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UNIVESIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

Evaluacion del efecto de dietas con diferentes niveles de almidén
suplementadas con probiético sobre las variables hematoldgicas de

juveniles de Totoaba macdonaldi

José Luis Salcedo Martin

RESUMEN

La salud de los peces marinos es indispensable tanto en el desarrollo de
dietas como durante su cultivo, por este motivo, el presente trabajo evalu6 la
respuesta hematoldgica y el crecimiento de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados durante 8 semanas con dietas isoprotéicas e isoenergéticas con 5
diferentes niveles de almidon (5, 10, 15, 20 y 25%) identificadas como D5, D10,
D15, D20 y D25 y suplementadas con un probiético. Se realizaron 3 biometrias de
longitud y peso al principio, mitad y final del experimento. Al final del bioensayo se
determind la supervivencia. Para determinar el efecto de la dieta en la salud de
los peces se analizd en la sangre el conteo de glébulos rojos (GR), hematocrito
(Hk), concentracion de proteina total (Pt), concentracion de albumina (Al), relacién
albumina: globulinas (Al:Gb) y glucosa (Glu). Los resultados obtenidos mostraron
una supervivencia del 100 % para todos los tratamientos. El peso ganado de los
organismos alimentados con los tratamientos D20 y D25 fue significativamente
mayor al de los organismos con la dieta D5. En hematologia, los conteos de GR
de los tratamientos D15 y D20 resultaron significativamente mayores a los
tratamientos D5 y D25. En el Hk los peces alimentados con D15 y D25
presentaron valores significativamente mayores a los organismos del tratamiento
D5. La concentracion de Pt plasmatica fue mayor en los peces con la D5 respecto
a los de las dietas D20 y D25. La concentracion del Al resulto significativamente
mayor en el tratamiento D15 y menor en los peces del tratamiento D25. La
relacion albumina: globulinas fue significativamente mayor en los peces con los
tratamientos D15 y D20 y menor en los del tratamiento D5. La Glu plasmatica fue
mayor en los peces alimentados con las dietas D20 y D25. Los resultados
encontrados en este estudio indican que las dietas con mayor nivel de almidon
favorecieron el crecimiento de juveniles de T. macdonaldi. En relacion a la
respuesta hematolégica en los peces, aunque los GR y el Hk presentaron
diferencias significativas entre grupos experimentales, los valores se consideraron
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dentro de intervalos normales para organismos saludables, debido a que las
diferencias pueden ser un reflejo de la reaccion fisiolégica de los peces en la
movilizacion de las células rojas de reserva, para ajustar el metabolismo a su
dieta. Asimismo, los valores de Pt, Al y la razon Al:Gb de los juveniles de totoaba
se encontraron dentro de los valores que se podrian considerar normales para
esta especie. Por lo tanto, se sugiere que el contenido de carbohidratos en la
dieta no afectd la concentracion de proteina plasmatica total, sin embargo, se
observo que el balance en las formulaciones entre el contenido de almidén y
lipidos, afectd directamente la optimizacion en el uso de las proteinas de la dieta,
debido a que los peces con mayor proporcion de Al:Gb D15 y D20 presentaron
mayor concentracion de albumina y mejor crecimiento cuando el porcentaje de los
carbohidratos se formulé con un contenido calérico similar o mayor a los lipidos
(carbohidratos 15.3 % / lipidos 15.6 % y carbohidratos 20.8 / lipidos 14.3
respectivamente). En esta investigacion se observé que la concentracion de
glucosa aumenté en los peces que se alimentaron con mayor contenido de
carbohidratos, lo que favorecié la utilizacion metabdlica de glucosa en la totoaba
asi como su crecimiento sin exceder su nivel de tolerancia. Los resultados de este
estudio apuntan a que cuando la cantidad de carbohidratos en la dieta fue similar
o mayor al contenido de lipidos como en las dietas D15, D20 y D25, los juveniles
de T. macdonaldi mejoraron su crecimiento, aunado a que, la adicién del
probiotico favorecié la utilizacion de los carbohidratos y el aprovechamiento de las
proteinas de la dieta, sin alterar la salud de los peces durante 8 semanas de
cultivo.
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l.- INTRODUCCION

La Totoaba (Totoaba macdonaldi) es una pez carnivoro endémico del Golfo
de Baja California que se encuentra en veda total desde 1975 debido a la pesca
excesiva (SEMARNAT-CONANP, 2007). Desde hace 17 afios se inicio el estudio
para la reproduccion de la especie en cautiverio en la Unidad de Biotecnologia en
Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad
Autonoma de Baja California para su repoblamiento liberando juveniles a su
ambiente natural a partir de 1996 (Sandoval Garibaldi, 2002). Por su alto valor
comercial (FAO, 2006), actualmente se busca lograr su produccion bajo
condiciones de cultivo. Los avances de este proyecto son substanciales ya que
desde el afio 2010 se inici0 la etapa piloto de engorda en el estado de Baja
California en dos granjas, una ubicada en la ciudad de Ensenada y la otra en San
Felipe, ademas la UABC transfirid juveniles a Sonora para su prueba en jaulas

marinas (Sandoval Garibaldi, 2002).

Lo anterior ha sido posible debido a que en la investigacion de totoaba se
han logrado avances generales en el conocimiento de procesos fisiolégicos,
ambientales, el efecto que tiene el nivel de alimentacion sobre el crecimiento y
composicién quimica (Solérzano Salazar, 2006) y el efecto de dietas isoprotéicas
con diferentes niveles de energia sobre el crecimiento y supervivencia de
juveniles de totoaba (Vizcaino Pérez, 2008). Debido a que las especies de peces
carnivoros marinos requieren de altas cantidades de proteinas en sus dietas, un

aspecto de gran importancia para el desarrollo de su cultivo en granjas de



produccion, es el desarrollo de dietas de bajo costo (Moksness et al., 2004; FAO,
2009). Es por esto que se necesitan estudios para establecer una adecuada
inclusion de ingredientes econdmicos alternativos a la proteina, como han
demostrado ser los carbohidratos, sin embargo, los peces carnivoros tienen una
reducida habilidad intestinal para digerir y absorber los carbohidratos incluidos en
la dieta (Moksness et al., 2004). Una via para su utilizacion es el uso de
probioticos que faciliten su aprovechamiento dentro del pez (Trejo Escamilla,
2008), puesto que éstos son capaces de digerir el compuesto, por lo que se les
considera microorganismos que confieren un beneficio de salud al receptor (FAO

2009).

Con el fin de formular dietas que aseguren el desarrollo de peces
saludables para el consumo humano, se requiere estudiar el efecto que tienen las
diferentes formulaciones sobre el rendimiento y salud de los organismos
cultivados. Una de las herramientas que se utilizan para el estudio de la salud de
un organismo es la hematologia, debido a que la sangre es el medio de transporte
de nutrientes y refleja directa e indirectamente las condiciones fisioldgicas en las

que éste se encuentra (Thrall et al., 2006).

La hematologia es el estudio del tejido sanguineo. La sangre se encarga
del transporte y del intercambio de nutrientes y desechos de los tejidos y por lo
tanto del estado interno de un organismo, y el conocimiento de los parametros
sanguineos normales permiten advertir las condiciones de salud en que éste se

encuentra. (Bastardo y Diaz, 2004; Thrall et al., 2006; Glencross et al., 2007). La



sangre esta compuesta tanto de una fase solida que incluye células (globulos
rojos, blancos y plaquetas) como de una fase liquida constituida por el plasma
sanguineo que contiene agua (91 %), proteinas (8 %) y otros componentes
importantes como electrélitos, metabolitos (glucosa), lipidos y hormonas. Las
principales células de la sangre son los eritrocitos que en peces tienen el nucleo
en posicion central, forma ovalada y se producen en los &rganos
hematopoyeéticos: el rifidn, el timo, el bazo y el higado, madurando en el torrente
sanguineo. El volumen de la sangre ocupado (volumen del paquete celular) por
los eritrocitos en circulacion es el hematocrito (Thrall et al., 2006; Campbell et al.,

2007).

