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JUVENILES DE TOTOABA (Totoaba macdonaldi).

Heraclio Manuel Espinosa Acevedo

RESUMEN

Algunos de los pardmetros a evaluar para conocer el rendimiento de un cultivo
acuicola son la supervivencia, el crecimiento y la eficiencia en la utilizacion del
alimento, sin embargo, la salud de los peces juega un papel muy importante en
estos aspectos debido a que un desequilibrio del estado de salud interviene en los
costos de produccion. Una de las herramientas para evaluar y diagnosticar cualquier
alteracion relacionada con el estado fisiol6gico y metabdlico de los organismos es
la hematologia y la quimica sanguinea. En el presente estudio, se evalud la
respuesta en la hematologia y quimica sanguinea de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados durante ocho semanas con dietas isoprotéicas e
isoenergéticas que contenian distintos niveles de proteina de soya (0, 15, 30, 45,
60, 75, 90 y 100 %) denominadas como DC, SP15, SP30, SP45, SP60, SP75, SP90
y SP100. Para conocer el efecto de la inclusién de proteina de soya se evaluod la
salud de los peces mediante conteo de eritrocitos, hematocrito y hemoglobina
(hematologia), media del volumen celular, media de la concentracién de
hemoglobina y concentracién media de hemoglobina celular (indices eritrocitarios o
Wintrobe) y en plasma glucosa, proteina total, albumina y relacién albumina:
globulinas (quimica sanguinea). Los resultaron obtenidos mostraron que el peso
ganado (PG) fue significativamente mayor en los peces alimentados con 15y 30 %
de proteina de soya respecto a los otros tratamientos, ademas fueron
significativamente mayores en la ingesta diaria de alimento (ID) y menores
significativamente en la tasa de conversion alimenticia (TCA), pero sin diferencias
significativas con la DC y SP45, respectivamente. En la salud de los peces se
observd una disminucién en la concentracion de glébulos rojos, hematocrito y
hemoglobina siendo estos dos Uultimos significativamente mayores en los
organismos alimentados hasta con 30 % de proteina de soya (SP30) con respecto
a los tratamientos de mayor inclusion, los Indices Wintrobe no mostraron una
tendencia clara, sin embargo, de acuerdo a la media del volumen celular del
eritrocito (MVC), las variables de MHC y MCHC expresaron valores reducidos en la
DC sin inclusion de proteina de soya y en las dietas SP90 Y SP100, lo cual podria
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ser un trastorno del eritrocito debido a los niveles bajos en la concentracion de
hemoglobina (eritrocito hipocromico) observado en los organismos alimentados con
las dietas DC, SP90 y SP100. La concentracion de glucosa en plasma no mostré
una tendencia clara entre los tratamientos, vario entre 35y 56 mg dL%, la proteina
total y albumina disminuyeron con la inclusion de proteina de soya en la dieta, la Pt
en plasma fue mayor significativamente en el tratamiento DC y la Alb fue menor
significativamente en la dieta SP90 con respecto a los otros tratamientos. La
relacion Alb:Glb mostr6 una menor concentracion de albumina y globulinas siendo
menor en las dietas DC. SP15, SP90 Y SP100 con respecto a los tratamientos con
niveles de inclusion de 30 a 75 % de proteina de soya. Los resultados de este
estudio sugieren que la salud de los peces no es afectada con un reemplazo de
hasta 45 % de proteina de soya por proteina de pescado durante el periodo de 8
semanas de cultivo de juveniles de T. macdonaldi.
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1.0. INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad que tiene como objetivo la producciéon de
especies acuaticas en medios controlados o semi-controlados, en ambientes
naturales o artificiales a distintas escalas de cultivo (Castello, 1993; Mata, 2010). La
practica de esta actividad ha permitido que ésta se sitle como uno de los principales
sectores de produccion de alimento, presentando un crecimiento anual del 6%,
superior al que puede ofrecer cualquier otra industria del sector agropecuario y
pesca. Este crecimiento sostenido se ha dado en gran parte a que la pesca se
encuentra en un estancamiento, siendo 2009 el afio en que alcanzo6 su nivel tope
de capturas con un total de 90 millones de toneladas anuales (FAO, 2012).

Dentro de las actividades que integran al sector productivo acuicola (la
acuacultura) se encuentran el cultivo de moluscos, crustaceos, anfibios, plantas y
peces. En 2011 se abastecieron 63,6 millones de toneladas al mercado de
productos cultivados, lo que representa el 41.3% de la produccion mundial
(excluyendo la produccion por plantas). La piscicultura constituye mas del 60% de
la produccién mundial acuicola con un volumen de 40 millones de toneladas, sin
embargo, la produccion de peces marinos por maricultura solo representan el 3.1%,
equivalente a 1.8 millones de toneladas (FAO, 2012).

El poco éxito de la piscicultura marina se debe al poco desarrollo en
tecnologia y problemas asociados con la nutricibn, esto Ultimo representa la
principal limitante para el desarrollo de cultivo de peces, considerando que el

alimento llega a representar cerca del 60% de los costos de produccion (Anderson

1
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et al., 1993). En especies de peces carnivoros la alimentacion tiene un efecto mas
notable, debido a que los requerimientos de proteina en la dieta son mas elevados
y forman uno de los componentes mas importantes en la nutricion, siendo las
proteinas el constituyente organico mas abundante en los peces (Wilson, 2002).

La harina de pescado como aporte de proteina en el alimento formulado para
peces carnivoros es uno de los principales insumos de la industria acuicola,
demandando mas del 80% de la produccion mundial de este nutriente, ya que los
peces requieren cantidades superiores de 45 % de proteina en sus dietas. Por lo
tanto, en el estudio de la nutricibn en peces marinos carnivoros, es fundamental el
desarrollo de dietas con un menor costo, utilizando otras fuentes de proteinas mas
econdmicas y disponibles que permitan el desarrollo de la actividad sin ocasionar
problemas relacionados al crecimiento y salud de los peces en cultivo (Moksness et
al., 2004; Tacon y Metian, 2008).

En México, el cultivo de peces marinos representa un gran potencial, debido
a la gran extensién de litoral y zonas para su cultivo; los pocos cultivos existentes
se localizan en el noroeste del pais. Sin embargo, la gran diversidad de especies
con gran potencial para cultivo (peces marinos) que representan un elevado valor
en el mercado, requieren de un grado tecnoldgico desarrollado para llevar a esta
actividad a escala de cultivo comercial (Alvarez et al., 1999; Avilés-Quevedo y
Castell6-Orvay, 2004).

Dentro de las especies marinas con potencial acuicola en México que
cuentan con un estado de desarrollo tecnologico y con un alto valor comercial en el
mercado nacional e internacional se encuentran el lenguado de california

(Paralichthys californicus), jurel cola amarilla (Seriola lalandi), cabrilla arenera

2



Heraclio M. Espinosa. Junio 2014

(Paralabrax maculatofasciatus), pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), botete diana
(Sphoeroides annulatus), corvina blanca (Atractoscion nobilis) y totoaba (Totoaba
macdonaldi) (Kent et al., 2001; Civera-Cerecedo et al., 2002; Conklin et al., 2003;
Avilés-Quevedo y Castell6-Orvay, 2004; Ibarra-Castro y Alvarez-Lajonchere, 2011;
Duncan et al., 2003; Gisbert et al., 2004; Garcia-Ortega et al., 2009; Lépez et al.,
2009; Galaviz et al., 2011; True, 2012). Para que estas especies tangan éxito en el
desarrollo a escala comercial, la formulacion y elaboracién de dietas a bajo costo
es fundamental, ademas es necesario que las dietas formuladas confieran
crecimientos adecuados, sobrevivencias elevadas y organismos saludables (Silva-
Carrillo et al., 2012).

