (Hb):

Para ésta prueba se utilizo el reactivo de Drabkin y se siguié el método de la
cianometahemoglobina. Un tubo de ensayo se llen6 con 1.5 mL del reactivo de
Drabkin y con seis microlitros de sangre, se mezclé y se dejo reposar durante 10
minutos. Después la muestra se centrifugd durante 5 minutos y posteriormente se
realizé la lectura en un espectrofotometro a 546 nm. El resultado de la concentracion
de hemoglobina se expresé en g/L (Valenzuela et al., 2002; Correa-Negrete et al.,
2009; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Recuento de eritrocitos (RGR) v leucocitos (RGB):

Para la evaluacion de este pardmetro se utilizé la solucion de Natt y Herricks,
una pipeta hematoldgica de toma calibrada, la camara de Neubauer y el microscopio.

Lo primero que se realizo fue tomar 5 microlitros de sangre con la pipeta de
toma, después tomar de la solucién de Natt y Herricks hasta llegar a una dilucion
1:200 de sangre-solucién. Posteriormente se mezcl6 durante un minuto y se depositd
una gota en uno de los compartimientos de la cAmara de Neubauer, extendiéndose
por capilaridad entre la camara y el cubreobjetos, se dejo reposar durante tres
minutos y se observo en el microscopio (Conroy, 1998). El recuento de eritrocitos se

realiz6 en el cuadro central de la camara (solo se contaron cinco cuadros, los
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cuadros de las esquinas y el cuadro central). El recuento de los leucocitos se realizé
en los cuatro cuadros grandes de la camara (Buenafio, 2010; Hahn-Von-Hessberg et
al., 2011). El nimero de eritrocitos se expresé en células por 10*?/L y el nimero de

leucocitos se expresé en células por 10°/L (Buenafio, 2010).

Hematocrito (Hcto):

Un tubo de microhematocrito se llené con sangre hasta una altura de cinco
centimetros. Para evitar burbujas de aire se sell6 uno de los extremos del tubo, se
centrifugd a 12.000 rpm durante 5 minutos. La lectura se realiz6 utilizando una regla

milimétrica, el resultado se expresé en L/L (Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Volumen globular medio (VGM):

Para obtener este pardmetro se realizé la siguiente formula (Buenafio, 2010;
Hahn-Von-Hessberg et al., 2011):

VGM (fL) = Hcto (L/L) x 1000

RGR (células x 10%/L)

Concentracion globular media de hemoglobina (CGMH):

Para obtener este parametro se realizé la siguiente formula (Buenafio, 2010):

CGMH (g/L) = Hb (g/L) x 100
Hcto (L/L)

El andlisis de la morfologia leucocitaria y eritrocitaria se realizd6 con base a frotis
sanguineos delgados, secados en el aire, fijados en metanol y tefiidos por la técnica
estandar de Diff-Quick (Conroy y Conroy, 2007). Los frotis fueron observados con
lente de 100 x y aceite de inmersion. Cada campo se visualizo siguiendo un patron
estandar de zigzag, identificando diferentes tipos de glébulos blancos y trombocitos
hasta llegar a 200 células. Cada tipo de leucocito y trombocito se expresé en nimero
de células por 10%/L y se les tomaron fotos. Para cada organismo se observaron dos

laminillas para obtener un promedio. Cada tipo de célula observada en el
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microscopio fue medida tanto en el ancho y largo del citoplasma como el del nacleo,
usando el programa INFINITY ANALYZE (Buenafio, 2010).

Comparacion de los valores hematologicos de las diferentes granjas con los

parametros de referencia

Los parametros hematoldgicos obtenidos de los organismos de las diferentes
granjas se compararon con los pardmetros hematolégicos de referencia obtenidos en

el punto 9.1.

9.3.4.3. Anélisis de datos

Con el objetivo de detectar las correlaciones entre las variables analizadas de
los parametros fisico-quimicos del agua determinados y ordenarlos de acuerdo a las
cuatro granjas, se realizé un dendograma y un Analisis de Componentes Principales

(ACP) usando el programa JMP, version 6.0.

Los datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk W, para ver si
presentaban una distribucion normal. Posteriormente se utilizé el analisis de varianza
(ANDEVA), con el objetivo de determinar si los pardmetros hematoldgicos de las
tilapias O. niloticus presentaron diferencias de acuerdo a los factores de variacion
como son sitio a cierta altitud, usando el programa JMP, versién 6.0., con un nivel de
significancia del 0.05. Los valores obtenidos de cada parametro hematologico se
expresaron con la media + error estandar. Ademas se tomaron los intervalos de
referencia del didmetro de cada célula, para ello se midieron cinco células de cada

tipo identificado por cada organismo.

Para determinar si los pardmetros hematoldgicos presentaban algun tipo de
relacion con los parametros fisico-quimicos del agua determinados, se realizd un

Andlisis de Componentes Principales (ACP), usando el programa JMP, version 6.0.

9.3.5. Resultados
Con el ACP y el analisis de cluster de los parametros fisicos-quimicos del

agua determinados como variables se pudo observar que: la granja Las Parotas es
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mas parecida a la granja el Pigjito y la mas diferente entre ellas es la Unidad

Acuicola de Morelia (Figura 6 y Cuadro 11).

® Jauja
" as Parotas }
"El Pigjito

" Unidad Acuicola

Figura 6. Andlisis de cluster con los parametros fisicos y quimicos del agua.

Cuadro 11. Pardmetros fisicos y quimicos del agua de las diferentes granjas.

PARAMETRO JAUJA LAS EL PIOJITO UNIDAD
PAROTAS ACUICOLA DE
MORELIA
Temperatura (°C) 30.6 23.9 21 28.5
Presién (mmHg) 756.5 714.6 685.4 608.9
Saturacion de Oxigeno 34 77.6 52.8 89.9
(%)

Oxigeno disuelto (mg/L) 2.48 6.15 4.24 5.25
Total de sélidos 409.5 170.95 194.35 468
disueltos (TDS)

NH",-N (mg/L) 0.84 1.19 0.98 0.74
NH;3-N (mg/L) 0.05 0.02 0.01 0.18
Conductividad (C-us/cm) 713 257.3 276.4 764
pH 7.77 7.4 7.48 8.3

Salinidad 0.3 0.12 0.14 0.35

En la granja Jauja se encuentra la mayor temperatura, menor saturacion de
oxigeno y menor concentracion de oxigeno disuelto. Los estanques de la granja Las
Parotas presentaron la mayor cantidad de oxigeno disuelto, menor salinidad, mayor
concentracion del ion amonio y menor pH. Los estanques de la granja El Piojito

presentan la menor temperatura, la mayor presion atmosférica y la menor
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concentracion de amoniaco. Los estanques que se encuentran en la Unidad Acuicola
de Morelia presentan la mayor saturacion de oxigeno, mayor conductividad, mayor
cantidad de solidos disueltos en el agua, mayor salinidad y el mayor pH (Figura 7)
(Figura 8 y Cuadro 12).




IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

Figura 7. Granjas del estado de Michoacéan: Jauja (a), Las Parotas (b), El Piojito (c) y La Unidad Acuicola de Morelia (d).
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y
1
TEMPERATURA
TOTAL DE SOLIDOS DISUELTOS CONDUCTIVIDAD (C-us/cm)
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pH
NH;-N (mg/L)
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3 ALTITUD
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Figura 8. ACP con los parametros fisicos y quimicos del agua, 1: granja Jauja, 2: granja Las Parotas, 3: granja El Piojito y 4:

Unidad Acuicola de Morelia.
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Cuadro 12. Eigenvectores, direccion e intensidad de efecto de los componentes

principales (CP), dada por los primeros tres componentes principales (Eigenvalores).