Las proteinas se transportan a través de la sangre, se dividen en albumina
y globulinas, y el nivel de concentracion de cada una de estas proteinas
individualmente y la relacién entre ambas se utiliza para orientar el diagnostico en

diferentes casos clinicos (Stockham et al., 2002; Campbell et al., 2007).

La glucosa, que también se encuentra en la sangre, es el principal mono
sacarido que el organismo utiliza como fuente de energia, por lo que su
concentracion es indicador de numerosas condiciones metabdlicas (Stockham et

al., 2002; Campbell et al., 2007).

Debido a que este es el primer estudio hematolégico en esta especie,
incluso especies de la familia de los Sciaenidos, no existen rangos establecidos

para sus variables, por lo que se buscé bibliografia en especies terrestres y



similares para disertar en este estudio, cuyo objetivo fue evaluar el efecto de
dietas con diferentes niveles de almiddn y suplementadas con probidticos sobre el
conteo total de glébulos rojos y hematocrito, la concentracion de proteina,
albumina y glucosa, asi como la razén albumina : globulinas en el plasma de
juveniles de T. macdonaldi y relacionar el efecto de las formulaciones con el

estado de salud de los peces.



II.- ANTECEDENTES

[I.1 Descripcion de la especie de trabajo

T. macdonaldi es la especie de mayor talla dentro de la familia Scieanidae,
con una longitud promedio de 1.3 m (Rosales y Ramirez, 1987). Asi mismo, es
una especie endémica del Golfo de Baja California que se distribuye desde la
desembocadura del rio Colorado hasta Mulegé en Baja California Sur y abarca
también hasta la desembocadura del rio Fuerte en la costa de Sinaloa (Ruiz y
Dura, 1985). En sus primeras etapas de vida, la totoaba se alimenta de
camarones, cangrejos y de algunos peces (Ruiz y Dura, 1985; Rosales y
Ramirez, 1987). Hacia los afios 70 la poblacion de totoaba habia sido diezmada a
tal grado que hubo que establecer una veda total para evitar su captura a partir de
1975, lo que la convirtié en el primer pez marino en cualquier parte del mundo
considerado en peligro de extinciébn y fue enlistado asi en la Convencion
Internacional sobre el Trafico de Especies Silvestres (CITES) en 1976 y por el

gobierno de E.U.A. en 1979 (SEMARNAT-CONANP, 2007).

En este contexto, la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la
Facultad de Ciencias Marinas de la Universidad Autbnoma de Baja California
cuenta con un programa de reproduccion en cautiverio con el fin de contribuir a la
repoblacion de la totoaba a través de su reproduccién en cautiverio y la liberaciéon
de juveniles a su ambiente natural (Sandoval Garibaldi, 2002), asi como de su
produccion para acuacultura comercial. En conjunto al proyecto se han logrado

avances en el conocimiento de sus procesos de regulacién iénica y osmotica ante



cambios hipertonicos en el medio (Ortiz, 1999), descripcion del desarrollo
embrionario (Morales Ortiz, 1999), metabolismo activo (Jacome lbarra, 2000), de
bioenergética y temperatura (Talamas Rohana, 2001), variacion genética en
cautiverio y en medio natural (Galarza, 2002) y de la morfologia del desarrollo

larval (Sandoval Garibaldi, 2002).

[I.2 Importancia del equilibrio nutricional en las dietas

No obstante, cuando se considera realizar el cultivo de especies con
potencial para la acuacultura, como la totoaba, el conocimiento de los
requerimientos nutricionales de los organismos es fundamental para poder
formular dietas apropiadas que permitan su adecuado desarrollo y crecimiento
(L6pez et al., 2006). En T. macdonaldi, se tienen reportes sobre la composicion
proximal y el contenido de acidos grasos de organismos silvestres y en cautiverio
(Rodriguez Gomez, 2003), el efecto que tiene el nivel de alimentacién sobre el
crecimiento y composicion quimica (Solérzano Salazar, 2006) y el efecto de dietas
isoprotéicas con diferentes niveles de energia sobre el crecimiento y
supervivencia de juveniles de totoaba (Vizcaino Pérez, 2008). Las especies de
peces carnivoros marinos requieren de altas cantidades de proteinas en sus
dietas para satisfacer sus necesidades metabdlicas aprovechando la capacidad
de su sistema digestivo. Aunado a lo anterior, un aspecto de gran importancia
para lograr su acuacultura es el desarrollo de dietas a bajo costo (Moksness et al.,
2004), debido al incremento constante de los precios de la harina y el aceite de
pescado, principales fuentes de proteina y energia, respectivamente, utilizados en

dietas formuladas (FAO, 2009). Por esto, es necesario realizar estudios para



establecer una adecuada inclusion de ingredientes economicos alternativos. Una
opcion es la inclusion de carbohidratos en la dieta, que pueden utilizarse como
fuente de energia para que la proteina se aproveche en la produccion de tejido.
Sin embargo, los peces marinos tienen una reducida habilidad para digerir y por lo
tanto absorber los carbohidratos de la dieta a nivel intestinal (Moksness et al.,
2004). Una via para la utilizaciéon de carbohidratos y reduccidén de costos de las
dietas es el uso de probioticos que tengan la funcién de ayudar a la digestion de
este ingrediente (Trejo Escamilla, 2008). Los probidticos son microorganismos
vivos, que al ser administrados en dosis adecuadas, confieren un beneficio

nutricional y de salud al receptor (FAO, 2009).

Salinas et al. (2004) estudiaron la respuesta inmune de la dorada (Sparus
aurata) ante la presencia de Lactobacillus delbriieckii y Bacillus subtilis en la dieta,
alimentando con 4 combinaciones diferentes de bacteria y un control (sin
probiodtico). La respuesta inmunolégica de los peces mejord con las dietas

adicionadas con el probiético comparada con la de los controles.

Marzouk et al. (2008) trabajaron con tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus),
con el objetivo de entender la influencia de algunos probioticos en los parametros
de crecimiento y la flora intestinal del organismo. Dividieron a los peces en tres
grupos, el primero se aliment6 con una dieta suplementada con levadura muerta
(Saccharomyces cerevisae), el segundo grupo fue alimentado con una dieta

suplementada con Bacillus subtilis vivo y Saccharomyces cerevisae, mientras que



el tercer grupo fue alimentado con una dieta control sin probiotico. Después de 6
semanas de experimento los grupos de peces alimentados con dietas
suplementadas con probiético mostraron un incremento significativo en los
parametros de crecimiento, mientras que en relacion al efecto de la dieta sobre la

flora intestinal, el grupo alimentado con levadura muerta no tuvo efecto.

Bafiuelos Vargas (2009) evaluoé el crecimiento y respuesta hematoldgica de
juveniles de Atractoscion nobilis (Sciaenido) alimentados con dietas con diferentes
niveles de proteina digestible (44, 40, 34 y 29 9%, respectivamente)
suplementadas con 22 % de almidon y un probiotico. Asi como una dieta control
con 49 % de proteina digestible sin probi6tico. Los resultados relacionados con
este trabajo mostraron gque los peces alimentados con menos contenido proteico
(44 y 40 %) y la adicién del probidtico crecieron igual que el grupo control (49 %).
Lo que probablemente indica que el probidtico favorecio la biodisponibilidad de los
sacaridos del almidon para su absorcion intestinal como comprobaron Lee et al.

(1999).

II.3 Hematologia en la salud de los peces

Las modificaciones en las formulaciones de las dietas con el fin de
encontrar mejores costos de produccion en el cultivo de peces pueden generar
alteraciones en la salud de los organismos debido a que sus habitos de
alimentacion natural estan siendo modificados. Por esto en la actualidad es de

suma importancia estudiar el impacto de las dietas sobre la salud de los peces,



pues las deficiencias nutricionales son con frecuencia causantes de condiciones
de salud deteriorada en los organismos. Una manera de estudiar el estado de
salud de un organismo es a través de analisis hematoldgicos y de bioquimica
sanguinea (componentes de la sangre); los cuales han demostrado ser
herramientas de uso importante en estudios de nutricion, esto debido a que la
sangre es el medio de transporte de nutrientes y refleja directa e indirectamente
las condiciones de salud en las que se encuentra el organismo (Thrall et al.,

2006).