Con base a lo anterior, es indispensable la sustitucion de los productos que
aportan los nutrientes como proteinas y lipidos derivados del pescado, con el fin de
elaborar dietas a bajo costo, debido a que los productos primarios para la
elaboracion de harinas que provienen principalmente de la pesqueria de pelagicos
menores como sardina, arenque y anchoveta, han disminuido durante los ultimos
afos, ademas se ha observado que estas pesquerias se encuentran sobre
explotadas, aunado a que las diez principales poblaciones de peces de captura a
nivel mundial se encuentran en un estado de estancamiento con pocas posibilidades
de recuperacion (Tacon y Metian, 2008; FAO, 2010; FAO, 2012).

Para la acuicultura esto representa un aumento en costos, porque los
productos escasean y a la vez se encarecen para el desarrollo de esta actividad que
ha crecido significativamente en los ultimos afos. La utilizacion de proteina derivada
del pescado es fundamental para la alimentacion de los organismos de cultivo, por

ser estos ingredientes los que contienen un perfil de aminoacidos adecuado, alta

3
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digestibilidad y bajo contenido de sustancias antinutricionales, lo que da como
resultado excelentes rendimientos en cultivo. Sin embargo, como ya se comento, el
alimento formulado para estas especies es costoso debido a la poca disponibilidad
de harina de pescado en el mercado, lo que obliga a buscar fuentes alternativas de
proteina para apoyar crecimiento de la acuicultura (Gatlin et al., 2007; Kasper et al.,
2007; FAO, 2010; Cabral et al., 2011; Olsen y Hasan, 2012).

En la actualidad se estan realizando estudios con el fin de sustituir la proteina
de harina de pescado por proteinas mas econdémicas de origen vegetal,
principalmente cuando se trata del cultivo de peces marinos carnivoros. La intencion
de estas investigaciones es buscar sustituir parcial o totalmente la harina de
pescado por proteina de origen vegetal, formulando dietas que no afecten la salud
de los organismos, y que cubran los requerimientos nutricionales, con el fin de
obtener buenos crecimientos y sobrevivencias elevadas (Hardy, 1999; Alami-

Durante et al., 2010; Silva-Carrillo et al., 2012; Hosseini y Khajepour, 2013).

Considerando las especies de peces carnivoros que presentan potencial
para cultivo comercial, cuentan con un grado de desarrollo experimental y que son
cultivadas comercialmente, se encuentran Salmo salar (Refstie et al., 1998; Hemre
et al., 2005; Mundheim et al., 2004), Oncorhynchus mykiss (Collins et al., 2012),
Huso huso (Hosseini y Khajepour, 2013), Gadus morhua (Olsen et al., 2007),
Lutjanus guttatus (Silva-Carrillo et al., 2012), Ictalurus punctatus (Peres et al., 2003),
Lates calcarifer (Tantikitti et al., 2005), Morone saxatilis (Savolainen y Gatlin, 2010),

Solea senegalensis (Cabral et al., 2011) se ha logrado reemplazar en la dieta hasta
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un 60 % de la harina de pescado por harinas vegetales sin comprometer el

crecimiento y la salud de los organismos.

Dentro de las harinas que han sido estudiadas y consideradas aptas para
reemplazar en un porcentaje o totalmente la harina de pescado en la dieta de
organismos de cultivo se encuentran las provenientes de canola, algodén, maiz,
papa, trigo y soya. Esto debido a que estas harinas se encuentran disponibles en el
mercado, se pueden producir de manera sustentable y a un precio mas econémico
(Glencross et al., 2004; Mundheim et al., 2004; Gatlin et al., 2007; Hansen et al.,

2007; Barrows et al., 2010).

En peces, una de las principales alternativas para sustituir la harina de
pescado ha sido la harina de soya, por sus propiedades nutricionales y alto
contenido de proteina cruda con un perfil de aminoacidos adecuado (Carter y
Hauler, 2000; Torstensen et al., 2008). Por lo anterior, la harina de soya es apta
para la alimentacion de peces herbivoros y omnivoros (Gao et al.,, 2011). Sin
embargo, el reemplazo de la harina de pescado en la dieta de peces carnivoros ha
sido una tarea dificil, debido a la baja capacidad de absorcion de su tracto digestivo,
por la influencia negativa de sustancias anti-nutricionales presentes en la soya, y
como consecuencia, al riesgo en el estado de salud de los organismos y su

adecuado desarrollo (Barrows et al., 2007; Skugor et al., 2011).

En formulaciones que contienen harina de soya se han encontrado algunos
compuestos bioactivos o factores anti-nutricionales presentes en las harinas
vegetales, tales como los inhibidores de tripsina, carbohidratos insolubles,
saponinas y algunas proteinas que afectan la respuesta inmune de los peces

5
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carnivoros, que afectan la salud de los organismos. (Barrows et al., 2007; Gatlin et

al., 2007; Weeks y Garling, 2010).

Para conocer el estado de salud de los organismos alimentados con dietas
elaboradas con proteina de soya, existen diferentes indicadores que pueden ser
utilizados para estimar los efectos de la calidad del dieta utilizada en la salud del
organismo (Thrall et al., 2006). Dentro de éstos se encuentran los estudios clinicos
de la laboratorio, como la hematologia y quimica sanguinea, y andlisis histolégicos
y moleculares. Haciendo referencia a los dos primeros, el estudio de la hematologia
y bioquimica sanguinea es una herramienta que nos permite estudiar el tejido
sanguineo, debido a que es la sangre la que se encarga de procesos fisiologicos
tales como: a) el transporte de oxigeno a todo el organismo a través de la
hemoglobina contenida en los glébulos rojos; b) del intercambio de nutrientes
contenidos en el plasma sanguineo como la glucosa, aminodacidos, proteinas
plasmaticas (albumina y globulinas), lipidos y sales minerales procedentes del
aparato digestivo, transportados por la sangre al higado para su metabolismo y
distribucion posterior a todas las células del cuerpo. c) Asimismo, la sangre es la
encargada del intercambio de productos de desecho del metabolismo celular para
su transformacién y/o eliminacion para el mantenimiento de la homeostasis, de esta
manera, la sangre intercambia el oxigeno por el didxido de carbono desde todas las
células del cuerpo, el qué, dentro de glébulos rojos se transforma en bicarbonato y
se transporta en el plasma hasta el aparato respiratorio, donde se disocia de nuevo,
en los glébulos rojos en CO2.y H20, y éste finalmente es eliminado en la expiracion.

d) La sangre también transporta mensajeros quimicos como las hormonas; €) la
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sangre participa en el sistema inmunoldgico ya que transporta como respuesta a las
lesiones o alteraciones que producen inflamacion por causas diversas, a los
glébulos blancos e inmunoglobulinas, que son parte del sistema de defensa del
cuerpo; f) la sangre también mantiene la homeostasis de los liquidos intra y
extracelulares; g) participa en el mantenimiento del estado acido-basico; h) como
también participa en la coagulacion de la sangre a través del transporte de las
plaguetas y factores de coagulacion (Stockham y Scott, 2008). Los analisis
hematoldgicos nos permiten conocer el estado interno del organismo y observar si
este presenta un desvio de la homeostasis y por lo tanto, del estado de salud de los

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

El estudio de la sangre abarca el conocimiento de sus componentes y
cualquier alteracion fisiologica del estado normal de salud relacionada con ellos
(Valenzuela et al., 2003). La sangre est4 compuesta por dos estados, el sélido y el
liquido. El primero corresponde al grupo de células de la sangre que son producidos
en los organos hematopoyéticos (eritrocitos, leucocitos, linfocitos, monocitos y
trombocitos o0 plaquetas); el estado liquido esta compuesto por agua (91%),
proteinas (8%) y otros componentes (electrolitos, metabolitos, lipidos y hormonas).
Los eritrocitos representan las principales células sanguineas, el volumen que
ocupan éstos en circulacion es denominado hematocrito, considerado como el
volumen del paquete celular. En peces estas células son diferenciadas por tener un
nacleo de forma ovalada, posicion central y ser producidos en &organos

hematopoyéticos (rifidn, el timo y el bazo) (Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007).
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La proporcion del volumen sanguineo en peces es aproximadamente del 2 al 4 %

del volumen corporal (Jaramillo-Schadebrodt, 2005).