CP1 cP2 cP3
Altitud (msnm) 0.33941 -0.23592  -0.30026
Temperatura (°C) 0.16462 0.39815 0.51036
PRESION (mmHg) -0.33607 0.24039 0.31291
SATURACION DE OXIGENO (%) 0.24723 -0.35376 0.39001
OXIGENO DISUELTO (mg/L) 0.11128 -0.43652 0.43513
CONDUCTIVIDAD (C-us/cm) 0.29197 0.33132 0.14031
TOTAL DE SOLIDOS DISUELTOS (TDS) -0.27434 0.35615 0.05171

(mg/L)

SAL (ppt) 0.31894 0.2965 0.07354
NH*,-N(mg/L) -0.30439 -0.2778 0.40749
NH;-N (mg/L) 0.4 0.03832 0.12729
pH 0.39543 0.09579 0.00278

El peso y longitud patron de los organismos entre tratamientos (p = 0.0001) y
(p = 0.0001) respectivamente, presentaron diferencias significativas. En la granja Las
Parotas y Jauja se encontraron los organismos con mayor tamafio a diferencia de la

granja El Piojito y La Unidad Acuicola de Morelia (Figura 9).
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Figura 9. Peso y longitud patrén de los organismos de cuatro granjas: Jauja (L), Las
Parotas (N), El Piojito (P) y Unidad Acuicola de Morelia (M). Letras diferentes indican
diferencias significativas.

Los valores hematoldgicos indicaron una diferencia significativa en VSE (p =
0.0001), recuento de glébulos blancos (p = 0.0001), policromatocitos (p = 0.0001),
eritrocitos con ndcleo segmentado (p = 0.0001), citoplasma abombado del eritrocito
(p = 0.0001), hipocromia (p = 0.0066), poiquilocitos (p = 0.0004), neutréfilos
metamielocitos (p = 0.0004), adultos (p = 0.0037), monocitos (p = 0.0049), linfocito
menor de 10 uym (p = 0.0002), linfocito menor de 10 ym con seudopodos (p =
0.0004), trombocito maduro (p = 0.0001) y trombocito inmaduro (p = 0.0001) (Figuras
10y 11).

Las tilapias a una altitud de 27 msnm tienen mayor velocidad de
sedimentacion eritrocitaria a diferencia de las otras altitudes. El recuento de glébulos
blancos es mayor en organismos con una altitud de 553 y 912 msnm a diferencia de
las demas altitudes. Hay mayor niumero de policromatocitos en los organismos a una
altitud de 1920 y 912 msnm, seguido por la altitud de 553 msnm y por ultimo a una
altitud de 27 msnm. Los organismos que se encontraron a una altitud de 553 y 912
presentan el mayor niumero de eritrocitos con nucleos segmentados, seguido por los
organismos de las altitudes de 1920 y 27 msnm. Se encontraron mayor numero de

linfocitos menor de 10 um vy linfocito menor de 10 um con seudépodos a una altitud
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de 553 msnm a diferencia de las otras altitudes. A altitudes mas altas se encontraron
en los organismos mayor niumero de monocitos. A una altitud de 1920 msnm se
encontré el mayor nimero de trombocitos maduros a diferencia de las otras altitudes,
por el contrario, a esta misma altitud se encontré el menor nimero de trombocitos
inmaduros (Figuras 10y 11).

Los organismos que se encuentran a una altitud de 553 msnm presentaron el
mayor numero de células con citoplasma abombado, el mayor numero de
poiquilocitos que son eritrocitos que presentan diferentes formas, igual que el mayor
namero de eritrocitos hipocrémicos, junto con los organismos que se encuentran a
una altitud de 912 msnm (Anexo 4). A una altitud de 1920 msnm se encontraron

organismos con mayor recuento de neutréfilos metamielocitos y adultos (Anexo 4).

No hay diferencias significativas (p > 0.05) en los parametros hematoldgicos
hematocrito, recuento de glébulos rojos (Figura 10), velocidad globular media,
neutréfilo mielocito, juvenil y linfocito mayor de 10 ym (Anexo 4).
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Figura 10. Parametros hematoldgicos de cuatro granjas: Jauja (L), Las Parotas (N), El Piojito (P) y Unidad Acuicola de

Morelia (M). Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Figura 11. Parametros hematoldgicos de cuatro granjas: Jauja (L), Las Parotas (N), El Piojito (P) y Unidad Acuicola de

Morelia (M). Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Tamano de las células entre los diferentes tratamientos

Hay diferencias significativas en el tamafio de las células entre los diferentes
tratamientos (p > 0.05). Los eritrocitos maduros tienen mayor tamafo a altitudes de
912 y 553 msnm (Figura 12). Lo mismo pasa en los trombocitos maduros (Figura 13).
A altitudes altas 1920 y 912 msnm se encuentran linfocitos menor de 10 pm,
neutrofilos mielocitos y monocitos mas grandes (Figura 13). No hay diferencias
significativas (p > 0.05) en el tamafio de los linfocitos mayores de 10 um, neutrofilos

metamielocitos y juveniles (Anexo 5).
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Figura 12. Tamafio de las células, medidas: citoplasma largo (C.L.), citoplasma ancho
(C.A), nucleo largo (N.L.) y nacleo ancho (N.A.), entre granjas: Jauja (L), Las Parotas
(N), El Piojito (P) y Unidad Acuicola de Morelia (M). Letras diferentes indican

diferencias significativas.
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Figura 13. Tamafio de las células, medidas: citoplasma largo (C.L.), citoplasma ancho (C.A.), nacleo largo (N.L.) y nucleo
ancho (N.A.), entre granjas: Jauja (L), Las Parotas (N), El Piojito (P) y Unidad Acuicola de Morelia (M). Letras diferentes

indican diferencias significativas.
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Con el Analisis de Componentes Principales se redujeron el numero de
variables, se tomaron en cuenta las que aportan mas a la variacion como: VSE,
hematocrito, recuento de glébulos rojos y blancos, policromatocitos, eritrocitos con
ndcleos divididos y segmentados, poiquilocitos, neutrofilos metamielocitos y
trombocitos maduros (Figura 14) y (Cuadro 13). Las granjas se ordenaron en tres
grupos, la granja El Piogjito y Las Parotas conforman el primer grupo, el segundo
grupo esta formado por la Unidad Acuicola de Morelia y el tercer grupo por la granja
Jauja. Hay variables clave para cada grupo. En el primer grupo encontramos la
mayor concentracion de NH'4;, saturacion de oxigeno y oxigeno disuelto, pero la
menor temperatura, para el segundo grupo tenemos la mayor concentracion de pH y
NHs, para el tercer grupo la mayor temperatura. Los organismos al ser cultivados en
estas condiciones presentan parametros hematoldgicos propios. El primer grupo
tiene mayor recuento de eritrocitos con nucleo segmentado y dividido, ademas de
linfocitos con seudodpodos. El segundo grupo mayor recuento de trombocitos

maduros y el tercer grupo mayor valor de velocidad de sedimentacion eritrocitaria.
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Figura 14. ACP con los parametros fisicos y quimicos del aguay pardmetros hematoldgicos. Rosa: granja Jauja, azul

granja Las Parotas, verde: granja El Piojito y amarillo: Unidad Acuicola de Morelia.
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Cuadro 13. Eigenvectores, direccion e intensidad de efecto de los componentes

principales (CP), dada por los primeros tres componentes principales (Eigenvalores).

CP1 CP2 CP3
TEMPERATURA (°C) 0.17937  -0.34446  0.09344
SATURACION DE OXIGENO (%) 0.24592 0.3621  -0.16566
OXIGENO DISUELTO (mg/L) 0.10022  0.43492  -0.18731
TOTAL DE SOLIDOS DISUELTOS (TDS)

(mg/L) -0.28595  -0.35363  0.14393
NH,-N(mg/L) -0.3354  0.25985  -0.09833
NH;-N (mg/L) 0.41916  -0.01115  -0.02352

pH 0.41834  -0.06972  0.00413
VSE (mm/H) -0.12967  -0.26504  -0.21163

HT (L/L) 0.02512  0.06982  0.51037

RGR TOTAL (1012/L) 0.08836  0.08288 0.5348

RGB (109/L) -0.15083  0.2504 0.18522
POLICROMATOCITO 0.13626  0.26749  -0.10734

NU. SEGMENTADO -0.14773  0.27776  0.08852

NU. DIVIDIDO -0.11507  0.17617  0.13704
HIPOCROMIA -0.12489  0.12167  0.23182
POIQUILOCITO -0.27002  0.01811  0.10323

N. METAMIELOCITO 0.16893  -0.02175  0.35248
LINFOCITO CON SEUDOPODOS -0.28275  0.11311  0.03061
TROMBOCITO MADURO 0.23176  0.10334  0.21092
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Comparacion de los valores hematologicos de las diferentes granjas con los

parametros de referencia

En el cuadro 14 se puede observar los valores hematolégicos que se
encuentran fuera del intervalo de referencia de los parametros hematoldgicos de la

tilapia O. niloticus de las diferentes granjas.