La sangre es un tejido que transporta numerosas sustancias esenciales
para la vida como el oxigeno y los nutrientes. Se encarga de la comunicacion
fisica interna de un organismo, y sus caracteristicas dependen tanto de los
organos que la producen, como de las condiciones nutricionales y de salud de los
animales. Los parametros hematolégicos y metabolitos en la sangre, pueden
utilizarse como indicadores de la salud (condicion fisiologica y metabdlica de los
organismos) ademas de ser herramientas para proporcionar informacion util en la
evaluacion del efecto de dietas especificas sobre los organismos (Bastardo y

Diaz, 2004; Thrall et al., 2006; Glencross et al., 2007).

De Pedro et al. (2004) establecieron que la tenca (Tinca tinca) presenta
variaciones diarias y estacionales ritmicas en sus parametros hematoldgicos y
bioquimicos, relacionados a diversas situaciones ambientales y fisiolégicas que se
le presentan durante el afio, como son reproduccién, calidad y temperatura del

agua, oxigeno disuelto, alimentacion, etc. De esta forma recomienda tener en
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cuenta este tipo de fendémenos al utilizar estas herramientas como indicadores del

estado fisiolégico de los organismos.

[1.3.1 Glébulos Rojos y Hematocrito

En el eritrocito se transporta la hemoglobina, molécula encargada del
acarreo de oxigeno a través de la sangre. En peces, los eritrocitos tienen el
nacleo en posicidn central, tienen forma ovalada y son producidos por los érganos
hematopoyéticos: el rifidn, el timo, el bazo y el higado. Su maduracién se lleva a
cabo también en el torrente sanguineo y es comun encontrar eritrocitos
inmaduros. En caso de ser necesarios mas glébulos rojos, los érganos
hematopoyéticos que funcionan también como reservorio liberan parte o todo el
porcentaje de eritrocitos que tienen almacenado hacia el torrente sanguineo, que
puede aumentar el nUmero de eritrocitos en el torrente sanguineo desde un 30 —
50 % (Thrall et al., 2006). EI nimero de eritrocitos en peces normalmente se
encuentra entre el millén y los 3 X10° cel/ pl (Thrall et al., 2006). Bafiuelos Vargas
(2009) reportd en corvina blanca rangos en los conteos de glébulos rojos de entre
1.5 +0.3 y 2.1 +0.3 X10° cel/ pl. El volumen de la sangre ocupado (volumen del
paquete celular) por los eritrocitos en circulacién es el hematocrito y se expresa
en porcentaje. Los peces activos tienen un hematocrito mayor que los peces
menos activos, pero también hay variabilidad entre especies y dentro de la misma

especie (Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007).
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Lim et al. (2000) estudiaron el crecimiento, la hematologia, la respuesta
inmune y la resistencia del bagre de canal (Ictalurus punctatus) después de
experimentar con 9 dietas a base de clara de huevo. Tres dietas con diferentes
niveles de vitamina C (0, 50, 3000 mg / Kg) y a su vez cada una con 3 niveles de
hierro (0, 30 y 300 mg / Kg) alimentando a los peces dos veces al dia durante 14
semanas. Encontrando que los organismos alimentados con una dieta deficiente
en hierro presentaron alteraciones en los parametros hematolégicos, con
disminucién en el conteo total de globulos rojos, hematocrito y hemoglobina. El
conteo de globulos rojos aumento significativamente en los peces con la dieta con

3000 mg / Kg de vitamina C.

Chen et al. (2004) estudiaron el efecto de 8 dietas suplementadas con
vitamina E (0 o 38 mg / Kg) con 4 diferentes niveles de vitamina C (23, 43, 98 o
222 mg / Kg dieta) sobre la hematologia de Notemigonus crysoleucas,
encontrando que los peces con dietas no suplementadas con vitamina E

mostraron hematocritos y hemoglobina reducidos.

Srivastava et al. (1987) estudiaron el efecto de la densidad poblacional en
tanques de cultivo sobre el conteo de glébulos rojos y el hematocrito. Ellos
encontraron que estos dos parametros tienden a aumentar cuando los
organismos se cultivan a altas densidades de siembra, tal vez debido a las bajas
concentraciones de oxigeno, explicando que el pez utiliza los eritrocitos de
reserva para aumentar sus nameros en circulacion y satisfacer la demanda de

oxigeno de su metabolismo. Asimismo, Glencross (2009) reporté que en trucha
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arcoiris el oxigeno participa de manera importante en procesos metabdlicos
aerobios como la oxidacion de nutrientes para la obtencién de energia. En este
contexto podria entenderse que los organismos al necesitar mayor cantidad de
oxigeno presentaran aumentos en los parametros sanguineos (glébulos rojos y

hematocrito) que se ocupan del transporte de oxigeno.

Kumar et al. (2005) trabajaron con juveniles de Labeo rohita para estudiar
el efecto de diferentes niveles de carbohidratos en la dieta sobre sus parametros
hematolégicos. Encontraron que los peces alimentados con los diferentes
tratamientos no mostraron diferencias significativas en cuanto a conteo de
eritrocitos, concluyendo que el conteo total de glébulos rojos no es una variable

gue se vea directamente afectada por el nivel de carbohidratos en la dieta.

Lumlertdacha et al. (1995) trabajaron con Ictalurus punctatus de 1y 2 afios
de edad, adicionando diferentes niveles de toxinas provenientes de Fusarium
moniliforme, encontraron que los tratamientos alimentados con mas de 80 mg/ kg
mostraron hematocritos significativamente menores, concentraciones de 320 mg/
kg mostraron hematocritos y conteos de eritrocitos significativamente menores,
concluyendo que estas dos variables hematoldgicas pueden ser utilizadas para
detectar el estado de salud de los organismos que en este caso fueron

intoxicados en diferentes magnitudes.

[1.3.2 Proteinas Totales, Albumina y Globulinas
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Las proteinas, cadenas polipeptidicas de aminoacidos, son la base de las
estructuras que componen la mayoria de los tejidos de un organismo, éstas se
transportan a través de la sangre, provenientes de la dieta, se digieren y absorben
en el sistema digestivo y se modifican en su mayoria en el higado. Algunos de los
factores que disminuyen su concentracion son la falla hepatica, falla renal,
hemorragias, inflamacién del tracto gastrointestinal, procesos catabdlicos y la
ingesta insuficiente a través de la dieta (Stockham et al., 2002; Thrall et al., 2006;

Campbell et al., 2007).

Las proteinas en el plasma se dividen segun su tamafo: los dos grupos
mas importantes son la albumina y las globulinas. La albumina contribuye en gran
medida a la presién oncotica, esta presion evita que el agua pase por difusion de
la sangre hacia los tejidos. Esta proteina se encarga de transportar iones de
calcio y magnesio, bilirrubinas, acidos grasos, tiroxina y hormonas, entre otras
sustancias. Las globulinas por otra parte, son un grupo muy diverso dentro de las
proteinas plasmaticas, se encuentran en muchas ocasiones formando complejos
con compuestos no proteicos como los lipidos y los carbohidratos. La funcion de
las globulinas es muy amplia, se encargan del trasporte de hemoglobina libre y su
fijacion, transporte de hormonas y enzimas, entre otras sustancias. También se
encargan de la mayoria de los procesos inflamatorios, por lo que niveles
anormalmente elevados de esta proteina es un indicador de inflamacion, para
determinar la naturaleza de dicho proceso inflamatorio es necesario realizar un
analisis que nos muestre especificamente cuales globulinas presentan niveles

anormalmente elevados. La deshidratacion afecta tanto a las globulinas como a la
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albumina y provoca un aumento relativo de su concentracion (Stockham et al.,

2002; Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007).

Para el estudio y diagnéstico de las concentraciones normales y anormales
de proteina total se calcula una relacion albumina: globulinas, el resultado de esta
relacion es una herramienta primaria que nos permite detectar problemas de
salud en el organismo, y en su caso, encontrar una posible causa para el

problema (Stockham et al., 2002; Thrall et al., 2006).