Debido a que el presente estudio es uno de los primeros realizados en
juveniles de totoaba para conocer el efecto de la sustitucion de proteina de pescado
por proteina de soya como fuente principal de proteina en la dieta, sobre la
respuesta hematologica y de bioquimica sanguinea, se considera que los resultados
obtenidos orientaran sobre cambios en la sangre y posibles alteraciones organicas
0 sistémicas que pudieran afectar a los peces, por lo que seran una aportacion

considerable en los estudios relacionados con la nutricién de esta especie.

2.0. ANTECEDENTES

2.1. ANTECEDENTES DE LA ESPECIE DE ESTUDIO.

Totoaba macdonaldi es el pez carnivoro mas grande de la familia Sciaenidae,
endémico del Golfo de California (Cisneros-Mata et al., 1997), llega a alcanzar
longitudes mayores de 2 metros y pesos de 135 kilogramos; su distribucion abarca
desde la desembocadura del Rio Colorado hasta el Rio Fuerte de Sinaloa y Mulege,

Baja California Sur en México (Berdegué, 1955; Cannon, 1966).

La disminucién poblacional reflejada en la baja de capturas de la especie,
oblig6b a que las autoridades la anexaran en la lista de especies en peligro de
extincion, encontrandose en veda total desde 1975, y por la Convencién
Internacional sobre el Trafico de Especies Silvestres desde 1976 (CITES, 2005,
SEMARNAT-CONANP, 2007). Las principales causas que originaron estos eventos
estan ligadas a la sobreexplotacién y la afectacion del habitat, principalmente por la
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disminucion del efluente del Rio Colorado, que ocasionaron pérdidas en areas de
desove. Los esfuerzos por la recuperacion del habitat se iniciaron en 1994, tras el
estudio de la reproduccion de la especie en cautiverio, seguido por su repoblamiento
con liberaciéon de juveniles al medio natural (True et al., 1997; Sandoval-Garibaldi,
2002). Actualmente se conoce el ciclo de vida y la biotecnia de cultivo para la

especie (True, 2012).

Dentro del esfuerzo para la recuperacion de totoaba, se encuentran los
estudios realizados en la descripcion del desarrollo embrionario (Morales, 1999);
morfologia del desarrollo larval (Sandoval-Garibaldi, 2002); desarrollo del tracto
digestivo y actividad y expresion de enzimas digestivas en larvas y juveniles de esta
especie (Galaviz, 2011). Ademas se han realizado estudios nutricionales de la
especie, entre los mas importantes destacan, la determinacion de perfiles de acidos
grasos (Lopez et al., 2006), y niveles de alimentacion (Solérzano, 2006). También
se han realizado estudios hematoldgicos que describen el efecto de las dietas en la
salud del pez por alimentacién con distintos niveles de almidén y suplementadas
con probiotico (Salcedo-Martin, 2011), la respuesta del metabolismo intermediario,
sistema antioxidante, respuesta hematoldgica y bioquimica sanguinea e histologia
hepatica de juveniles ante la inclusion de proteina de soya y almidén en dietas

suplementadas con taurina (Tesis, Bafuelos-Vargas, 2014).

2.2. HEMATOLOGIA EN PECES
El estudio de los requerimientos nutricionales de los organismos de cultivo
ha servido para formular dietas que se asemejen a los habitos de alimentacion

obtenidos en el medio natural, sin embargo, con el fin de encontrar mejores costos
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de produccion en cultivo de peces, las dietas son modificadas de tal manera que en
ocasiones la capacidad de los organismos para asimilar el alimento son negativas
debido a las caracteristicas de los ingredientes que componen a la dieta y la
constitucion y fisiologia especifica de las especies del sistema digestivo, lo que se
refleja en una mala nutricién y la presencia de condiciones de salud inadecuadas
para una produccion eficaz, donde lo que se espera es obtener crecimientos
elevados y altas sobrevivencias. Para evaluar este impacto, es necesario estudiar
las condiciones de salud de los organismos, una de las herramientas para hacerlo

es la respuesta en hematologia y bioquimica sanguinea (Thrall et al., 2006).

Los analisis hematoldgicos y de bioguimica sanguinea permiten obtener
resultados de manera rapida de efectos provenientes por alteraciones en las
condiciones fisioldgicas o metabdlicas que afectan la salud de los peces debido a
las condiciones nutricionales, ambientales, fotoperiodo y variaciones por la edad de
los organismos. Es una herramienta utilizada como indicador de salud tanto de
organismos de habitats silvestres (Atencio-Garcia et al., 2007), como reproductores,
alevines y juveniles cultivados (Bastardo y Diaz, 2004; De Pedro et al., 2005;
Centeno et al., 2007). A partir de estos indicadores se puede evaluar la condicién
fisiolégica de los peces por impacto o debido a las dietas utilizadas en la

alimentacion de los organismos (Glencross et al., 2007).

Con base en esto, se han realizado estudios hematolégicos en la nutricién de
tilapia hibrida, tilapia nilotica y bagre de canal, donde las dietas contenian como
fuente de proteina, harina de algodon, como resultado los investigadores

observaron una disminucion en el contenido de hemoglobina y del hematocrito, lo
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que fue un reflejo de la toxicidad de los compuestos polifenoles presentes en la
harina de algoddén (Herman, 1970; Mbahinzireki et al., 2001; Yue y Zhou, 2008). En
otro estudio en Notemigonus crysoleucas, se report6 bajo contenido de hematocrito,
hemoglobina y linfocitos, estos signos clinicos se atribuyeron a deficiencias de
vitaminas (a-tocoferol) en la dieta lo que afectd la supervivencia de los peces en
cultivo (Chen et al., 2004). Asimismo, en estudios en peces carnivoros de agua
dulce como en la lobina negra (Micropterus salmonides) la respuesta inmune no-
especifica se afectd al sustituir en la dieta la fuente de proteinay lipidos (Subhadra
et al., 2006). Por el contrario, el reemplazo del aceite de pescado por una fuente de
lipidos proveniente de aceites vegetales no reporté efectos sobre la respuesta

hematoldgica y supervivencia de Oncorhynchus kisutch (Twibell et al., 2012).

También se ha reportado el efecto que tuvieron la cantidad y niveles de la
proteina digestible en dietas suplementadas con probidtico, sobre la variables
hematol6gicas de juveniles de corvina blanca (A. nobilis), en este estudio se observé
un aumento en los niveles de hemoglobina al disminuir los contenidos de proteina

digestible (Bafiuelos-Vargas, 2009).

En otros estudios reportados en peces carnivoros, los incrementos de niveles
de glucosa en la sangre fueron relacionados con la disfuncionalidad metabdlica del
higado, por el efecto de los niveles elevados de carbohidratos en la dieta, ademas
de una intolerancia a la glucosa. En mamiferos esto uUltimo se refiere a la
incapacidad del organismo para hacer uso de una alta carga de glucosa, la cual se

manifiesta clinicamente con una hiperglicemia persistente lo que se ve reflejado en
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un crecimiento reducido (Hilton et al., 1987; Wilson, 1994; Moon, 2001; Hemre et

al., 2002).