Cuadro 14. Valores hematoldgicos de las diferentes granjas comparados con los

pardmetros hematoldgicos de referencia de latilapia O. niloticus.

Parametro Valor en las diferentes Intervalo de Término médico

hematologico granjas Referencia
VSE 3.20 granja Jauja 1.81-2.12
Leucocitos 81.69 granja Las Parotas  44.50 - 50.84 Leucocitosis
66.75 granja El Piojito

Néutrofilos 0.13 granja Jauja 0.006 - 0.05 Neutrofilia

juveniles

Monocitos 1.87 granja El Piojito 0.05-1.20 Monocitosis

Trombocitos 13.24 granja Las Parotas  26.48 - 30.77 Trombocitopenia
maduros 14.82 granja Jauja

9.3.6. Discusion

Los estudios previos en bovinos Hosten, en humanos, en la nutria de rio
(Lontra canadensis) y un género de iguanios (Phrynocephalus) evidenciaron
diferencias significativas en los parametros hematoldgicos debido a la influencia de la
altitud (Arango et al., 1992; Al-Sweedan y Alhaj, 2012; Crait et al., 2012; Lu et al.,
2015). Cuando los organismos se mantienen a grandes alturas, se produce en ellos
la adaptacion del organismo a la disminucién del oxigeno ambiental, debido a que en
las alturas, al disminuir la presion atmosférica total, se presenta una disminucion en
la presion parcial del oxigeno disponible en el medio. Exigiendo al organismo una
serie de ajustes, expresados inicialmente en un aumento de la frecuencia cardiaca y
respiratoria. Ademas se registra en el organismo una mayor actividad del sistema

hematolégico, una elevacion de la hemoglobina sanguinea y por ende, un aumento
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en el namero de gloébulos rojos y hematocrito (Arango et al., 1992). Lo que no
concuerda con los resultados del presente estudio, ya que no se encontraron
diferencias significativas en las variables hematocrito y recuento de glébulos rojos a
diferentes altitudes. Resultados similares a los nuestros se observarén en la trucha
de arroyo (Salvelinus fontinalis) a diferentes altitudes (Burton, 1969). La diferencia en
encontrar aumentos en las variables hemoglobina y recuento de globulos rojos en
mamiferos y reptiles a altitudes altas a diferencia de los peces, radica en que, ellos
respiran aire y mantienen un metabolismo oxidativo basal que requiere un suministro
continuo de oxigeno, mientras los peces no tienen esta necesidad especifica de
oxigeno y algunas especies pueden extraer suficiente oxigeno de un ambiente

acuoso (Burton, 1969).

La disminucién de la presion parcial de oxigeno implica varios efectos en la
homeostasis de los individuos, como la generacion de una hipoxia como efecto
principal y la distension de los gases como efecto secundario. La hipoxia, es en
altimo término, una disminucién del abastecimiento de oxigeno a nivel celular, que
altera el metabolismo y la produccion de energia en los organismos (Brito-Richards,
2007). En un estudio realizado en la tilapia nilética (O. niloticus), la cual fue sometida
a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto (3 mg/L y 5.5 mg/L) no se
obsevaron diferencias significativas en los parametros hematolégicos hematocrito,
recuento de gloébulos rojos, hemoglobina, VGM y CGMH entre los organismos
sometidos a una concentracion de oxigeno de 3 mg/L y los organismos sometidos a
una concentracién de oxigeno de 5.5 mg/L (Tran-Duy et al., 2008). Resultados
diferentes se muestran en el estudio realizado en el pez perca atruchada
(Micropterus salmoides), cuando fue sometido a diferentes concentraciones de
oxigeno (2 mg/L, 3 mg/L y 8 mg/L) lo que provocoé diferencias significativas entre
organismos expuestos a altas concentraciones de oxigeno y bajas concentraciones
de oxigeno, los organismos sometidos a bajas concentraciones de oxigeno
presentaron mayor hemoglobina y hematocrito (Gaulke et al., 2014). Resultados
similares se observaron en el estudio realizado en el pez lenguado (Solea
senegalensis), el cual fue sometido a diferentes saturaciones de oxigeno (80 %, 100

% y 150 %) se encontraron diferencias significativas en el recuento de glébulos rojos
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y hematocrito, mas elevados en los organismos sometidos a una saturacion de
oxigeno de 80 % a diferencia de organismos sometidos a una saturacion de oxigeno
del 100 % (Taveira-Malheiro, 2015). Las diferencias entre los diversos estudios de
peces sometidos a hipoxia, podrian deberse a la exposicién de corta duracion de los
peces a bajos niveles de oxigeno disuelto, ya que, en el estudio realizado en O.
niloticus los peces fueron expuestos a esas concentraciones de oxigeno durante 25
dias, mientras que, en el estudio realizado en M. salmoides, los peces fueron
expuestos durante 50 dias. Tambien va depender de la especie, que tan resistente

es a las bajas concentraciones de oxigeno.

El tamafio de los eritrocitos de los organismos de las diferentes granjas es
diferente significativamente, los organismos de la granja Jauja presentaron eritrocitos
mas pequefos, tanto en el ancho y largo del citoplasma a diferencia de los
organismos de las granjas Las Parotas y El Piojito. Esta diferencia podria deberse a
gue los organismos muestreados en la granja Jauja se encontraban en condiciones
de oxigeno disuelto en el agua por debajo del optimo para el cultivo. Los eritrocitos
de menor tamafio, con un numero mas elevado y mayor concentracion de
hemoglobina hacen més eficiente el intercambio de gases debido a la mayor relacién
de superficie/volumen. Ademas el menor tamafio eritrocitario permite mantener una
baja viscosidad sanguinea y mayor perfusién capilar a los tejidos (Bastardo y Diaz,
2004).

Las diferencias encontradas en el presente estudio en la varible nucleo
segmentado, tienen que ver con las condiciones propias del cultivo. Segun Clauss et
al. (2008) los nucleos anormales de eritrocitos (es decir, amitosis, la segmentacion y
la fragmentacion), pueden referirse a trastornos nutricionales, tales como la
deficiencia de acido félico o vitamina E, lo que podia explicar el aumento de
eritrocitos con nucleo segmentado en la granja Las Parotas a una altitud de 553

msnm.

En el presente estudio se encontraron diferencias significativas en el recuento
de glébulos blancos, linfocitos, monocitos y VSE entre los organismos de las

diferentes granjas. Resultados diferentes se observaron en el estudio realizado en el
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pez lenguado (Solea senegalensis), el cual fue sometido a diferentes saturaciones de
oxigeno (80 %, 100 % y 150 %) no se encontraron diferencias significativas en el
recuento de globulos blancos (Taveira-Malheiro, 2015). Por lo que las diferencias
significativas atribuidas a los organismos de las diferentes granjas tienen que ver con
las condiciones propias del cultivo. Las diferencias en los recuentos de glébulos
blancos se podrian atribuir a factores biéticos como la edad, la madurez y los
patégenos. Y a factores abidticos como la temperatura del agua, pH, contenido de
oxigeno disuelto y en particular al estrés (Kefas et al., 2015). Los peces también
demuestran una respuesta inflamatoria tipica que consiste en una neutrofilia y
linfocitosis (Hrubec y Smith, 2010), lo que explica el aumento en el recuento de

glébulos blancos y por lo tanto el aumento de linfocitos en la granja Las Parotas.

9.3.7. Conclusion

Diferencias en la altitud (0-2000 msnm) no provoca cambios en los parametros
hematoldgicos de la tilapia nilotica O. niloticus, lo que se ve reflejado en no encontrar
diferencias significativas en el recuento de glébulos rojos, hematocrito y VGM en los

organismos de las diferentes granjas.
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10. CAPITULO Il

10.1. Variacion en los parametros hematolégicos de la tilapia
nilética (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1757) provocadas por un
estresor ambiental: disminucion de la temperatura del agua de 28 a

22 °C.