Al estudiar esta relacion se espera encontrar un rango normal dentro de la
especie de interés, este rango se establece estudiando determinado nimero de
organismos clinicamente saludables. Cuando la relacibn es anormal en
comparacién con este rango establecido podemos encontrar las siguientes

condiciones (Stockham et al., 2002; Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007):

Concentraciones de proteina total disminuida:
Esta disminucién puede deberse a niveles bajos de albumina, globulinas, o

ambos.

Hipoalbuminemia con Hipoglobulinemia
Esta relacién nos indica que ambos grupos de proteinas se
encuentran en concentraciones bajas y puede deberse a las
siguientes razones:

Pérdida de sangre
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Filtrado de proteina provenientes del plasma hacia el tracto
digestivo

Aumento en la permeabilidad vascular

Hipoalbuminemia con Concentracion Normal a Elevada de Globulinas

Esta relaciébn nos indica que la albumina se encuentra en
bajas concentraciones por no ser sintetizada o por su pérdida,
mientras que las globulinas pueden ser normales o encontrarse

incrementadas y puede deberse a las siguientes razones:

Falla hepéatica

Desnutricion

Parasitismo gastrointestinal
Absorcion intestinal ineficiente
Insuficiencia pancreatica

Enfermedad glomerular

Hipoglobulinemia con Concentraciones Normales a Elevadas de Albumina

Esta relacion nos indica que las globulinas se encuentran en

bajas concentraciones normalmente debidas a una disminucién en la

concentracion de inmunoglobulinas, mientras que la albumina puede
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ser normal o encontrarse incrementada y puede deberse a las

siguientes razones:

Falla en la Transferencia Pasiva

Heredar o Adquirir Inmunodeficiencia

Concentraciones de Proteina Incrementadas

Niveles elevados de proteina pueden deberse a aumentos en

albumina, globulinas, o ambas.

Hiperalbuminemia e Hiperglobulinemia

Esto es resultado de deshidratacion, la relacion albumina: globulinas no se
ve alterada, simplemente se obtiene un aumento relativo en la concentracion de

proteinas.

Hiperglobulinemia
La importancia de esta condiciébn depende del tipo de globulinas que se

encuentran en mayor concentracion.

Las razones por las que puede presentarse esta condicibn son las

siguientes:
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Estimulacion Cronica de Antigenos
Enfermedad Hepatica

Linfoma y Leucemia Linfocitica
Mieloma Multiple

Inflamacion

Enfermedad Renal

(Stockham et al., 2002; Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007)

Ellis et al. (1981) establecieron que la concentracion de proteina en el
plasma de peces generalmente se encuentra en un rango que oscila entre 1.68 y

6.19 mg/ dl.

Kumar et al. (2005) trabajaron con juveniles de Labeo rohita estudiando el
efecto de diferentes niveles de carbohidratos no gelatinizados en la dieta (0, 50,
100 y 150 g/ kg) con suplementacion de amilasa, sobre sus parametros
hematolégicos. Encontraron que el tratamiento de 50 mg/ kg mostro
concentraciones significativamente mayores en proteina total y globulinas,
mientras que el resto de los tratamientos no mostraron diferencias. Asi mismo, no
encontraron diferencias entre tratamientos en cuanto a albdmina y relacion
Albumina: Globulinas concluyendo que la dieta con carbohidratos no gelatinizados
(50%) suplementada con amilasa estimuld el sistema inmune de juveniles de L.

rohita .
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Lumsden et al. (2002) estudiaron el cultivo de Oncorhynchus
tshawytschade. Los animales presentaban abddémenes distendidos, dilatacion
gastrica, inflamacién de la vejiga natatoria y aumento en la mortalidad. No se
observaron ni ulceracion de la mucosa gastrica ni inflamacion de esta. Las
proteinas totales en 23 peces resultaron similares a aquellas en peces
clinicamente saludables, aunque no se midi6 la albumina para descartar
desequilibrios en la relacion albumina: globulinas, lo que podria indicar que
aunque los niveles de proteina totales no presentaron diferencias significativas, la
relacion albdmina: globulinas pudo estar completamente fuera de rango,
indicando deterioro de la salud,, comprobando la importancia que tiene realizar la
medicion de ambas variables para poder estudiar y definir el estado de salud de

los peces.

11.3.3 Glucosa

La glucosa es el principal carbohidrato que el organismo utiliza como fuente
de energia. Entra a través de la dieta y su concentracioén en la sangre depende de
una serie de factores, como son la liberacion de hormonas, produccion de glucosa
en el higado, su absorcién por parte del tejido muscular y adiposo estimulada por
la insulina, y el consumo de ésta por la actividad del organismo en general,
también hay células como las neuronas o los eritrocitos que consumen glucosa
independientemente de la presencia de hormonas (Stockham et al., 2002;

Campbell et al., 2007).
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Hutchins et al. (1998) estudi6 diferentes niveles y tipos de carbohidratos en
la dieta de juveniles de Morone chrysops encontrando que las concentraciones de
glucosa en el plasma fueron similares independientemente de la cantidad o tipo

de carbohidrato administrado.

Hemre et al. (1991) estudio el efecto de los carbohidratos sobre el estrés
de Gadus morhua, encontrando que los niveles de glucosa en plasma son
afectados por el estrés en mayor grado en peces cuya dieta incluye carbohidratos

gue en peces cuya dieta no los contiene.
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lll.- PROBLEMA DE ESTUDIO

El efecto de la composicion de la dieta con incremento de los niveles de
almidon y suplementadas con probioticos, se vera reflejado en las variables
hematoldgicas y por lo tanto, en la condiciébn de salud de juveniles de T.

macdonaldi.

IV.- HIPOTESIS

Las variables hematologicas permitiran evaluar el efecto de la dieta sobre

la condicion de salud de juveniles de T. macdonaldi alimentados con diferentes

niveles de almidon en dietas suplementadas con probidtico.
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V.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de dietas con diferentes niveles de almidén vy
suplementadas con probidtico sobre las variables hematoldgicas de juveniles de

T. macdonaldi.

V.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los valores del conteo total de glébulos rojos y hematocrito de la

sangre de juveniles de T. macdonaldi alimentados con dietas con diferentes

niveles de almidon suplementadas con probiotico.

Medir la concentracién de proteina, albumina y glucosa en el plasma de la

sangre de juveniles de T. macdonaldi.

Estimar la razén albumina: globulinas en la sangre de juveniles de T.

macdonaldi.

Relacionar los valores de las variables hematolégicas con la composicion

de las dietas y la condicion de salud de juveniles de T. macdonaldi.
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VI.- METODOLOGIA

V1.1 PROCEDENCIA DE LOS ORGANISMOS

Los juveniles de T. macdonaldi fueron proporcionados por la Unidad de

Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de Ciencias Marinas de la

Universidad Autbnoma de Baja California.

VI.2 DIETAS EXPERIMENTALES

Se utilizaron 5 dietas con 5, 10, 15, 20 y 25 % de almidon (Ver Tabla I).

Tabla I.- Composicion proximal (peso seco) de las dietas experimentales (% en
100 g dieta).

DIETA Proteina Lipidos Almidén Ceniza Energia (cal g™)
D5 53.1 21.7 6.2 11.8 5298
D10 53.1 18.9 10.6 114 5216
D15 52.3 15.7 15.3 12.5 5061
D20 51.8 14.3 20.8 12.0 5126
D25 50.9 121 23.7 12.4 4990

Nota: Los porcentajes de lipidos en las 5 dietas se ajustaron para obtener dietas isoenergéticas.
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V1.3 PROCEDENCIA DEL PROBIOTICO

Los probidticos fueron proporcionados por el laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia Marina del CICESE. La cepa fue aislada y seleccionada

de acuerdo a Ochoa-Solano y Olmos-Soto (2006).