En juveniles de T. macdonaldi alimentada con dietas elaboradas con dos
niveles (30 y 60%) de proteina de soya como nutrientes para reemplazar la fuente
de proteina animal (harina de pescado) con y sin suplemento de taurina, se observo,
que la respuesta hematoldgica y bioquimica sanguinea indicé que en los peces
alimentados con alto nivel de proteina de soya, aunque la respuesta mejord con la
suplementacién de taurina, ésta no fue suficiente para prevenir el desarrollo de
anemia hipocrémica, con disminucién significativa de la concentraciéon de
hemoglobina en los glébulos rojos. EI mismo patron se observé en el perfil
plasmatico de proteinas (albumina, globulinas y razén albumina: globulinas) donde
los peces alimentados con alto contenido de soya desarrollaron una respuesta mas
severa de hipoalbuminemia e hiperglobulinemia, aunque la sustitucion de taurina
mejord levemente esta condicion relacionada con inflamacion intestinal por dafio
relacionado con los antinutrientes contenidos en la harina de soya. También se
observé un aumento del conteo de glébulos rojos y las proteinas plasmaticas en los
peces alimentados con las dietas con soya, lo que indic6 deshidratacién en los
peces, sin embargo la adicion de taurina mejoré esta condicion en los peces
alimentados con ambos niveles de soya. Por los resultados, los autores
recomiendan realizar mas estudios para determinar el contenido adecuado de soya
y de suplementacién de taurina para el crecimiento y desarrollo saludable en el

maricultivo de totoaba (Bafuelos Vargas, 2014).
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Los parametros hematologicos y bioquimicos pueden cambiar de acuerdo a
las condiciones ambientales. De Pedro et al. (2005), encontraron que en la tenca
(Tinca tinca) se presentaron variaciones diarias y estacionales, relacionadas a
diversas situaciones ambientales y fisioldégicas que suceden durante el afio, como
son eventos de reproduccion, parametros fisicoquimicos del agua y disponibilidad
de alimento. Es necesario tomar en cuenta estos fendmenos al utilizar esta

herramienta para evaluar el estado de salud de los organismos.

Debido a que la hematologia ha tenido mayor aplicacion en especies de
peces de agua dulce, mientras que en peces marinos existe poca informacion con
respecto a estos estudios, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la influencia
del contenido de proteina de soya en la dieta y su efecto sobre la hematologia y

quimica sanguinea en juveniles de Totoaba macdonaldi bajo condiciones de cultivo.
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3.0. HIPOTESIS

La sustitucion parcial de la proteina de pescado por proteina de soya en las
dietas para juveniles de Totoaba macdonaldi cultivados bajo condiciones
controladas, tendra un efecto significativo en la hematologia y quimica sanguinea

de los organismos.

4.0. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la respuesta hematoldgica y de quimica sanguinea en juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con diferentes concentraciones de proteina de soya en las

dietas.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar la cantidad de glébulos rojos, valores de hematocrito,
hemoglobina y los indices Wintrobe en la sangre de juveniles de Totoaba
macdonaldi alimentados con diferentes concentraciones de proteina de soya

en las dietas.

[N

Medir la concentracion plasmatica de proteina, glucosa y albamina, la
relacion albumina: globulinas del plasma de juveniles de Totoaba macdonaldi
alimentados con diferentes concentraciones de proteina de soya en las

dietas.
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5.0. METODOLOGIA

5.1 DIETAS EXPERIMENTALES

Las dietas experimentales fueron producidas a partir de dos fuentes de
proteina, harina de pescado y proteina de soya, la elaboracién se realizo en la
Unidad de Biotecnologia en Piscicultura (UBP) de la Facultad de Ciencias Marinas

(FCM) de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC).

Se formularon ocho dietas isoproteicas e isoenergéticas variando la
sustitucion de harina de pescado por harina de soya con un 0, 15, 30, 45, 60, 75, 90
y 100 %, de reemplazo en proporcion de la fuente de pescado, etiquetadas como

DC, SP15. SP30, SP45, SP60, SP75. SP90 y SP100, respectivamente.

Los ingredientes secos (harina de pescado vy krill, proteina de soya, cloruro
de colina, vitaminas, minerales, acido ascoOrbico) se homogenizaron en una
mezcladora marca HOBART (modelo A 2000) y se afadié aceite de pescado con
vitamina E para prevenir los efectos de la rancidez oxidativa de los ingredientes,
posteriormente se agregaron el almidén cocido y la gelatina disuelta en agua
caliente de forma liquida para obtener pellets, estos se secaron en una estufa de
conveccion a 70°C por 24 horas, hasta obtener una humedad inferior a 5% vy los
pellets estuvieran completamente secos para ser suministrados a los organismos
en cultivo. Terminada la elaboracion de las dietas se almacenaron en bolsas de

plastico impermeables a una temperatura de -20°C hasta ser utilizadas.
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Tabla I. Composicion proximal de las dietas experimentales utilizadas para juveniles
de Totoaba macdonaldi, variando los niveles de proteina de soya (g 100 g de
muestra).

Dietas Proteina Lipidos Ceniza ELN Energia (kJ /g)
DC 49.1 12.8 7.5 5.8 19.7
SP15 49.4 11.9 7.1 9.4 19.0
SP30 48.1 12.3 6.7 12.2 18.6
SP45 47.9 12.4 6.7 13.2 18.6
SP60 49.1 12.0 6.3 14.5 18.4
SP75 49.4 11.9 5.6 15.6 18.4
SP90 48.6 11.8 5.2 16.7 18.3
SP100 47.7 11.8 4.8 22.8 17.4

5.2. OBTENCION DE ORGANISMOS
Los organismos se obtuvieron del laboratorio UBP de la FCM de la UABC,
donde se seleccionaron un total de 480 organismos de 50.0 £+ 3.0 g para la

realizacion del experimento.

5.3. SISTEMA DE CULTIVO EXPERIMENTAL

Se trabajé en un sistema de cultivo semi-cerrado “Guelph” con 24 tanques
con agua de mar a una temperatura de 23 +1°C y un recambio de 50% diario,
abastecido con agua de mar filtrada hasta 5 micras, filtro biolégico y luz ultravioleta
utilizados para mantener la calidad de agua, las condiciones de fotoperiodo fueron
de 12 horas por 12 horas de obscuridad (12:12, L: O) que se regularon de manera
automatica. En este sistema se realiz6 el bioensayo de alimentacion por triplicado
con juveniles de T. macdonaldi por un periodo de 12 semanas, realizando registros
diarios de calidad del agua (amonio, nitritos, nitratos, oxigeno, pH, y temperatura) y
la alimentacién fue proporcionada dos veces al dia (8:00 y 16:00, horas) hasta

saciedad aparente.
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5.4. MUESTREO DE ORGANISMOS

El muestreo de los organismos se realizo al inicio y final del experimento
donde se obtuvieron biometrias corporales de longitud (cm) y peso (g) en los
organismos. Para facilitar el manejo de los organismos se anestesiaron con aceite
de clavo a una concentracion de 150 mg/l diluido en etanol a razén de 1:9,

respectivamente (Aguero-Grande, 2008).

5.5. MUESTREO DE SANGRE

Para la biometria hemética se extrajo sangre a través de una puncién
cardiaca de una muestra de ocho peces obtenidos al azar de cada réplica. La
sangre se colect6 con jeringas con 0.1 ml con solucién anticoagulante EDTA al 5%
(3 mg mlt de sangre) para la determinacién de glébulos rojos (Gr), hematocrito (Ht)
y hemoglobina (Hb) (Blaxhall and Daisley, 1973, Garcia et al., 2007). Se obtuvo el
plasma sanguineo mediante centrifugacién a 12,000 rpm x 5 min a 4°C (Atencio-
Garcia et al., 2007), y se almacend a 4°C hasta su uso (después del analisis de la
linea roja) para determinar la concentracion de proteina total (Pt), albumina (Al) y

glucosa (Gl).