10.1.1. Resumen

La tilapia nilética Oreochromis niloticus es un pez importante para la
acuicultura, debido a esto, es necesario tener indices que nos permitan conocer el
estado de salud de los organismos con el fin de asegurar supervivencia y mejorar el
rendimiento en los cultivos de peces. El objetivo de la presente investigacion fue
determinar las variaciones hematolégicas en la tilapia O. niloticus provocadas por un
estresor ambiental: disminucién de la temperatura del agua de 28 a 22 °C en una
hora. Las muestras de sangre fueron recolectadas de 90 organismos (30 organismos
por tratamiento), se realizaron tres tratamientos: tratamiento A) organismos control,
tratamiento B) toma de muestra de sangre de los organismos inmediatamente
después de aplicar el estresor, tratamiento C) toma de muestra de sangre de los
organismos una hora después de aplicar el estresor. La sangre fue analizada
utilizando técnicas estandar. En el tratamiento C se encontraron diferencias
sigificativas en el hematocrito, hemoglobina, recuento de glébulos rojos,
policromatocitos en comparacion con el tratamiento A (grupo control), estos valores
fueron mas elevados en el tratamiento C, también se observaron diferencias
significativas en el recuento de glébulos blancos, siendo menor en el tratamiento C a

diferencia del tratamiento A.

Palabras clave: tilapia, parametros hematologicos, estrés, temperatura.

10.1.2. Abstract
The Nile tilapia Oreochromis niloticus is an important aquaculture fish, because
of this, it is necessary to have indexes that allow us to know the state of health of

organisms in order to ensure survival and improve performance in fish farms. The
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objective of this research was to determine variations in the hematological tilapia O.
niloticus caused by an environmental stressor. The fishes was stressed by a drastic
decrease of water temperature from 28 to 22 °C in a hour. Blood samples were
collected from 90 organisms (30 organisms per treatment). Three treatments were
conducted: A) control treatment, B) taking blood sample immediately after the
stressor, C) sampling blood an hour after the stressor. Treatment C shows
significative diferences in hematocrit, hemoglobin, red blood cell count, and
policromatocitos compared to treatment A (control group). These values were higher
in the treatment C, also significant differences in the count of white blood cells were

found, being lower in the treatment C than in the treatment A.

Keywords: tilapia, hematological parameters, stress, temperature.

10.1.3. Introduccion

El estrés es una reaccion de respuesta de los peces a un estimulo y esta
puede alterar el estado homeostatico de los peces (Pickering, 1998). Las respuestas
al estrés pueden ser primarias, secundarias o terciarias y pueden ser utilizadas como
indicador de cualquier alteracion homeostatica de los peces. Las respuestas
primarias son mediadas por el sistema neuro-endocrino e incluyen la liberacion
rapida de las hormonas del estrés: adrenalina, noradrenalina y cortisol. Las
respuestas secundarias incluyen ajustes bioquimicos vy fisiolégicos y son mediadas,
hasta cierto punto, por las hormonas liberadas durante la respuesta primaria. Entre
estas respuestas estan los efectos metabdlicos, como alteracién de la glicemia, el
acido lactico y el glucogeno hepético y muscular. Los efectos hematologicos que
muestran afectaciones durante esta etapa son principalmente la concentracion de
hemoglobina, el tamafio de los eritrocitos y la alteracién en el recuento de células
rojas y blancas. Por ultimo ocurren efectos electroliticos, tales como la alteracion de
los niveles de cloro, sodio y potasio en la concentracién plasmatica (Barton et al.,
2002; Fast et al., 2008; Corredor y Landines, 2009).

Las respuestas terciarias tienen que ver con en el crecimiento, condicion y

estado de salud general de los organismos, los cuales se ven reflejados en diversos
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indices, como el factor de condicion (k) y la relacion longitud- peso. Estos indices
tienden a ser relativamente insensibles a corto plazo (estrés agudo), sin embargo,
pueden contribuir a la comprension de las tendencias a largo plazo de las
poblaciones de peces expuestos a factores de estrés provocados por estresores

ambientales crénicos (Adams et al., 1993).

Los cambios en las condiciones ambientales pueden provocar estrés en los
peces. Los cambios rapidos de temperatura son algunos de los factores de estrés
con un alto impacto fisioldgico en los peces. Estos tienen efectos inmediatos en los
peces debido a la alta tasa de intercambio de calor entre el animal y el agua (Tanck
et al.,, 2000), como se puede observar en los trabajos realizados en las especies
Oncorhynchus mykiss, Shizothorax richardsonii, Scophthalmus maximus vy
Epinephelus akaara (Docan et al., 2013; Tyagi et al., 2013; Ji et al., 2015; Cho et al.,
2015).Por lo que el objetivo de la presente investigacion fue determinar las
variaciones hematoldgicas en la tilapia Oreochromis niloticus provocadas por un

estresor ambiental: disminucién de la temperatura del agua de 28 a 22 °C.

10.1.4. Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizé en la Unidad Acuicola del Laboratorio de
Biologia Acuatica J. Javier Alvarado Diaz, Facultad de Biologia, Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH).

10.1.4.1. Disefio experimental

Organismos utilizados y Tratamientos

En la presente investigacion se utilizaron 500 crias de la tilapia O. niloticus,
linea GIFT, con un peso promedio de 0.5 gramos, procedentes de la granja acuicola
Tecnopez. Los organismos fueron cultivados en la Unidad Acuicola del laboratorio de
Biologia Acuédtica, durante cinco meses en condiciones 6ptimas para el cultivo de

tilapia, segun lo propuesto en la Carta Nacional Acuicola (Cuadro 5).

Después de este periodo, seleccionamos un total de 90 tilapias adultas con

peso promedio + error estandar de 250.2 £ 4.6 y con una longitud patron promedio
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de 18.9 + 0.1. Los peces se colocaron en un sistema de recirculacion que cuenta con
seis estanques, tres de ellos con capacidad de 2.5 m® y los otros tres con capacidad
de 5.8 m® cada uno. En los estanques méas pequefios se coloco una jaula de un
metro de ancho por dos de largo y un metro de profundidad, en los estanques mas
grandes se coloco dos jaulas por estanque, de las mismas dimensiones. En cada
jaula se colocaron 10 organismos, repartidos en 30 organismos por tratamiento. Se
mantuvieron en aclimatacion en estos estanques durante dos meses. Todos los dias
se revisaron las variables fisicas y quimicas del agua con una sonda
multiparamétrica (YSI Modelo 6820V2, USA). La alimentacién de los peces se realizo
ad libitum seis veces al dia, con alimento comercial de la marca Nutripec, cabe
destacar que el alimento suministrado era el recomendado para cada etapa en la que
se encontraban las tilapias. Después de los dos meses de aclimatacion se realizé la
toma de muestra de sangre de los organismos. A estos peces también se les midi6 la

longitud total, longitud patron y peso total (Figura 15).
Se elaboraron tres tratamientos con tres replicas cada uno:

e Tratamiento “A” los organismos fueron mantenidos en condiciones Optimas de
cultivo con una temperatura de 28 °C.

e Tratamiento “B” los organismos fueron sometidos a un efecto de estrés por la
disminucién de la temperatura de 28 °C hasta llegar a 22 °C, el tiempo que
tardo en cambiar la temperatura de 28 a 22 °C fue de una hora. Después de
aplicar el estresor se procedié inmediatamente a tomar la muestra de sangre.

e Tratamiento “C” los organismos fueron sometidos a un efecto de estrés por la
disminucién de la temperatura de 28 °C hasta llegar a 22 °C, el tiempo que
tardo en cambiar la temperatura de 28 °C a 22 °C fue de una hora. Después
de una hora de aplicar el estresor se procedido inmediatamente a tomar la

muestra de sangre (Adams et al., 1993) (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama del sistema de recirculacion y tratamientos utilizados en la prueba

de agentes estresantes ambientales: disminucion de la temperatura.

Manipulacion de los organismos y anestesia

La toma de muestras de sangre y la medicion de las variables longitud total,

longitud patrén y peso total, se llevd a cabo bajo anestesia para minimizar la

influencia del estrés por manipulacién durante el muestreo, asi como para cumplir

con normas éticas para la experimentacién con seres vivos (Hrubec y Smith, 2010).

Los peces fueron anestesiados por inmersiéon en un 10% (p/v) de benzocaina

(solucién de 4-aminobenzoato de etilo). La concentracion de esta solucion en agua
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fue de 1:10,000. Una vez extraida la sangre de los peces, estos se colocaron en
recipiente de plastico con agua limpia y oxigenada para su pronta recuperacion, y
cuando estuvieron totalmente recuperados fueron asignados a otros estanques
(Campos-Mendoza, 2004).