V1.4 ORGANISMOS Y SISTEMA ACUICOLA EXPERIMENTAL

450 juveniles de T. macdonaldi fueron aclimatados con las dietas
experimentales durante 7 dias (Moksnesset al., 2004). El sistema de cultivo
consistié de 15 tanques con capacidad de 65 | con 30 peces cada uno en un
sistema semi-abierto con un recambio de 1.5 I/ min. Se utiliz6 agua de mar filtrada
a través de cartuchos de 20 y 5 y, un filtro de arena y lampara UV. Durante el
experimento se llevo el control de la temperatura (23 £1.0° C), el oxigeno (6 £0.5
mg/ 1) y el fotoperiodo neutro (12 luz: 12 oscuridad). El bioensayo de alimentacion
se realizd por triplicado, es decir, 3 tanques por tratamiento, esto durante 8
semanas en las cuales los peces se alimentaron a saciedad 2 veces al dia (8:00 y

16:00 horas). Al final de cada alimentacion se realiz6 la limpieza de los tanques.

VI.5 SUPERVIVENCIA

Se evalud la supervivencia de juveniles de T. macdonaldi mediante un

conteo inicial en cada tratamiento y un conteo al final del experimento.
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V1.6 CRECIMIENTO EN PESO Y LONGITUD

Se evaluo el crecimiento en peso (g) y longitud (cm) de los organismos utilizando
una cinta métrica con una precision de = 0.1 cm y una balanza digital cuya
precision es de + 0.01 g. Se realizaron 3 biometrias (inicial, intermedia y otra final)
de los organismos. Para facilitar la manipulacion de los animales durante los
muestreos, estos fueron anestesiados con 150 mg/ | de aceite de clavo diluido en

etanol a razon de 1:9, respectivamente (Agiero-Grande, 2008).

VI.7 MUESTREO DE SANGRE

Para el muestreo de sangre, se utilizaron jeringas estériles de 1 ml
adicionadas con 0.1 ml de solucién anticoagulante EDTA (3 mg de EDTA por ml
de sangre) (Garcia et al., 2007). Se muestrearon 8 peces al azar de cada tanque
a los gque se les extrajo sangre a través de una puncién cardiaca. Las muestras de
sangre fueron colocadas en tubos de polietileno de 1.5 ml y se mantuvieron en un
ambiente oscuro y en refrigeracion durante su andlisis. Con la sangre entera se
determiné el hematocrito, hemoglobina y conteo de eritrocitos. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 12 000 rpm durante 10 minutos a 4° C para
separar el plasma sanguineo del paquete celular, que se mantuvo a 4° C hasta el

analisis de glucosa, proteina y albumina (Garcia et al., 2007).

V1.8 ANALISIS HEMATOLOGICOS
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El conteo total de eritrocitos (cel/ ul) se llevo a cabo mezclando 20 pl de la
muestra de sangre en solucion de Dacie’s para peces en una proporcion de 1:50,
respectivamente (Goldenfarb et al., 1971). Posteriormente se utilizO una camara
de Neubauer y un microscopio compuesto a 40 X y se tomaron fotos digitales a
través del programa Pax-it. Los globulos rojos fueron contados a partir de las

fotografias digitalizadas de las celdillas de la camara de Neubauer.

Los analisis de proteina y glucosa se realizaron de acuerdo a las
especificaciones de los Kits de Pointe Scientific. lot. 722101-057 para proteina,

725004-236 para albumina y 805801-060 para glucosa.

Para el andlisis de hematocrito (Hk, %) se utilizé el método de
microhematocrito que consiste en centrifugar los capilares a 10 000 rpm durante
10 min. Posteriormente los capilares se colocaron en el lector de hematocrito
“Spirocrit Lancer” para determinar el porcentaje del paquete del volumen celular o

hematocrito.

El célculo del contenido de globulinas totales se realiz6 utilizando la

siguiente ecuacion:

Globulinas totales (g/ dl) = Proteina total en plasma (g/ dl) - albumina total en

plasma (g/ dl)
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La ecuacion que se utilizé para calcular la razén albumina: globulinas fue la
siguiente:

Razon albumina: globulinas = albumina total / globulinas totales

1.9 ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental fue aleatorio simple. Los datos se analizaron a
través de la prueba ANOVA de una via y se determinaron las diferencias
significativas entre tratamientos por el método de Holm-Sidak con niveles de
significancia de P < 0.05. Los datos que no cumplieron con la homogeneidad de
varianzas fueron analizados a través del método de Tukey. Los resultados se
reportaron como media +desviacion estandar. Todos aquellos valores expresados
como porcentajes, se transformaron con la funciébn arco seno y se evalud la
distribucion normal y la homogeneidad de varianzas. Las diferencias entre los
grupos de datos que no presentaron homogeneidad de varianzas se analizaron a
través de la prueba de Dunn. Los datos que no cumplieron con la distribucién de
normalidad fueron analizados por la via no paramétrica de Kruskal- Wallis y se

reportaron con el valor de la mediana.
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VIl.- RESULTADOS

VII.1 Crecimiento y Supervivencia

El peso ganado de los peces alimentados con la dietas D20 y D25 fue
significativamente (P< 0.05) mayor al de los organismos que recibieron la dieta
D5. Sin embargo el peso de los peces que se alimentaron con la dieta D10 y D15
fue similar al del resto de los grupos experimentales (Tabla Il). La supervivencia

fue del 100 % en todos los tratamientos.

Tabla Il.- Crecimiento y supervivencia de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas isoenergéticas e isoprotéicas con diferentes porcentajes
de almidén y adicionados con un probidtico.

Dietas Peso inicial, g *Peso final,g *Peso ganado, g Supervivencia, %

D5 11.42+0.18  63.93+1.51°  52.51+1.46° 100
D10  11.2740.12 69.37+2.41%°  58.10+2.52% 100
D15  11.38+0.12  70.50+3.64*  59.12+3.73* 100
D20  11.43+0.05  72.35+1.39%  60.92+1.41° 100
D25  11.36+0.11  73.64+2.46%  62.28+2.56° 100

* Superindices estadisticos a>b>c>d
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VII.2 Glébulos Rojos

Los organismos que consumieron dietas con 5 y 25 % de almidon
presentaron menos GR comparados con los grupos alimentados con 15y 20 %
de almiddn. Sin embargo los peces alimentados con 10 % de almiddn no tuvieron

diferencias con el resto de los tratamientos (Tabla IlI).

Tabla lll.- Pardmetros hematologicos de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con dietas isoenergéticas e isoprotéicas con diferentes porcentajes
de almidén y adicionados con un probidtico.

Dietas  GR * Hk * Pt * Al * Al:Glb*  Glu**
X10%cel/pl % g/ dI g/ dl mg/ dl

D5  1.2.40.3° 34+4° 1.5+0.1° 0.61+0.09°° 0.7+0.07° 47"
D10  1.5+0.2%* 36+4® 1.4+0.1*® 0.67+0.11™ 0.8+0.06" 34¢
D15  1.7#0.3% 39+4%® 1.4+0.1*® 0.77+0.09° 1.3+0.17% 38%
D20  1.6+0.4* 37+4%® 1.3+0.1° 0.70+0.08% 1.3+0.12* 76°
D25  1.4+0.3° 38+5* 1.3+0.1° 0.57+0.06° 0.8+0.06"° 66%

*Glébulos Rojos (GR), Hematocrito (Hk), Proteina (Pt), Albumina (Al), Globulinas (Gb), Relacion
Albumina/Globulina (A:G) y Glucosa (Glu). Los valores mostrados son la media + la desviacion
estandar.

** Analisis estadistico de Kruskal-Wallis, valor de mediana.

Los superindices alfabéticos indican diferencias significativas con una P<0.05 en donde a>b>c>d

VII.3 Hematocrito

Los organismos alimentados con las dietas D15 y D25 presentaron el Hk
significativamente (P<0.05) mas alto en relacién al de los peces con la dieta D5.
El Hk en los peces alimentados con 10 y 20 % de almidon en la dieta fue similar

(P<0.05) al resto de los grupos experimentales (Tabla Ill).
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VIl.4 Proteina

La concentracion de proteinas plasmaticas de los peces alimentados con la
dieta D5 fue mayor que en los organismos tratados con D20 y D25. La
concentracion de proteina en los peces que recibieron las dietas D10 y D15 no

presento diferencias significativas (P<0.05) con el resto de los tratamientos (Tabla

1

VII.5 Albumina

La concentracién de albumina en el plasma de los peces alimentados con
la dieta D15 fue significativamente (P<0.05) mayor que la de los peces que
recibieron las dietas D5, D10 y D25. Los organismos que recibieron la dieta con
25 % de carbohidratos presentaron significativamente (P<0.05) menor
concentracion de albamina en el plasma comparado con los peces que

consumieron las dietas D10, D15 y D20 (Tabla IlI).