5.6. ESTUDIOS DE HEMATOLOGIA Y QUIMICA SANGUINEA

Se realiz6 el analisis hematoldgico al final del experimento, se determiné el
hematocrito (Ht), conteo de globulos rojos (Gr), hemoglobina (Hb) de la sangre y del
plasma la proteina total (Pt), albumina (Alb) glucosa (Glu) globulinas totales (Glb) y

razon Alb:Glb, del plasma.
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El hematocrito (Ht, %) se calculo por el método de micro hematocrito a través
de la centrifugacion de la sangre a 10,000 rpm por 10 minutos y el lector para tubos

capilares de hematocrito Spiracrit Lancer.

El conteo de glébulos rojos (Gr, cel ml?) se realizé mediante dilucion de 20l
de sangre en solucién Dacie’s para peces, a razén de 1:50 respectivamente (De
Pedro et al., 2005), posteriormente se tomaron fotografias de las celdillas de la
camara de Neubauer a través de observaciones microscopicas de 100X, para su

respectivo conteo.

Los indices Wintrobe, media del volumen celular (MVC), media de
hemoglobina corpuscular (MHC) y media de concentracion de hemoglobina
(MCHC), se calcularon de manera indirecta de acuerdo a los resultados de conteo
de globulos rojos (Gr), concentracibn de hemoglobina (Hb) y porcentaje de

hematocrito (Ht), las siguientes expresiones fueron utilizadas para su calculo:

Media del volumen celular (MVC)

(Ht)(10 )

MVC (fL)="—~=

Media de hemoglobina corpuscular (MHC)

_(Hb)(10 )
MHC (pg)=—5—
Media de concentracion de hemoglobina (MCHC)

(Hb)(100)

MCHC (g dL")=—
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El andlisis de hemoglobina (Hb, g dI!), proteina total (Pt, g dI'!), y glucosa
(Glu, mg dI'V) se determinaron de acuerdo a la metodologia descrita en los Kits de

Pointe Scientific, Inc.

Las globulinas totales (Glb) se determinaron mediante la siguiente expresion:

Pt (%)
Glb (g/dl)= A
dl

La razon albumina (Al): globulinas (Glb) del plasma fue determinada de acuerdo a

la siguiente expresion:

Al: Glb= (Alb>
= \Glb

5.7. PARAMETROS DE CRECIMIENTO

Se obtuvieron valores de sobrevivencia, parametros de crecimiento (tasa de
crecimiento, indice de crecimiento diario) y eficiencia de la alimentacion (eficiencia

de conversion alimenticia y razén de eficiencia proteica).

Sobrevivencia (S).

o # Peces finales
% S = — *100
# Peces iniciales
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Ingestion diaria de alimento (ID)

_ promedio de alimento diario consumido

D # de peces

indice de Crecimiento Diario (ICD).

ICD =

numero de dias

1 1
Pf- Pis
*100

indice Hepatosomatico (IHS)

peso del higado (g)*100

IHS= peso del pez (g)

indice Viscerosomatico (IVS)

peso de viscera (g)*100
peso del pez (g9)

IVS=

Tasa de conversion alimenticia (TCA)

alimento seco consumido (g)
peso ganado (g)

TCA=
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5.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados en los parametros de crecimiento, hematologia y quimica
sanguinea se compararon mediante la prueba ANOVA de una via utilizando el
Software SigmaStat para Windows Version 3.5.

Las pruebas de normalidad en los tratamientos se realizaron mediante el Test
de Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de varianzas mediante el estadistico
de Levene. Todas aquellas variables donde se cumpli6 la normalidad o/u
homocedasticidad fueron analizados como datos paramétricos por el método de
Tukey para determinar las diferencias significativas, aquellas variables que no
cumplieron con los supuestos se analizaron con la prueba de Kruskal Wallis y las
diferencias entre grupos con el método de Dunn's, la diferencia de medias fue

significativa a un nivel de a = 0.05.
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6.0. RESULTADOS

6.1. Parametros de Crecimiento y Supervivencia

La supervivencia en el experimento fue mayor a 97 + 5.8 % no presento
diferencias significativas (P= 0.866) entre los tratamientos al finalizar el
experimento. Los parametros de peso (PI) y longitud (LI) al inicio del experimento
en juveniles de T. macdonaldi se encontraron entre 49 +3.6a51+4.4y17.0+£0.5
a 17.3 £ 0.5, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos siento los valores de significancia de P=0.211 y P=0.087,
respectivamente, El peso ganado y longitud ganada presentaron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos (Tabla I).

Tabla Il.- Resultados de parametros biolégicos y de crecimiento obtenidos con
juveniles de T. macdonaldi alimentados con distintos niveles de inclusion de
proteina soya en la dieta.

S Pl PG IH v ID TCA

DC 100 +0.00 49 +3.57 86+16.00°¢ 1.1+0.23 3.3+0.203¢ 1.2+0.18% 0.8+ 0.01P
SP15 98+2.89 50+3.79 94+14.062 09+0.24 29+0.29¢ 12+0.092 0.8+0.03°
SP30 | 100 +0.00 51+4.18 93+13.84% 0.9+0.18 29+0.16¢ 1.2+0.122 0.8 +0.01°
SP45 98+354 50+4.14 84+14.36° 09+0.13 3.1+0.23* 1.2+0.062> 0.8+ 0.02°
SP60 98+2.89 50+3.92 71+11.25¢ 1.0+0.18 3.2+0.533c 1.1+0.09%c 0.9+0.012
SP75 97 +5.77 51+4.35 73+12.37¢ 0.9+0.16 3.2+0.15%c 1.1+0.10%c 0.9 +0.09ab
SP90 98+2.89 50+3.80 57+15.21¢ 1.1+0.35 3.6+0.398% 0.9+0.05> 1.0+ 0.062
SP100 | 100+0.00 51+3.97 53+7.13¢ 1.0+0.23 3.8+0.412 0.8+0.02¢ 0.9 +0.05%

Resultados media *+ desviacion estandar. S: supervivencia (%), PI: peso inicial (g),
PG: peso ganado (g), IH: indice Hepatosomatico, 1V: indice Viscerosomatico, ID:
ingesta diaria y TCA: tasa de conversion alimenticia. Superindice en la misma
columna indica diferencias significativas donde a>b>c>d>e.
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El peso ganado vario de 94 + 14.06 a 53 £ 7.13 g, observandose que la dieta
SP15 fue estadisticamente diferente (P< 0.05) con el resto de los tratamientos,

excepto con la dieta SP30 (P> 0.05).

La ingesta diaria (ID) en los peces alimentados con las dietas SP15 Y SP30
presento diferencias significativas (P< 0.05) con respecto a los tratamientos SP90
Y SP100, sin presentar diferencias significativas con el resto de las dietas. La Tasa
de Conversion Alimenticia (TCA) del tratamiento SP90 fue estadisticamente mayor
con respecto a las dietas DC, SP15, SP30, SP45 vy sin diferencias significativas con

respecto al resto de los tratamientos (Tabla 2).

El indice Hepatosomético (IH) de los peces en cada uno de los diferentes
tratamientos no presento diferencias significativas (P>0.05), mientras que el indice
Viscerosomatico (IV) de los peces de los diferentes tratamientos presento
diferencias significativas (P<0.05). Los peces del tratamiento SP100 presentaron un
IV mayor con diferencias significativas (P>0.05) respecto a la dieta SP15, SP30 y
SP45, sin embargo, no mostraron diferencias significativas con respecto a la dieta

DC y el resto de los tratamientos (Tabla 2).