Procedimiento para la toma de muestra de sangre

La toma de muestras de sangre se realiz6 a través de puncion de la vena
caudal con jeringas estériles de insulina (1 mL) y agujas 23 G impregnadas con
heparina, el cual es un anticoagulante (4-mg/mL). De cada organismo se obtuvo 1
mL de sangre y en el lugar que se realizé la puncién se le colocé azul de metileno
con una torunda. Inmediatamente después del muestreo, la aguja se retird6 de la
jeringa, seguidamente, las muestras de sangre se depositaron en microtubos
eppendorf que contenian heparina para 1 mL de sangre y se colocaron en hielo

hasta que se completé el muestreo (Campos-Mendoza, 2004).

10.1.4.2. Trabajo de laboratorio
Indicadores metabdlicos de respuesta secundaria
Los analisis de las muestras de sangre incluyeron:

Velocidad de sedimentacion eritrocitaria (VSE):

Un tubo de microhematocrito se llend hasta una altura de 50 mm y se sell6
uno de los extremos colocandose en posicion vertical por una hora a temperatura
ambiente. Con papel milimétrico se determiné el descenso de los eritrocitos en la
columna de sangre. El resultado se expres6 como VSE en mm/hora (Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011).

Hemoglobina (Hb):

Para ésta prueba se utilizo el reactivo de Drabkin y se siguié el método de la
cianometahemoglobina. Un tubo de ensayo se llen6 con 1.5 mL del reactivo de
Drabkin y con seis microlitros de sangre, se mezclo y se dejé reposar durante 10
minutos. Después la muestra se centrifugd durante 5 minutos y posteriormente se

realizé la lectura en un espectrofotometro a 546 nm. El resultado de la concentracion
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de hemoglobina se expres6 en g/L (Valenzuela et al., 2002; Correa-Negrete et al.,
2009; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Recuento de eritrocitos (RGR) v leucocitos (RGB):

Para la evaluacion de este parametro se utilizé la solucion de Natt y Herricks,

una pipeta hematoldgica de toma calibrada, la camara de Neubauer y el microscopio.

Lo primero que se realiz6 fue tomar 5 microlitros de sangre con la pipeta de
toma, después tomar de la solucién de Natt y Herricks hasta llegar a una dilucion
1:200 de sangre-solucién. Posteriormente se mezclé durante un minuto y se depositd
una gota en uno de los compartimientos de la cAmara de Neubauer, extendiéndose
por capilaridad entre la camara y el cubreobjetos, se dejé reposar durante tres
minutos y se observé en el microscopio (Conroy, 1998). El recuento de eritrocitos se
realiz6 en el cuadro central de la camara (solo se contaron cinco cuadros, los
cuadros de las esquinas y el cuadro central). El recuento de los leucocitos se realizé
en los cuatro cuadros grandes de la cAmara (Buenafio, 2010; Hahn-Von-Hessberg et
al., 2011). El nimero de eritrocitos se expresé en células por 10*?/L y el nimero de

leucocitos se expresé en células por 10%L (Buenafio, 2010).

Hematocrito (Hcto):

Un tubo de microhematocrito se llené con sangre hasta una altura de cinco
centimetros. Para evitar burbujas de aire se sell6 uno de los extremos del tubo, se
centrifugdé a 12.000 rpm durante 5 minutos. La lectura se realiz6 utilizando una regla

milimétrica, el resultado se expresé en L/L (Hahn-Von-Hessberg et al., 2011).

Volumen globular medio (VGM):

Para obtener este parametro se realizo la siguiente formula (Buenafio, 2010;
Hahn-Von-Hessberg et al., 2011):

VGM (fL) = Hcto (L/L) x 1000

RGR (células x 10'%/L)
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Concentracion globular media de hemoglobina (CGMH):

Para obtener este parametro se realizé la siguiente formula (Buenafio, 2010):

CGMH (g/L) = Hb (g/L) x 100

Hcto (L/L)

El andlisis de la morfologia leucocitaria y eritrocitaria se realiz6 con base a
frotis sanguineos delgados, secados en el aire, fijados en metanol y tefiidos por la
técnica estandar de Diff-Quick (Conroy y Conroy, 2007). Los frotis fueron observados
con lente de 100 x y aceite de inmersién. Cada campo se visualizd siguiendo un
patron estandar de zigzag, identificando diferentes tipos de glébulos blancos vy
trombocitos hasta llegar a 200 células. Cada tipo de leucocito y trombocito se
expres6 en nimero de células por 10%L y se les tomaron fotos. Para cada organismo
se observaron dos laminillas para obtener un promedio. Cada tipo de célula
observada en el microscopio fue medida tanto en el ancho y largo del citoplasma

como el del nucleo, usando el programa INFINITY ANALYZE (Buenafio, 2010).

Con el recuento diferencial de los neutréfilos y los linfocitos se obtuvo el
indice de N/L (neutrdfilos/linfocitos), el cual es un indicador secundario de la
respuesta de estrés en los vertebrados. Los cambios provocados en los organismos
son el aumento en el niumero de neutrofilos (neutrofilia) y la disminucion en el
namero de linfocitos (linfopenia). Los nimeros de neutréfilos y linfocitos se ven
afectados por el estrés en direcciones opuestas, los organismos que presentan
estrés van a tener alterado éste indice, presentando valores mas altos. Un indice de

N/L alto se relaciona con un sistema inmunoldgico deprimido (Davis et al., 2008).

Indicadores de respuesta terciaria

El factor de condicion de Fulton (Adams et al., 1993) se registré también,

donde:

K = 100 * (peso de los organismos/longitud patrén®)
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10.1.4.2. Analisis de datos

Los datos fueron analizados con la prueba de Shapiro-Wilk W, para ver si
presentaron una distribucion normal. Para evaluar las diferencias entre los grupos Se
utilizé el andlisis de varianza (ANDEVA) usando el programa JMP, version 6.0., con
un nivel de significancia del 0.05. Los valores obtenidos de cada uno de los
tratamientos se expresaron con la media = error estandar. Ademas se midié el
diametro del citoplasma y nucleo de cinco células de cada tipo identificado por
organismo, para analizar si hay diferencias en el tamafio de las células, debido a, el
efecto de la disminucion de la temperatura del agua donde se encontraron las

tilapias.

10.1.5. Resultados
Las muestras se obtuvieron a partir de 90 organismos de O. niloticus, con tres

tratamientos.

Los valores de los parametros fisicos y quimicos del agua donde fueron

cultivadas las tilapias se muestran en el cuadro 15.

Cuadro 15. Parametros fisicos y quimicos del agua, promedio y error estandar.

PARAMETRO UNIDAD ACUICOLA DE
MORELIA
Temperatura (°C) 27.41+0.11
Presion (mmHg) 608.92 +0.19
Saturacion de Oxigeno (%) 99.31+0.77
Oxigeno disuelto (mg/L) 5.87 +0.04
Total de sélidos disueltos 578.40 + 1.89
(TDS)
NH*;-N (mg/L) 0.68 +0.01
NH;-N (mg/L) 0.17 +0.04
Conductividad (C-us/cm) 931.47 £+ 4.06
pH 8.45+0.10
Salinidad 0.43 +0.01
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No se encontraron diferencias significativas en el peso y longitud patron de los

organismos entre tratamientos (p > 0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Peso y longitud patron de los organismos de tres tratamientos: Tratamiento
A (A), tratamiento B (B) y tratamiento C (C). Letras diferentes indican diferencias
significativas.

Indicadores metabdlicos de respuesta secundaria

Los parametros hematologicos: hematocrito (p = 0.008), hemoglobina (p =
0.006), recuento de glébulos rojos (p = 0.004), recuento de glébulos blancos (p =
0.0001), velocidad globular media (p = 0.001), policromatocito (p = 0.0001), monocito
(p = 0.0001), linfocito menor de 10 pym (p = 0.0001), linfocito menor de 10 ym con
seudépodos (p = 0.0001) e indice neutrofilos/linfocitos (p = 0.0001) presentaron
diferencias significativas (Figuras 17 y 18).