VII.6 Relacion Al: Gb

Los peces de los tratamientos D15 y D20 mostraron una relacion Alb: Gb

significativamente (P<0.05) mayor a la encontrada en los demas tratamientos. Los

peces alimentados con el tratamiento D5 presentaron la menor relacion (Tabla 1l1).

VII.7 Glucosa
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La concentracion de glucosa plasmatica en los peces alimentados con la
dieta D20 fue estadisticamente (P<0.05) mayor a la encontrada en los organismos
tratados con D5, D10 y D15. Los organismos que recibieron la dieta con 10 % de
carbohidratos presentaron menor concentracion de glucosa comparados con los
tratamientos D5, D20 y D25. No obstante, no hubo diferencias significativas
(P<0.05) entre la concentracion de glucosa plasmaética entre los peces

alimentados con D5, D15y D25 (Tabla Il1).
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VIIl.- DISCUSIONES

VIIl.1 Crecimiento y supervivencia de juveniles de T. macdonaldi.

Los resultados en este estudio mostraron que los juveniles de T.
macdonaldi alimentados con dietas que contenian niveles de 20 y 25 % de
carbohidratos y suplementados con probiotico, presentaron un crecimiento mayor
a los peces alimentados con 5 % (ver Tabla Il). En un estudio que realizaron
Peres y Oliva-Teles (2002) reportan que la inclusion de carbohidratos en dietas de
hasta 25 % en corvina europea (Dicentrarchus labras) no mostraron efecto en el
crecimiento respecto a la dieta sin este nutriente. Asimismo, Moreira et al. (2008)
mencionan que el aumento de los niveles de carbohidratos en la dieta no mejoré
la tasa de crecimiento de (Dicentrarchus labrax). En este ensayo los peces que
fueron alimentados con carbohidratos de 20 a 25 % tuvieron un crecimiento mayor
al de los peces alimentados con 5 %. Los resultados obtenidos coinciden con lo
reportado por Hemre et al. (2002), quienes indican que la incorporaciéon de niveles
adecuados de carbohidratos en la dieta para peces carnivoros mejora el
crecimiento de los animales al sustentar las necesidades metabdlicas de glucosa
y disminuir la actividades de glucogénesis. Es posible que la disponibilidad de
azucares para el pez fue debido a la incorporacién de la bacteria probiética, la que
es probable que haya mejorado la digestion de los almidones y no el pez, ya que
totoaba como todos los peces marinos, tienen limitaciones en la capacidad

digestiva para utilizar adecuadamente altos niveles de carbohidratos en su dieta,
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como podria haber sido el caso de las dietas con 20 y 25 % de almiddn sin la

adicion de la bacteria probidtica.

En este estudio no se presentaron diferencias significativas (P<0.05) en la
supervivencia de los peces alimentados con los diferentes porcentajes de
carbohidratos incluidos en la dieta adicionados con probiotico, ya que en todos los
grupos experimentales se obtuvieron valores de 100 % de supervivencia. Ellis et
al. (1991) trabajaron con juveniles de tambor rojo (Sciaenops ocellatus)
alimentandolos con 6 dietas compuestas por diferentes concentraciones de lipidos
y carbohidratos y obtuvieron supervivencias de entre 71 y 88 % sin encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que concluyeron que la
supervivencia no se vio afectada por el consumo de carbohidratos o lipidos.
Asimismo, Barfiuelos Vargas en 2009 no encontré diferencias en la supervivencia
en juveniles de curvina blanca (Atractoscion nobilis) alimentados con 22 % de
carbohidratos en dietas adicionadas con un probidtico durante 8 semanas de
cultivo comparado con los peces del grupo control alimentados con 12 % de

carbohidratos sin probidtico.

Estudios previos han demostrado que el uso de probidticos en las dietas
para peces tienen efectos positivos sobre el crecimiento y el sistema inmunoldgico
y por lo tanto influyen en la supervivencia de los peces (Wang et al., 2008). De la
misma manera El-Haroun et al. (2006) y El-Dakar et al. (2007) evaluaron
supervivencia, crecimiento, composicion proximal y costo/beneficio del alimento

en el cultivo del pez Siganus rivulatus y O. niloticus, respectivamente, con dietas
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exoenergéticas e isoprotéicas adicionadas con probidtico Bacillus subtilis, y
reportaron que los peces mostraron mejor supervivencia, crecimiento y utilizacion
del alimento comparados con los controles que no contenian probiético. Ademas
de que los probidticos pueden mejorar los procesos digestivos, la supervivencia y
el crecimiento tanto en peces (juveniles de lenguado Solea senegalensis) como
en camarones (Ochoa-Solano y Olmos-Soto 2006; Saenz de Rodrigafiez et al.,
2009). Trejo-Ecamilla (2009) investigd en juveniles de corvina blanca
(Atractoscion nobilis) el efecto de dietas con diferentes niveles de carbohidratos
(10, 14, 18 y 22 %) adicionados con bacterias probidticas sobre el crecimiento y
supervivencia. En este estudio se concluydé en que las dietas con carbohidratos
como fuente de energia y adicionadas con bacterias probidticas mejoran tanto el
crecimiento como la supervivencia de los peces. Lo anterior podria explicar la
similitud en la supervivencia entre los grupos experimentales y la tendencia de
crecimiento ascendente por efecto del aumento de carbohidratos en la dieta de

los juveniles de T. macdonaldi.

VIIl.2 Hematologia

Los datos obtenidos durante este experimento de 8 semanas son el primer
estudio hematolégico realizado en juveniles de T. macdonaldi para encontrar el
efecto de la dieta sobre la salud de los peces a través del conteo de glébulos rojos
y hematocrito en la sangre y la concentraciéon de proteinas y glucosa en el
plasma. Debido a que la informacién publicada sobre hematologia en peces es

escasa y solo se han reportado pocos estudios en peces dulceacuicolas y en
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peces marinos con el fin de conocer los parametros normales de estas variables
hematoldgicas, para la interpretacion de los resultados de este experimento se
realiz6 un estudio documental sobre los parametros normales de especies
terrestres, de algunos datos de resultados en otras especies de peces de agua
dulce y en solo algunas especies marinas. Por lo anterior, este trabajo presenta
los primeros antecedentes en el conocimiento de las variables basicas de
hematologia y bioquimica sanguinea de juveniles de T. macdonaldi por efecto de
una dieta formulada con diferentes niveles de carbohidratos adicionada con

probiotico.

VIIIl.2.1 Glébulos rojos y hematocrito

Los conteos de glébulos rojos en la sangre de los juveniles de totoaba en el
presente estudio se encontraron en un intervalo de 1.2 + 0.3 a 1.7 + 0.3 X10° cel/
ul, lo que puede considerarse normal para organismos saludables, ya que como
reporta Thrall et al. (2006), los conteos de glébulos rojos pueden variar segun el
porcentaje de eritrocitos de reserva que los 6rganos hematopoyéticos liberan al
torrente sanguineo de acuerdo a los requerimientos del organismo en situaciones
normales. Aunque si existen diferencias significativas (P<0.05) entre los peces
alimentados con 15y 20 % de carbohidratos con los juveniles que recibieron los
tratamientos D5 y D25, de acuerdo a Stockham et al. (2002) en un pez saludable
el nimero de eritrocitos circulante va desde 1.0 hasta 3.0 X10° cel/ pl con un
almacén en 6rganos hematopoyéticos suficiente para aumentar desde un 30

hasta un 50 % el niumero de eritrocitos circulantes. También, Thrall et al. (2006),
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reportan que los conteos de globulos rojos pueden variar segun el porcentaje de
eritrocitos de reserva que los 6érganos hematopoyéticos hayan liberado al torrente
sanguineo de acuerdo a los requerimientos del organismo en situaciones
normales. Por lo que, en el presente estudio los valores observados en el conteo
total de glébulos rojos pueden considerarse como normales para organismos

saludables de totoaba.