23



Heraclio M. Espinosa. Junio 2014

6.2. HEMATOLOGIA

Los resultados de biometria hematica de la linea roja (Gr, Ht, Hb) e indices Wintrobe
(MVC, CHCM y MCH) se muestran en la Tabla IIl.

Tabla lll.- Variables hematoldgicas de la linea roja en juveniles de T. macdonaldi
alimentados con distintos niveles de inclusion de proteina soya en la dieta.

Gr Ht Hb MHC MVC MCHC
DC 2.99+0.252 22.1+1.37% 7.1+0.53%¢ 239+ 1.723c 729+544 32.0+1.83¢
SP15 2.87+0.412> 20.4+133% 7.4+0.82% 258+273% 69.7+7.76 37.0+1.392
SP30 2.78 £ 0.24%¢ 20.3+1.71®® 7.6+0.612 27.4+225% 73.3+8.60 37.1+2422
SP45 2.74+0.382cd 197 +1.68> 6.8+ 0.80°¢ 255+2.85° 73.1+595 34.9+ 2.483c
SP60 2.68 £ 0.213¢d 19,1 +1.37° 6.5+ 0.81¢% 248+ 1.45°¢ 71.1+4.48 35.1+ 2.243c
SP70 2.66 £ 0.30%¢d 18.4+1.94%¢ 6.4 +0.71% 243 +2.71° 69.6+4.12 35.4+241%
SP90 244 £0.25¢ 16.7+2.08¢ 5.8+0.66° 22.6+2.08 689+6.17 32.9+1.63«
SP100 250+0.38%¢ 17.1+2.619 6.2+0.99% 247+152 71.1+6.39 34.7+2.01b

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.280 <0.001

Resultados media *+ desviacion estandar. Gr: glébulos rojos (cel mlt) x 106, Ht:
hematocrito %, Hb: hemoglobina g dL', MCHC: media de concentracion de
hemoglobina g dL-1, MHC: media de hemoglobina corpuscular pg y MVC: media del
volumen celular fL. Superindice en la misma columna indica diferencias
significativas donde a>b>c>d>e.

6.2.1. Gl6bulos Rojos y Hematocrito

El conteo de glébulos rojos (eritrocitos) mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos, la DC fue significativamente mayor (P<0.05) a los
tratamientos SP70, SP90 y SP100. El intervalo observado de eritrocitos en las
muestras de los diferentes tratamientos oscilo entre 2.44+0.25 y 2.99+0.25 X 108
células por mililitro. El porcentaje de hematocrito vario entre los tratamientos de 22.1
a 16.7%. La dieta DC no mostro diferencias significativas (P= 0.176) respecto a los
tratamientos SP15, SP30 y SP45, pero si fue significativamente diferente (P<0.05)
a los tratamientos SP60, SP75, SP90 y SP100, sin embargo los tratamientos SP60
Y SP75 no mostraron diferencias significativas (P=.095) al resto de los tratamientos

gue contenian proteina de soya en la dieta (Tabla Ill).
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6.2.2. Hemoglobina

La concentracion de hemoglobina en sangre de los peces alimentados con la
dieta SP30 fue estadisticamente mayor (P<0.05) a los valores encontrados en los
peces que se alimentaron con las dietas SP45, SP60, SP75, SP90 y SP100. Los
organismos que fueron alimentados con la dieta control (DC) manifestaron

diferencias significativas (P<0.05) con los alimentados con SP90 y SP100 (Tabla

1

6.2.3. indices Wintrobe

Los valores en el volumen corpuscular medio de eritrocitos (MVC) no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P=0.28). La
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) fue significativamente
menor (P<0.05) en peces alimentados con la dieta DC en comparacion con los
alimentados con las dietas SP15, SP30, SP45, SP60, SP75 y SP100, pero no
presento diferencias significativas (P>0.05) con respecto a la dieta SP90. La
hemoglobina corpuscular media (MCH) de los peces alimentados con la dieta SP30
fue significativamente mayor (P<0.05) que la dieta SP45, SP60, SP75, SP90 Y
SP100, sin presentar diferencias significativas (P>0.05) respecto a los tratamientos

DCy SP15.

6.3. QUIMICA SANGUINEA
Los resultados de la biometria en los niveles de quimica sanguinea (Glu, Pt,
Alb, Glb y Alb: GlIb) del plasma de juveniles de T. macdonaldi se muestran en la

tabla IV.
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Tabla IV.- Quimica plasmatica de juveniles de Totoaba macdonaldi alimentados con
distintos niveles de inclusion de proteina de soya en la dieta.

Glu Pt Alb Alb:Glb
DC 435+6.93 23+0.17% 0.7+0.07% 0.44 +0.06°
SP15 |51.2+10.20% 2.0+0.23" 0.6+0.10¢ 0.44+0.08°
SP30 36.9+7.15% 20+0.23* 0.8+0.08® 0.64+0.12%
SP45 35.0+7.46° 2.1+0.20® 0.8+0.06 0.59+0.06°
SP60 51.5+8.37% 1.7+0.24° 0.7+0.09*° 0.67£0.07%
SP70 56.6 + 8.872 1.6 +0.28° 0.7+0.09¢° 0.71 £0.142
SP90 46.0 + 6.79" 1.5 +0.30° 0.5+0.07¢ 0.44+0.12°
SP100 | 43.2+7.38%% 1.7+0.26 0.6+0.07¢ 0.49 +0.06°

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Resultados media + desviacién estandar. Glu: glucosa (mg dL), Pt: proteina (g
dLY), Alb: albumina (g dL™), y relacién albumina / globulinas (Alb:Glb). Superindices
indican diferencias significativas con P<0.05 donde a>b>c>d>e.

6.3.1. Glucosa

El contenido de glucosa en plasma de peces alimentados con la dieta SP75
presento una concentracion significativamente mayor (P<0.05) en relacion a los
peces de los tratamientos SP30, SP45, SP90 y SP100. Los peces que se
alimentaron con SP45 contenian niveles de glucosa significativamente menores

(P<0.05) respecto a la dieta DC, SP15, SP60, SP75 y SP90.

6.3.2. Proteina

La concentracion de proteina en plasma fue mayor en peces alimentados con
la dieta control DC, las diferencias fueron estadisticamente significativas (P<0.05)
respecto a las dietas SP15, SP30, SP60, SP75, SP90 y SP100, pero no presento
diferencias significativas con la dieta SP45(P>0.05). La concentracion de proteina

del plasma fue menor en peces alimentados con la dieta SP90 (Tabla IV).
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6.3.3. Albumina

El contenido de albumina en plasma de los peces alimentados con la dieta
SP45 fue significativamente mayor (P<0.05) que los peces alimentados con las
dietas SP15, SP60, SP75, SP90 y SP100. La menor concentracion de albumina se
encontré en la dieta SP90 y SP100, presentando la menor concentracion la dieta
SP90 con diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) respecto a DC, SP15,
SP30, SP45, SP60, SP75 y SP100. La concentracion de albumina en DC presento
diferencias significativas (P<0.05) respecto a los peces alimentados con las dietas

SP90y SP100 (Tabla IV).

6.3.4. Globulinas

El contenido de globulinas se encontr6 entre 1y 1.6 gramos por decilitro en
los tratamientos. La dieta DC presentd el mayor valor con diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) respecto a los peces que fueron

alimentados con las dietas SP30, SP45, SP60, SP75, SP90 y SP100 (Tabla IV).