En el parametro hematologico neutrofilo mielocito se observé un aumento en
el tratamiento C a diferencia del tratamiento A, sin embargo no hay diferencias

significativas (p = 0.059) (Figura 18).
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Figura 17. Parametros hematoldgicos de los organismos de tres tratamientos: Tratamiento A (A), tratamiento B (B) y

tratamiento C (C). Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Figura 18. Parametros hematoldgicos de los organismos de tres tratamientos: Tratamiento A (A), tratamiento B (B) y

tratamiento C (C). Letras diferentes indican diferencias significativas.
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No hay diferencias significativas (p > 0.05) entre los distintos tratamientos en
los parametros hematoldgicos velocidad de sedimentacidén eritrocitaria (VSE),
concentracion globular media de hemoglobina (CGMH), nucleo segmentado del
eritrocito, neutréfilo metamielocito, juvenil, adulto, trombocito maduro e inmaduro
(Anexo 6).

Indicadores de respuesta terciaria

No hay diferencias significativas en el factor de condicion de Fulton (p = 0.098)
(Figura 19).
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Figura 19. Factor de Condicidn de Fulton. Letras diferentes indican diferencias

significativas.

Tamano de las células, entre los diferentes tratamientos

No hay diferencias significativas en el tamafio de las células entre los
diferentes tratamientos (p > 0.05) (Figura 20) y (Anexo 7).
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Figura 20. Tamafio de la célula Eritrocito Maduro, medidas: citoplasma largo (C.L.),
citoplasma ancho (C.A.), nacleo largo (N.L.) y nucleo ancho (N.A.), entre tratamientos:
tratamiento (A), tratamiento (B) y tratamiento (C). Letras diferentes indican diferencias

significativas.

10.1.6. Discusion

Los resultados de la presente investigacion muestran el efecto de la
disminucién de la temperatura de 28 °C a 22 °C en una hora en los parametros
hematolégicos de O. niloticus. Las variables hematocrito, hemoglobina, recuento de
glébulos rojos y policromatocitos fueron significativamente mas elevados en el
tratamiento C, cuando se tomd la muestra de sangre una hora después de que se
aplicé el estresor. Resultados similares se observaron en el pez Barbus balcanicus
cuando fue sometido a un aumento de la temperatura de 19 °C a 29 ° C en una hora,
los valores de hematocrito y VGM se elevaron significativamente a diferencia de los
peces control, también se observaron aumentos en los parametros hemoglobina y
recuento de gldébulos rojos, pero estos no fueron diferentes significativamente entre
peces sometidos y no sometidos al aumento de la temperatura (Radoslav et al.,
2013).

En un estudio donde se sometié al pez plano (Scophthalmus maximus) al

descenso de la temperatura de 18 C° a 13, 8, 5, 3y 1 °C en un periodo de nueve
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horas, se observo que a partir de la temperatura de 5 °C se encontraron diferencias
significativas en las variables hematocrito, hemoglobina y recuento de glébulos rojos,
estas variables presentaron una disminucion a medida que descendi6 la temperatura
(Ji et al., 2015). Resultados similares a los encontrados en S. maximus se
observaron en el pez Shizothorax richardsonii cuando se sometio a la disminucion de
la temperatura de 20 °C a 5 °C durante 96 horas, cada 24 horas realizaban tomas de
muestra de sangre para ver como se comportaban los pardmetros hematolégicos, lo
que encontraron es una disminucién significativa del hematocrito, hemoglobina y
recuento de glébulos rojos a partir de las 24 horas de exposicion a la temperatura de
5°C (Tyagi et al., 2013).

La misma tendencia se observé en el pez Epinephelus akaara cuando fue
sometido a temperaturas elevadas de 15 °C a 20 y 25 °C, no se encontraron
diferencias significativas en estos mismos parametros a los dos dias después de
aplicar el estresor, solo encontraron diferencias significativas a partir del séptimo dia
y solo en la variable hematocrito, en el cual se observé una disminucion (Cho et al.,
2015).

El pez Channa punctatus fue sometido a diferentes temperaturas 15, 20, 25,
30, 35y 40 °C, la temperatura control fue de 26 °C, durante 96 horas, cada 24 horas
se tomaba una muestra de sangre, dentro de los resultados se observaron que la
hemoglobina disminuye significativamente cuando disminuye la temperatura y
aumenta cuando aumenta la temperatura, se mantiene esta tendencia durante las 96
horas. En el pardmetro recuento de glébulos rojos se observé lo mismo, disminuye y
aumenta dependiendo de si la temperatura también disminuye o aumenta (Jagtap,
2012; Jagtap et al., 2013). Cuando disminuye la temperatura, el metabolismo se
suprime, lo que resulta en un conteo de glébulos rojos reducidos y concentracion de
Hemoglobina. Sin embargo ante un aumento en la temperatura, se observa un
aumento en estas variables ya que hay una disminucion de oxigeno disuelto en el
agua, por lo que el organismo necesita compensar esa falta de oxigeno (Cho et al.
(2015).
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En un estudio se sometid a la tilapia Oreochromis mossambicus a diferentes
temperaturas tales como 20, 25, 30, 35 y 40 °C durante 96 horas, la temperatura de
28 °C fue el control, cada 24 horas se tomaba una muestra de sangre. Los
organismos que fueron expuestos a la temperatura de 20 °C siempre tuvieron el
recuento de globulos rojos significativamente menor que el grupo control durante las
96 horas, a las 24 y 48 horas se observaron un mayor recuento de glébulos rojos en
las temperaturas de 35 y 40 °C, a partir de las 72 horas en éstas mismas
temperaturas, en los organismos se observaron significativamente un descenso del
recuento de globulos rojos a diferencia de los organismos expuestos a la temperatura
control. El recuento de glébulos blancos en los organismos sometidos a temperatura
de 20, 35y 40 °C siempre se mantuvo en valores significativamente mas bajos que el
grupo control (Mali y Chavan, 2014). Resultados similares se observaron en la
presente investigacion las tilapias O. niloticus expuestas a la disminucién de la
temperatura mostraron una disminucion significativa en el recuento de glébulos
blancos a diferencia de las tilapias que no fueron expuestas a la disminucion de la

temperatura.

En el presente trabajo las diferencias observadas en los parametros
hematolégicos son consecuencia del estrés agudo, el cual ocurre rapidamente como
respuesta a perturbaciones a corto plazo en este caso la disminucién de la
temperatura en una hora. Se espera para el estrés agudo que se presente un
aumento del hematocrito, hemoglobina y recuento de glébulos rojos debido a las
catecolaminas que estimulan la liberacién rapida de los glébulos rojos del bazo en el
torrente sanguineo y también causan hinchazén de los eritrocitos (Martinez-Porchas
et al., 2009), ademas se espera la disminucién de los glébulos blancos debido a la
presencia elevada de cortisol en el torrente sanguineo, el cual va a ocasionar un
aumento de neutrofilos y una disminucién de los linfocitos como se pudo observar en
el indice N/L (Davis et al., 2008). El organismo se encuentra en la fase de resistencia
ya que responde a la accion del cortisol y las catecolaminas, si se mantiene la
situacion de estrés y los niveles de cortisol durante un largo periodo puede llegar a
ser letal para los organismos ya que la activacion del metabolismo interfiere con los

demas procesos fisiolégicos. El sistema inmunoldgico esta inmunosuprimido lo que
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puede ocasionar que el organismo no este en las mejores condiciones para contener

una infeccion (Barandica y Tort, 2008).

El factor de condicion de Fulton no mostré diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos, esto era de esperar, debido a que esté indice es mas usado

para medir un estrés cronico (Adams et al., 1993).