Tavares-Dias et al., trabajaron en el 2008 con Brycon amazonicus, especie
tropical dulceacuicola, estudiando sus parametros hematolégicos. Los autores
encontraron conteos de glébulos rojos de 1.27 + 0.19 X10° cel/ pl. Asimismo,
Buenafio (2010) trabajo con juveniles de trucha arcoiris y encontré conteos de
glébulos rojos de 1.63 + 0.05 X10° cel/ pl. Ademas, Bafiuelos Vargas en (2009),
encontré que corvina blanca, especie marina carnivora, alimentada con 22 % de
carbohidratos en dietas adicionadas con un probiotico y diferentes niveles de
proteina, presenté rangos de entre 1.5 + 0.3y 2.1 + 0.3 X10° cel/ pl de glébulos
rojos. Esto sugiere que las variaciones en el conteo de los glébulos rojos en la
sangre de los juveniles de totoaba por efecto de los carbohidratos en la dieta se
mantuvieron dentro de los valores que pudieran considerarse normales para esta
especie. Por otra parte, se puede observar en nuestros resultados que los peces
con los niveles menos dispares entre carbohidratos y lipidos presentaron el mayor
conteo de globulos rojos (D10, D15 y D20) a diferencia de los grupos de peces
con contenidos bajos de carbohidratos con relacion a lipidos (D5) y contenido alto

de carbohidratos con relacion a lipidos (D25). Lo que sugiere probablemente que
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el balance de los nutrientes en la dieta formulada para los juveniles de totoaba

influye en la movilizacion de los globulos rojos en la sangre.

El hematocrito representa el volumen del paquete celular por lo que esta
directamente relacionado con el conteo de globulos rojos en la sangre. Las
diferencias significativas encontradas en el hematocrito de totoaba alimentadas
con diferentes concentraciones de carbohidratos en la dieta se encontraron en un
intervalo de entre 34 + 4 y 39 = 4 %. Las variaciones en los glébulos rojos y el
hematocrito se han asociado con la respuesta a un mecanismo de adaptacion a la
actividad metabdlica de los animales, especialmente en la obtencion de energia
derivada de los nutrientes de la dieta como proteinas, lipidos y carbohidratos
(Perez et al., 1983; Bastardo y Diaz, 2004; Hochachka y Lutz, 2005; Glencross,
2009). Bafuelos Vargas (2009) encontré un rango de entre 26.6 y 34.3 % sin
diferencias significativas en el hematocrito de juveniles de corvina blanca
alimentada con 22 % de carbohidratos en la dietas con diferentes niveles de
proteina digestible (44, 40, 34 y 29 %) y adicionada con un probidtico. Debido a
qgue las dietas empleadas en este trabajo de investigacion fueron isoprotéicas e
isoenergéticas con diferentes niveles de carbohidratos, ajustadas con el contenido
de lipidos y adicionadas con un probiédtico, es posible que las variaciones en los
porcentajes de los hematocritos encontrados en los peces alimentados con los
diferentes tratamientos se encuentren dentro de los rangos normales para
organismos saludables y relacionados con los valores normales en el conteo de

glébulos rojos de los juveniles de totoaba en este estudio. Esto indica que las



37

variaciones en el hematocrito son un reflejo de la variaciones en el conteo de
glébulos rojos por la reaccion fisiolégica de cada pez para ajustar el metabolismo
a su dieta, en particular a sus caracteristicas de variaciones individuales como

organismo (Glencross, 2009).

VIII.2.2 Proteina total, Albumina y Globulinas

Existe informacidén con respecto a valores de proteina plasmatica en otras
especies aungue no son investigaciones relacionadas con el efecto de la dieta
sobre las variables hematolégicas, como Buenafio (2010) quien trabajé con
juveniles de trucha arcoiris y encontré concentraciones de proteina total de 4.24
+0.16 g/ dl. Asimismo, Ellis et al. (1981) reportan como normal un intervalo de
proteinas plasmaticas de entre 1.68 g/ dl y 6.19 g/ dl en trucha farios (Salmo

trutta) saludables.

Se ha reportado que la concentracidbn de proteina plasmatica total se
relaciona directamente con el estado nutricional y la calidad del alimento (Atencio-
Garcia et al., 2007). La proteina total en el plasma de juveniles de totoaba se
encontré en un rango de entre 1.3 y 1.5 g/ dl. Bafiuelos Vargas (2009) reportd un
rango de entre 1.6 0.1y 3.5 + 0.2 por efecto de las dietas para corvina blanca
alimentada con 22 % de carbohidratos y diferentes niveles de proteina digestible
(44, 40, 34 y 29 %) en la dieta, reportando que los valores de 3.5y 2.5 g/ dl
mostraron alteraciones en la salud de los peces por efecto de la dieta (22 % de

carbohidratos y bajo contenido de proteina digestible 34 y 29 % respectivamente)
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y los valores del resto de los grupos con promedio de 1.6 g/ dl se consideraron
normales para curvina blanca. Por lo anterior, se puede inferir que los valores de
proteina plasmatica de los juveniles de totoaba se encontraron dentro de los
valores normales para esta especie y que el contenido de carbohidratos en la

dieta no afect6 el contenido de proteina plasmaéatica total.

La proteina total en el plasma esta constituida principalmente por la
albumina (que es la proteina mas abundante) y las globulinas, que representan en
general parte de la respuesta inmunolégica del organismo. Para ello se determina
la relacién albumina - globulinas que en la mayoria de las especies terrestres

(mamiferos, aves y reptiles) es alrededor de 1:1 (Thrall et al., 2006).

Buenafio (2010) trabajé con juveniles de trucha arcoiris y encontro
concentraciones de albumina de 2.18 + 0.10 g/ dl con una relacion entre albumina
y globulinas de 1.06. La concentracion de albumina plasmatica en los juveniles de
totoaba de este estudio mostr6 variaciones de 0.57 = 0.09 a 0.77 £ 0.09 g/ dl, con
mayor concentracion en los peces alimentados con 15 % de carbohidratos y
menor en los peces alimentados con 25 %. Sin embargo a pesar de las
diferencias en la concentracion plasmatica de albumina entre los grupos de peces
alimentados con diferentes contenidos de carbohidratos, la relacion albumina y
globulinas fluctué entre 0.7 £ 0.07 y 1.3 £ 0.17 con mayor proporcion en los peces
alimentados con 15 % y 20 % de carbohidratos y menor en los peces alimentados
con 5 %. Asimismo en estos 2 grupos de peces (D15 y D20) se observé mayor

crecimiento. Sin embargo, las diferencias estadisticas encontradas en el
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contenido de la proporcion albumina-globulinas en el plasma de los peces en este
estudio se mantuvieron alrededor de 1:1. Esto apunta a que las variaciones
encontradas pudieron darse sin alterar la salud de los peces y entenderse como
variaciones intrinsecas o propias de los organismos (Thrall et al., 2006). No
obstante, al comparar los grupos de peces con una relacion albumina-globulinas
de mayor proporciéon (D15 y D20), con el resultado de qué estos grupos de peces
presentaron mayor concentracion de albumina y mejor crecimiento, podriamos
inferir que es posible que estos resultados estén en concordancia a la cantidad de
carbohidratos vy lipidos en la dieta D15 (carbohidratos 15.3 y lipidos 15.7) y D20
(carbohidratos 20.8 y lipidos 14.3). Hemre et al (2002) indican que el balance en
las formulaciones entre el contenido de lipidos y almidén afecta directamente la
optimizacién en el uso de las proteinas de la dieta, dando como resultado un
mejor crecimiento cuando el porcentaje de los carbohidratos y los lipidos se

formulan con un contenido caldrico similar.