6.3.5. Relacion Albumina: Globulina (Alb: GlIb)

Los peces alimentados con las dietas SP75 mostraron una relacion Alb: Glb
significativamente mayor (P<0.05) a la encontrada en los tratamientos DC, SP15,
SP45, SP90 y SP100, sin diferencias significativas al resto de los tratamientos
(SP30 y SP60). Los peces alimentados con la dieta SP15 mostraron la mayor

relacion (Tabla 1V).
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7.0. DISCUSIONES
7.1. Parametros de Crecimiento

En el presente estudio de tesis, juveniles de T. macdonaldi alimentados con
proteina vegetal como reemplazo de la harina de pescado en la dieta mostraron
efecto sobre los pardmetros de crecimiento. El peso ganado disminuy6é conforme
aumento la fuente de proteina vegetal en la dieta, el efecto empez6 a ser
pronunciado cuando los niveles de proteina de soya fueron mayores a un 30 %. De
acuerdo a Silva-Carrillo et al. (2012), una sustitucion arriba del 40 % de harina de
pescado por proteina de origen vegetal en la dieta mostro efectos en el crecimiento,
sobrevivencia y consumo del alimento en juveniles pargo lunarejo L. guttatus. Esto
pudo deberse a que un 40 % de harina de soya en la dieta disminuye la palatabilidad
y atractabilidad por lo cual no propicio el consumo del alimento (Silva-Catrrillo et al.,

2012).

En el presente estudio el crecimiento en peso fue mayor cuando las dietas
gue contenian inclusion de proteina de soya de 15y 30 % respecto al resto de los
tratamientos y la dieta DC, se ha reportado para especies carnivoras que niveles
menores a 40 % de proteina de soya en la dieta no alteran el crecimiento en los
organismos como se observo en juveniles de H. hippoglossus, donde sustituyeron
el 22 % de concentrado de proteina de soya por proteina de pescado y el
crecimiento no se vio afectado (Berge et al., 1999). Mundheim et al. (2004)
encontraron una disminucion significativa en el crecimiento respecto al peso ganado
de juveniles de salmén del atlantico (S. salar) al disminuir la harina de pescado como

fuente de proteina (85.1%, 68.6%, 51.9% y 34.7%) por proteinas de harina de soya
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y gluten de maiz. Los resultados del presente estudio coinciden con otros autores,
donde los niveles bajos de soya en la dieta (30%) no alteran el crecimiento y se
observa una mejora en ganancia de peso de los peces (Berge et al., 1999; Refstie
et al.,, 2001). Ademés, la inclusion elevada de proteina de soya en las dietas, en
este estudio, ocasion6 una disminucién de la ingesta diaria de alimento (ID) y
aumento de la tasa de conversion alimenticia (TCA), que puede estar relacionado
con la reduccién de la utilizacion del alimento, disminucion del apetito y reduccion
del crecimiento. De acuerdo a Olsen et al. (2007), esto puede ser consecuencia de
la alteracion en la morfologia intestinal, ocasionado por los niveles altos de harina
de soya que causa la condicion de enteritis en la parte distal del tracto
gastrointestinal. Ademas el bajo crecimiento, la baja digestibilidad proteica, y las
deficiencias de aminoacidos esenciales en la dieta para peces marinos carnivoros,
se ha atribuido a la presencia de sustancias anti nutricionales encontradas en la
harina de soya u otras formulaciones que reemplazan la harina de pescado por
harinas de fuentes vegetales (Refstie et al., 1998; Chong et al., 2003; Peres et al.,

2003; Tantikitti et al., 2005).

El indice hepatosomaético de los peces en el presente estudio no fue afectado
por los niveles de inclusién de proteina de soya en la dieta, lo cual coincide con
otros estudios de peces carnivoros como Hippoglosus hippoglossus ) y S. salar,
donde el reemplazo de la harina de pescado como fuente proteica fue sustituido por
productos de soya en la dieta (Berge et al., 1999; Mundhein et al., 2004; Hemre et

al., 2005).
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7.2. Hematologia y Quimica sanguinea.

La alimentacién con diferentes niveles de sustitucion de proteina de pescado
por fuentes vegetales en juveniles de T. macdonaldi realizado durante ocho
semanas reflejo un cambio en las variables de hematologia y quimica sanguinea,
este trabajo corresponde a los primeros estudios hematoldgicos de la especie que
contribuird en futuras investigaciones. Otros estudios realizados en especies de
peces marinos han mostrado la disminucion de glébulos rojos, hematocrito,
hemoglobina y niveles altos de glucosa cuando se utilizan proteina de soya en las
dietas (Hosseini y Khajepour, 2013). Sin embargo, en otras especies marinas se ha
observado que los parametros hematoldgicos y quimica sanguinea no presentan
diferencias significativas al sustituir la fuente de proteina de la dieta con inclusiones

elevadas de productos vegetales (Hemre et al., 2005; Olsen et al., 2007).

7.2.1. Glébulos rojos, Hematocrito y Hemoglobina

Los resultados del conteo de eritrocitos, porcentaje de hematocrito y
concentracion de hemoglobina, en juveniles de T. macdonaldi, mostraron una
tendencia negativa conforme aumentaba la cantidad de proteina vegetal en la dieta,
de hecho, todos los valores fueron disminuyendo conforme aumentaba en la dieta
la sustitucion de proteina de soya. Sin embargo, inexplicablemente el efecto fue
levemente mas marcado en los peces alimentados con SP90 que en los peces con
SP100. De acuerdo a De Pedro et al. (2004) el aumento en los indices de Gr, Hty
Hb, son producidos por la demanda de oxigeno debido a un mecanismo de
adaptacion de los peces, que aumenta proporcionalmente por la actividad

metabdlica, por lo anterior es posible que en el presente estudio la actividad
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metabdlica disminuyd de manera proporcional a la inclusién de proteina vegetal en
la dieta. En estudios previos en totoaba, se reportd que la sustitucion de harina de
pescado por harina de soya hasta por 60% disminuy6 significativamente la actividad
de las enzimas clave del catabolismo de amino acidos y del metabolismo en la
gluconeogénesis, lo que se relaciong, igual que en este estudio, a la disminucion de
la ingestiébn de alimento diario (Bafiuelos Vargas et al., 2014). Por lo que los
resultados de este estudio, consistentes con los de Bafiuelos Vargas et al. (2014),
sugieren que totoaba al ser alimentada con mayores cantidades de 30% de
sustitucion de harina de pescado por harina de soya, pudiera encontrarse en un
estado metabdlico desfavorable y por lo tanto sus necesidades de Gr circulantes,
en consecuencia el Hty aporte de oxigeno (Hb) a la vez verse disminuidos. Ademas,
Zhou et al. (2005) mencionan que Gr y Hb estan relacionados al sistema inmune no
especifico de los peces y los valores altos son reflejo de un buen estado de salud.
En el presente estudio los juveniles de T. macdonaldi mostraron conteos més altos
(conteo de eritrocitos, hematocrito, hemoglobina) en aquellos tratamientos donde la

sustitucion de proteina de soya en la dieta fue menor al 30%.

Por otro lado, este efecto de la disminucion de los parametros sanguineos ha
sido atribuido a la proteina de soya contenida en la dieta, debido a la presencia de
factores anti nutricionales, principalmente por inhibidores de tripsina, enzima clave
para la digestién de las proteinas en el intestino. La disminucion del hematocrito y
hemoglobina también se ha observado en vertebrados superiores por Olaleye et al.
(1999); los autores sefalan que la dieta afecta de manera distinta debido a los

efectos que se producen al momento de utilizar los métodos de elaboracion y
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procesamiento de la harina de soya, ya que un inadecuado tiempo de tratamiento
térmico, no logra la inactivacién de los inhibidores enzimaticos de proteasas como
tripsina lo que repercutiria en la digestion de los nutrientes. Hosseini y Khajepour
(2013) reportaron una disminucion del hematocrito en el esturion beluga, Huso huso,
al ser alimentado con dietas isoprotéicas e isoenergéticas que contenian proteina
de soya de manera parcial hasta un 50%. Los niveles de hematocrito mas bajos se
observaron en los peces alimentados con la inclusién de proteina de soya en la
dieta del 50 %, ademas, el contenido de glébulos rojos también fue afectado
significativamente por las dietas utilizadas, lo cual coincide con los resultados en el

presente estudio y las tendencia en el contenido de Gr y hematocrito.