10.1.7. Conclusion

La disminucién de la temperatura del agua donde se cultivaron los organismos
de 28 °C a 22 °C en una hora, causo estrés agudo en los organismos de O. niloticus,
lo que se refleja en un aumento de hematocrito, hemoglobina, recuento de glébulos
rojos, N/L y una disminucion en el recuento de glébulos blancos por parte de los
organismos estresados a diferencia de los organismos control. Si se mantiene la
situacion de estrés durante un largo periodo puede llegar a ser letal para los

organismos.
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11. DISCUSION GENERAL

Los parametros hematoldgicos en los peces indican su estado fisiologico, que
a su vez sirve para evaluar el control de enfermedades infecciosas, desbalance
nutricional, efectos téxicos, condiciones anodxicas y cambios ambientales (Hahn-Von-
Hessberg et al., 2011), debido a esto, las técnicas hematoldgicas se convierten en
una herramienta diagnostica que permiten conocer el estado de salud de los peces.
Pero antes de que los parametros hematoldgicos de una especie sean empleados
para evaluar variaciones fisioldgicas, deben establecerse los indices de referencia.
La tilapia nilética Oreochromis niloticus es cultivada en todo el mundo, sin embargo,
son pocos los reportes acerca de sus pardmetros hematoldgicos de referencia en
condiciones de manejo propias de cada explotacion. En el presente estudio se
determinaron los pardmetros hematoldgicos de referencia de O. niloticus, al
compararlos con lo reportado en la literatura para esta misma especie, en otros
paises (Hrubec et al., 2000; Hahn-Von-Hessberg et al., 2011), se encontraron
resultados similares, sin embargo, los intervalos obtenidos para los parametros
hematolégicos en nuestra investigacion son mas homogéneos y presentan una
menor amplitud, estas diferencias podrian estar dadas por el tamafio de muestra, por
lo que, este es clave en los resultados observados en los diversos trabajos. Una de
las dificultades en la determinacién del estado de salud de una poblacion de peces,
es la falta de referencias confiables de la condicion normal de salud. Para una mayor
confiabilidad, deben analizarse un minimo de 120 muestras para establecer los
intervalos de referencia. En general, entre mas animales se muestrean es mas
probable que los intervalos de referencia verdaderamente reflejen el intervalo de
valores que se espera en los animales sanos (Geffre et al., 2009; Kjelgaard-Hansen y
Lundorff-Jensen, 2010).

Los parametros hematologicos de los peces varian, debido a, factores
intrinsecos y extrinsecos. Los factores intrinsecos son la heredabilidad, la edad, el
sexo y la madurez sexual, los factores extrinsecos son el estado nutricional,
contaminacion o efectos toxicos, factores ambientales, el estrés causado por la

captura, manipulacion y procedimientos de muestreo (Kefas et al.,, 2015). La

123



IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

presente investigacion no evidencio diferencias en los parametros hematologicos de
O. niloticus debido al género de los organismos, no hay diferencias significativas en
los parametros hematologicos, RGR, hematocrito, hemoglobina, VGM, CGMH entre
machos y hembras, sin embargo, estos parametros fueron mas elevados en los
machos que en las hembras, resultados similares se reportan en la literatura (Ezzat
et al., 1974; Bastardo et al., 1992; Gabriel et al., 2004; Correa-Negrete et al., 2009;
Ejraei et al.,, 2015). En general los machos presentan una mayor actividad
metabdlica, lo que ocasiona que su consumo de oxigeno sea mayor al de las
hembras (Docan et al., 2014).

En los mamiferos se ha reportado que la altitud es un factor que también
influye en los parametros hematoldgicos, provocando aumento del numero de
eritrocitos y de los niveles de hemoglobina (Ruiz et al., 1987; Storz, 2007; Lu et al.,
2015). Esto planteaba la problematica de si los parametros hematol6ogicos de
referencia ya establecidos en otros paises para la especie O. niloticus se podrian
utilizar en las condiciones propias de Michoacan. Por lo que, en la presente
investigacién se determind si la altitud influia en los parametros hematolégicos. En
los resultados no se encontraron diferencias significativas en las variables
hematocrito y recuento de glébulos rojos a diferentes altitudes. La diferencia en
encontrar aumentos en las variables hemoglobina y recuento de globulos rojos en
mamiferos a altitudes altas a diferencia de los peces, radica en que, ellos respiran
aire y mantienen un metabolismo oxidativo basal que requiere un suministro continuo
de oxigeno, mientras los peces no tienen esta necesidad especifica de oxigeno y
algunas especies pueden extraer suficiente oxigeno de un ambiente acuoso (Burton,
1969). El encontrar diferencias en los peces en estos parametros va a depender de

las condiciones propias del cultivo donde se encuentren.

El presente estudio confirm6 que los parametros hematologicos son
indicadores sensibles de la respuesta secundaria de O. niloticus al estrés. De
acuerdo a los resultados los parametros hematolégicos no muestran cambios
inmediatamente después de someter a los organismos a estresores, sino, después

de una hora e incluso hasta mas tiempo, esto es importante tomarlo en cuenta para

124



IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

nuevos experimentos o para cuando se utilice el indice hematolégico como una
herramienta diagnostica. Las diferencias observadas en los parametros
hematoldgicos de los organismos sometidos a la disminucion de la temperatura de
28 °C a 22 °C en una hora, son consecuencia del estrés agudo, el cual se puede
observar en un aumento del hematocrito, hemoglobina, recuento de glébulos rojos,

indice N/L y en la disminucién de los glébulos blancos.
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12. CONCLUSIONES GENERALES

e Los parametros hematolégicos son buenos indicadores de cambios originados
por estrés agudo en Oreochromis niloticus.

e Los parametros hematologicos de referencia obtenidos en esta investigacion,
pueden ser empleados como una herramienta diagnostica para evaluar el
estado de salud de la especie Oreochromis niloticus, indistintamente del sexo

y de la altitud donde se encuentran los organismos.
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Anexo 1. Parametros hematoldgicos de tres tratamientos: Hembras (H), Machos (M) y Supermachos (S). Letras diferentes

indican diferencias significativas.
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Anexo 2. Parametros hematoldgicos de tres tratamientos: Hembras (H), Machos (M) y Supermachos (S). Letras diferentes

indican diferencias significativas.

130



IVETTE MARAI VILLA VILLASENOR

Anexo 3. Cuadro de los promedios + error estdndar del tamafio de las células (um), de

hembras, machos de la linea Stirling y Supermachos. Letras diferentes indican

diferencias significativas.

CELULA/TRATA  MEDIDA DE LA HEMBRAS MACHOS SUPERMACHOS
MIENTO CELULA STIRLING STIRLING
Trombocito Citoplasma Largo 6.29+0.14 2 6.18+0.08% 6.08+0.11°
Inmaduro
Citoplasma 5.41+0.10% 5.33+0.07 % 5.24+0.52 %
Ancho
Nucleo Largo 4.96+0.10% 4.86+0.10% 4.81+0.12%
Nucleo Ancho 4.21+0.60 2 4.12+0.38°2 4.16+0.36°
Linfocito menor  Citoplasma Largo 8.47+0.10% 8.48+0.08% 8.32+0.12°
de 10 pym
Citoplasma 6.49+0.08 * 6.72+0.09 2 6.37+0.09°
Ancho
Nucleo Largo 6.64+0.102 6.85+0.09 2 6.82+0.11°
Nucleo Ancho 4.98+0.07° 5.09+0.09 4.94+0.09
Linfocito mayor  Citoplasma Largo 12.23+0.41% 11.59+0.32 % 12.01+0.26 %
de 10 pym
Citoplasma 8.02+0.79 2 7.24+0.43°2 7.49+0.42°2
Ancho
Nucleo Largo 8.68+0.26 2 8.75+0.402 8.67+0.30°
Nucleo Ancho 5.40+0.39 2 5.36+0.39 2 5.17+0.23°2
Neutrofilo Citoplasma Largo 15.37+0.25 14.72+0.21° 15.69+0.36 ¢
Mielocito
Citoplasma 10.88+0.19 % 10.63+0.23% 10.93+0.23%
Ancho
Nacleo Largo 7.79+0.142 7.85+0.18% 7.90+0.25%
Nucleo Ancho 5.12+0.12 2 5.09+0.10 2 5.24+0.17 2
Neutréfilo Citoplasma Largo 15.43+0.55 % 14.78+0.31% 15.84+0.52 2
Metamielocito
Citoplasma 10.90+0.25 % 11.77+0.34 % 10.68+0.22 2
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Ancho
Ncleo Largo 7.61+0.272 7.66+0.16 2 7.88+0.25%
Nucleo Ancho 5.22+0.16 2 5.300.16 2 5.16+0.18 2
Neutrofilo Adulto  Citoplasma Largo 14.21+1.712 16.18+0.31% 18.23+3.64%
Citoplasma 10.99+0.91% 12.62+2.93°2 15.58+2.33°
Ancho
Ndcleo Largo 8.35+0.92 2 9.35+0.23°2 10.10+3.18°
Nucleo Ancho 4.50+1.06 2 5.92+1.21°2 5.69+0.80 °
Monocito Citoplasma Largo 14.92+0.24 2 14.27+0.42 % 15.26+0.29 %
Citoplasma 10.59+0.19 2 11.12+0.342 10.87+0.30°2
Ancho
Nucleo Largo 9.44+0.152 8.77+0.21° 9.77+0.23%
Nucleo Ancho 6.28+0.09 2 6.42+0.20 6.24+0.20°

Anexo 4. Cuadro de las variaciones en los parametros hematoldgicos causados por

diferentes altitudes. Letras diferentes indican diferencias significativas.