VIII.2.3 Glucosa

La concentracion de glucosa plasmatica en peces varia ampliamente entre
e intra especies. Las variaciones son dependientes de factores ambientales
incluyendo luz, temporada y la temperatura ambiental, asi como el tipo y cantidad
de carbohidratos en la dieta (Hemre et al., 2002). En estudios realizados con
Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) Barreto y Volpato (2006) reportaron
concentraciones de glucosa en plasma sanguineo de 39.6 y 34.2 mg/ dl, antes de

someterlos a un estrés determinado, de este trabajo podemos entender que los
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valores normales para tilapia del Nilo saludables se encuentran dentro del rango
antes mencionado. Por otra parte, Urbinati et al. (2006) reportaron niveles de
glucosa de 50.4 mg/ dl en organismos saludables y libres de estrés en Brycon
amazonicus, un pez dulceacuicola tropical, siendo este dato similar a los
encontrados en totoaba. Miller et al. (2007) encontraron niveles de glucosa de
75.6 mg/ dl en juveniles saludables de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
siendo muy cercano al limite superior observado en totoaba durante este
experimento. Con un nivel de glucosa plasmatica muy similar, Gomez-Manrique
(2009) observaron valores de glucosa plasmatica de 41 a 76 mg/ dl (Piaractus
mesopotamicus) en peces saludables. En esta investigacion se observo que la
concentracion de glucosa en el plasma de los peces fluctué en un rango de 34 a
76 mg/ dl con una tendencia de aumento en la concentracion de glucosa
plasmatica y del crecimiento respecto al contenido de carbohidratos en la dieta.
No obstante a que los peces carnivoros alimentados con dietas con alto contenido
en carbohidratos tienen pobre habilidad para manejar el exceso de glucosa
(Hemre et al., 2002; Moksness et al., 2004), el metabolismo de los carbohidratos
se ha advertido que varia en los peces dependiendo del nivel de carbohidratos en
las dietas formuladas (Hemre, 1992). Esto indica que los juveniles de totoaba
presentaron mayores hiveles de glucosa en el plasma cuando fueron alimentados
con mas carbohidratos, y que esto favorecié el aprovechamiento metabdlico de la
glucosa mejorando el crecimiento de los organismos sin exceder los niveles de

tolerancia para la especie durante 8 semanas de cultivo.
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Por otro lado Bafiuelos Vargas (2009) encontré una concentracion de glucosa de
entre 80 y 168 mg/ dl en corvina blanca alimentada con 22 % de almidon y
adicionada con probidtico, reportando como normales valores de 80.1 a 113.7 mg
/dl siendo estos niveles, sorprendentemente mayores a los encontrados en este
estudio en totoaba, aunque ambas especies son peces marinos y carnivoros. En
estudios realizados en salmoén del Atlantico se observo significativamente mayor
tolerancia a la glucosa en los peces en una temperatura ambiental de 12.5 °C
comparado con peces en temperatura de 2 °C, asimismo se reportdé un mejor
crecimiento y mejor utilizacion de los carbohidratos como fuente de energia en los
peces mantenidos a mas altas temperaturas comparado con bajas temperaturas.
(Hemre et al 1995; Hemre & Hansen 1998; Hemre et al 2002). Por lo anterior, las
diferencias tanto en la temperatura corporal como en las tasas metabdlicas de las
especies y el contenido de azucares en la dieta marcan la disparidad (Hemre
2002). La importancia de la temperatura se puede explicar por su influencia en la
actividad metabdlica en los peces, considerando que totoaba vive en un ambiente
de mas alta temperatura en comparacibn con la curvina blanca seria
comprensible que la capacidad de ambas especies para manejar, aprovechar y
tolerar niveles mayores de glucosa sea diferente, considerando que en su dieta
natural los niveles de carbohidratos son menores. Aunque este trabajo no tiene
como objetivo el estudio de la temperatura ambiental en relacién a la utilizacion o
metabolismo de los carbohidratos en la dieta y la concentracion de glucosa
plasmatica, podriamos inferir que es posible explicar la diferencia en las
concentraciones de glucosa plasmatica entre corvina blanca reportada por

Bafiuelos Vargas (2009) y los valores estimados en juveniles de totoaba en este
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estudio, ya que la corvina blanca es una especie distribuida en el Pacifico Norte y
en condiciones de laboratorio se mantiene a una temperatura ambiental de 19 +
1.0 °C, a diferencia de la totoaba que es una especie endémica del Golfo de Baja
California que se distribuye hasta Sinaloa (Ruiz y Dura, 1985), por lo que en las

condiciones de laboratorio la temperatura del agua se mantiene a 23 + 1.0° C.
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IX.- CONCLUSIONES

1 Crecimiento

Los juveniles de T. macdonaldi alimentados con dietas que contenian
niveles de 15, 20 y 25 % de carbohidratos y suplementados con un probiotico,
presentaron un crecimiento mayor a los peces alimentados con 5 % de

carbohidratos.

2 Supervivencia
La dieta con 5, 10, 15, 20 y 25 % de almidén y suplementadas con un
probidtico fueron adecuadas en juveniles de T. macdonaldi durante 8 semanas de

cultivo experimental sin afectar la supervivencia de los peces.

3 Glébulos Rojos

Los juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con dietas isoprotéicas e
isoenergéticas con niveles de almidon de 5, 10, 15, 20 y 25 %, y suplementadas
con un probidtico mostraron conteos de globulos rojos dentro de un rango que se

consider6 normal para la especie.

4 Hematocrito
El hematocrito de los peces se mantuvo dentro de un rango aceptable para

organismos saludables después de 8 semanas de cultivo.
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5 Proteina Total, Albumina y Razon Albumina: Globulinas

Después de 8 semanas de cultivo con dietas isoprotéicas e isoenergéticas,
adicionadas con 5, 10, 15, 20 y 25 % de almidén y suplementadas con un
probiotico, los organismos mostraron concentraciones de proteina total con una
tendencia de disminucién en la sangre en relacion incremento en el contenido de
almidon en el alimento. Sin embargo, los valores a pesar de las diferencias
significativas se estimaron dentro de un rango considerado normal para

organismos saludables.

De la misma manera, la concentracién de albumina plasmatica fluctué de
0.57 a 0.77 mg/ dI, valores que pudieron considerarse dentro de un rango normal,
debido a que la relacion albamina y globulinas fluctu6 entre 0.7 £ 0.07 y 1.3 £ 0.17

en el plasma de los peces con una razén que se mantuvo alrededor de 1:1.

Sin embargo, se observé que el balance en las formulaciones entre el
contenido de almidén y lipidos, afectd directamente la optimizacion en el uso de
las proteinas de la dieta, debido a que los peces con mayor proporcién de Al: Gb
(D15, D20 y D25), presentaron mayor concentracion de albumina y mejor
crecimiento cuando el porcentaje de los carbohidratos se formularon con un

contenido calérico similar o mayor a los lipidos.

6 Glucosa
Al mismo tiempo, en esta investigacién se observé que la concentracion de

glucosa en el plasma de los peces presentd una tendencia de aumento



45

proporcional al contenido de carbohidratos en la dieta, congruente con el
crecimiento, lo que favorecié a los peces alimentados con D20 y D25 en la
utilizacion metabolica de glucosa sin exceder el nivel de tolerancia en la sangre de

los juveniles de totoaba.

Los resultados de este estudio apuntan a que cuando la cantidad de
carbohidratos en la dieta fue similar o mayor al contenido de lipidos como en las
dietas D15, D20 y D25, los juveniles de T. macdonaldi mejoraron su crecimiento y
que la adicién del probidtico favorecio la utilizacion de los carbohidratos y el
aprovechamiento de las proteinas de la dieta, sin alterar la salud de los peces

durante ocho semanas de cultivo.
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X.-RECOMENDACIONES.

Se sugiere realizar estudios de investigacion sobre los valores de las
variables hematoldgicas y metabodlicas de juveniles de T macdonaldi bajo
condiciones Optimas tanto ambientales como nutrimentales en cautiverio, con el
fin de poder establecer parametros normales para esta especie y generar
resultados del efecto de las variaciones nutricionales por las dietas que puedan

estimar con mayor fidelidad la salud o no de los organismos.
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