PARAMETRO ALTITUD 27  ALTITUD553 ALTITUD 912  ALTITUD 1920
HEMATOLOGICO msnm msnm msnm msnm
Hemoglobina 101.1142.04%  92.41+2.40" 99.94+2.34 2 90.34+1.23 ¢
VGM 190.39+6.83%  190.764#5.26%  190.48+4.55% 176.06+3.522
CGMH 293.95+3.79%  268.94+4.63°  285.61+5.08%  262.14+3.10°
Citoplasma 0.007+0.001°  00.021+0.005% 0.006+0.001°  0.002:+0.0006"

abombado del

Eritrocito
Hipocromia 0.001+0.0007
ab
Neutréfilo 1.91£0.192
Mielocito
Neutrofilo 0.27+0.07 %
Metamielocito
Neutréfilo Juvenil — 0.13+0.052

0.003+0.001 2°

1.75+0.36 @

0.09+0.04°

0.05+0.04 2

0.004+0.001 2

1.47+0.24%

0.06+0.03°

0.01+0.012

0.0003+0.0001 °

1.91+0.28 2

0.41+0.092

0.03+0.022
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Neutrofilo Adulto

Linfocito Mayor

de

10 ym

0.16+0.052
0.11+0.0%

0.00+0.00°
0.14+0.052

0.01+0.01°
0.44+0.192

0.05+0.02
0.53+0.132

Anexo 5. Cuadro de los promedios * error estandar del tamafio de las células (um), a

diferentes altitudes. Letras diferentes indican diferencias significativas.

CELULA/TR MEDIDADE  ALTITUD 27 ALTITUD553  ALTITUD 912  ALTITUD 1920
ATAMIENTO LA msnm msnm msnm msnm
CELULA
Eritrocito  Citoplasma  8.08+0.19 ™° 8.52+0.10 % 8.68+0.10 2 7.75+0.08
Inmaduro Largo
Citoplasma  6.22+0.17 "% 6.58+0.10 6.94+0.112 6.13+0.05°¢
Ancho
Nucleo 4.45+0.08 5.54+0.10 2 4.97+0.05° 5.23+0.08
Largo
Nicleo 3.02+0.10° 4.00+0.08° 3.92+0.06 ¢ 3.98+0.05°
Ancho
Trombocito  Citoplasma 5.73+0.08° 6.14+0.13° 6.82+0.132 6.22+0.20°
Inmaduro Largo
Citoplasma 4.79+0.8 5.11+0.09 5.66+0.13 2 5.32+0.23 %
Ancho
Nucleo 4.79+0.06 5.13+0.08 " 5.68+0.10 2 4.76+0.13"°
Largo
Nucleo 3.89+0.06 ¢ 4.30+0.07° 4.76+0.10 2 4.16+0.18 ™
Ancho
Neutrofilo  Citoplasma 13.88+0.36 2 12.99+1.332 12.53+0.332 13.92+0.23%
Metamielocit Largo
(0]
Citoplasma 10.31+0.43% 11.86+1.20% 11.05+0.65 % 10.7440.45%
Ancho
Nucleo 7.10+0.31% 8.13+1.12% 8.87+0.53% 7.93+0.29%
Largo
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Nucleo 5.42+0.182 5.46+0.50 2 6.92+0.712 5.19+0.16 2
Ancho

Anexo 6. Cuadro de las variaciones en los parametros hematoldgicos causados por un
estresor. Letras diferentes indican diferencias significativas.

PARAMETRO TRATAMIENTOA  TRATAMIENTO B TRATAMIENTO C
HEMATOLOGICO
VSE 3.74+0.33° 4.58+0.43° 3.42+0.27°
CGMH 254.99+2.30 2 261.265.47 2 263.72+3.40°
Nicleo Seg. del 0.05+0.022 0.06+0.02 2 0.06+0.022
Eritrocito
Neutréfilo 0.63+0.10° 0.54+0.13° 0.380.07°
Metamielocito
Neutréfilo Juvenil 0.04+0.02° 0.01+0.01°2 0.03x0.02°
Neutréfilo Adulto 0.04+0.012 0.01+0.01°2 0.02+0.012
Linfocito Mayor de 0.14+0.05% 0.19+0.05% 0.09+0.03%
10 ym
Trombocito Maduro 36.11+1.65°2 33.02+1.29° 33.78+1.51°
Trombocito 2.02+0.26 ¢ 1.84+0.20° 1.81+0.32°
Inmaduro

Anexo 7. Cuadro de los promedios % error estandar del tamafio de las células (pum), de

los Tratamientos A, B y C. Letras diferentes indican diferencias significativas.

CELULA/TRATA MEDIDA DE LA TRATAMIENTO TRATAMIENTO TRATAMIENTO

MIENTO CELULA A B C
Eritrocito Citoplasma Largo 7.99+0.07 % 7.93+0.05 % 7.96+0.07 2
Inmaduro

Citoplasma 6.16+0.06 ® 6.18+0.06 @ 6.12+0.06
Ancho

Nucleo Largo 4.80+0.06 2 4.76+0.07 & 4.64+0.07°

Nucleo Ancho 3.60+0.06 2 3.56+0.052 3.46+0.07 %
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Trombocito Citoplasma Largo 7.93+0.082 7.91+0.08% 8.06+0.08 ¢
Maduro
Citoplasma 4.15+0.06 2 4.05+0.05% 4.02+0.07°
Ancho
Ncleo Largo 6.38+0.07 ¢ 6.23+0.07 2 6.43+0.08 %
Ndcleo Ancho 3.15+0.05° 3.17+0.052 3.15+0.06 2
Trombocito Citoplasma Largo 6.14+0.08 2 6.31+0.08 * 6.33+0.09 %
Inmaduro
Citoplasma 5.18+0.08% 5.16+0.07 2 5.32+0.10%
Ancho
Nucleo Largo 4.77+0.06 2 4.99+0.07 & 4.92+0.13°
Nucleo Ancho 4.13+0.60° 4.24+0.06 ° 4.42+0.102
Linfocito menor  Citoplasma Largo 8.71+0.09 % 8.73+0.09% 8.72+0.10%
de 10 pm
Citoplasma 6.25+0.07 2 6.48+0.10% 6.46+0.11°2
Ancho
Nucleo Largo 6.67+0.08 2 6.76+0.08 2 6.61+0.10%
Nucleo Ancho 4.57+0.06 % 4.74+0.07 4.68+0.08
Neutrofilo Citoplasma Largo 14.23+0.16 % 14.40+0.14 2 14.19+0.13%
Mielocito
Citoplasma 11.27+0.19° 11.18+0.17° 11.08+0.12°
Ancho
Nacleo Largo 7.56+0.10% 7.63+0.122 7.60+0.13%
Nucleo Ancho 5.42+0.07 2 5.28+0.10% 5.34+0.07 2
Neutréfilo Citoplasma Largo 13.86+0.24 2 14.30+0.26 2 14.46+0.35%
Metamielocito
Citoplasma 11.17+0.26 # 11.20+0.27 2 11.43+0.33%
Ancho
Nucleo Largo 7.46+0.20% 7.49+0.202 7.68+0.20%
Nucleo Ancho 5.47+0.11°2 5.39+0.14 2 5.50+0.22 2
Monocito Citoplasma Largo 15.70+0.21 ¢ 15.83+0.30 2 15.68+0.31 ¢
Citoplasma 12.34+0.16 * 12.97+0.26 * 12.96+0.31%
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Ancho
Nucleo Largo 9.55+0.202 9.78+0.222
Nucleo Ancho 6.75+0.122 6.77+0.15 2

9.67+0.232
6.73+0.182
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