Salcedo (2011), report6 que al aumentar los niveles de almidén en la dieta
para juveniles de T. macdonaldi, la cantidad de eritrocitos también aumentd, lo cual
se vio reflejado en el estado de salud de los organismos. Asimismo, en juveniles de
corvina blanca (A. nobilis) especie de la misma familia Scianidae de totoaba, el
conteo de eritrocitos y por ende el porcentaje de hematocrito incrementaron en los
peces al ser alimentados con dietas que contenian 22 % de carbohidratos,
diferentes niveles de proteina digestible (44, 40, 34 y 29 %) y adicionada con un
probiotico (Bafiuelos Vargas, 2009). En otro estudio con juveniles de corvina blanca
(A. nobilis), Vizcaino Pérez (2011), reporté que los niveles de los pardmetros
sanguineos de la linea roja no fueron afectados al sustituir el 50 % de lipidos totales
de la dieta con fuentes vegetales (maiz y linaza). En el presente estudio, los niveles
bajos de eritrocitos y hematocritos fueron encontrados en las dietas que contenian

mayor nivel de proteina de soya en sustitucion de la harina de pescado, lo cual

32



Heraclio M. Espinosa. Junio 2014

podria constatar que la dieta y su contenido puede afectar de manera contundente
la respuesta hematologica de los peces, y que el estudio de los componentes de la
sangre en respuesta a las diferentes condiciones de alimentacion, puede ser un
indicador valioso para monitorear la salud de los peces bajo diferentes condiciones

de cultivo.

Consistente con lo anterior y en busqueda de la comparacion de valores
hematolégicos en diferentes especies de peces, bajo diferentes condiciones de
alimentacion, los niveles de eritrocitos en el presente estudio se observaron entre
2.44 + 0.25y 2.99 + 0.25 X 10° cel pl! en los juveniles alimentados con las dietas
experimentales, asimismo, el contenido del hematocrito disminuyé manteniendo
una tendencia con la cantidad de glébulos rojos, se encontro entre 22.1 + 1.37 y
16.7 + 2.08 por ciento. En juveniles de T. macdonaldi, Salcedo (2011), report6é que
al aumentar los niveles de almidon en la dieta, la cantidad de hematocrito se
mantiene entre 34 + 4 a 39 + 4 %, mientras en para corvina blanca (A. nobilis)
especie de la misma familia (Scianidae), los conteos del porcentaje del hematocrito
y los Gr se mantuvieron en un intervalo de 27.4+4.4a324+59yde1l5+0.3a
2.1 +0.3 X10° cel pI* respectivamente, al ser alimentados con dietas que contenian
22 % de carbohidratos y con diferentes niveles de proteina digestible (44, 40, 34y
29 %) y adicionada con un probiético (Bafiuelos Vargas, 2009). Por otra parte,
Vizcaino Pérez (2011) reporté que en corvina blanca los niveles de hematocrito
fueron de 26.4 + 2.8 a 28.6 + 2.7 % y de 2.9 a 3.1 X10° cel pl de eritrocitos, al
alimentar a los organismos con diferentes niveles, combinaciones y fuentes de

lipidos totales (aceite de maiz y de linaza) en las dietas. En el presente estudio, los
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niveles del hematocrito y de globulos rojos de los peces se encontraron mas
elevados, y esto se podria deber a un tipo de respuesta de los organismos por el
reemplazo de la fuente proteica en las dietas, sin embargo, Stockham et al. (2002)
reporta que en organismos terrestres en perfecto estado de salud él nUmero de
eritrocitos puede aumentar con una disponibilidad en 6rganos hematopoyéticos
(rifdn, timo, bazo, higado) suficiente para mostrar un aumento desde 30 hasta un
50 % la cantidad de eritrocitos en la sangre, ademas, Thrall et al., (2006) sefialan
gue los conteos de globulos rojos en los peces, también pueden variar segun el
porcentaje de eritrocitos de reserva, liberados en el torrente sanguineo que son
producidos por los érganos hematopoyéticos, con base a los requerimientos del
organismo en situaciones normales, por lo tanto, el hematocrito y el conteo de
eritrocitos, de acuerdo a los valores descritos para juveniles de T. macdonaldi, nos
permiten suponer que es probable que aunque existen diferencias entre especies,
se encontraban dentro de un intervalo considerado de buen estado de salud.
Estudios similares al nuestro se ha realizado en otras especies de peces marinos
como el pargo lunarejo (L. guttatus), donde sustituyeron en la dieta la proteina de
pescado por harina de soya y observaron que el contenido de hemoglobina y
hematocrito se encontré dentro de los rangos considerados normales al sustituir la
proteina en la dieta hasta un 60 % con harina de soya como se ha observado en
otras especies de peces carnivoros marinos respectivamente, (Silva-Carrillo et al.,

2012).
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7.2.2. indices Wintrobe.

La hematologia como herramienta de diagndstico por medio de los indices
de Wintrobe (MCH, MVC y MCHC) o indices eritrocitarios, permiten determinar
desordenes del eritrocito utilizando la relacién del volumen del paquete celular,
concentracion de hemoglobina y niamero de células, la interaccion sobre los valores
normales permite diagnosticar condiciones de anemia, de acuerdo a valores
cuantitativos obtenidos de organismos saludables (Boccio et al., 2003). En el
presente estudio la proteina de soya no afecto el volumen del eritrocito (MVC) de
los organismos, es probable que puede ser un valor normal de la especie en cuanto
a tamafio de la célula (eritrocito normocitico) por no presentar diferencias
significativas con el resto de los tratamientos (Thrall et al., 2006), sin embargo, de
acuerdo a un analisis en conjunto de los indices eritrocitarios se observa una
relacion entre el HCM y el porcentaje de CHCM, pero esta no mantiene una
tendencia, sin embargo los valores mas bajos se observan con las dietas DC y
SP90, es probable que esto manifieste una deficiencia alimenticia por efecto de
algunos antinutientes de la proteina vegetal que son quelantes de minerales a nivel
intestinal ademas de la enteritis reportada en algunas especies por efecto de los
antinutrientes, lo cual posiblemente indica una respuesta sanguinea de alteracion
del eritrocito hipocrémico por deficiencia de hierro (concentracion de hemoglobina
disminuida), sin embargo la respuesta de los peces alimentados con la DC, es
sorprendente y requiere de mayores analisis de la calidad de la harina de soya

(Beck, 2009).
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La concentracion media de hemoglobina corpuscular (MHC) en el presente
estudio disminuyo6 conforme aumentaba el nivel de inclusion de proteina de soya en
la dieta para juveniles de totoaba. Silva-Carrillo et al. (2012), reportan que la
concentracion de media de hemoglobina corpuscular (indice de Wintrobe) en
juveniles de L. guttatus alimentados con dietas isoprotéicas e isoenergéticas
elaboradas con un 60 % de reemplazo de harina de pescado por harina de soya no
tuvo cambios significativos conforme el nivel de sustitucion de proteina de soya en
la dieta aumentaba, observandose organismos con menor ganancia en peso
respecto a los organismos de las dietas con niveles menores de reemplazo de

harina de pescado.

Olsen et al., (2007) encontraron una disminucion en el MHC (media de
hemoglobina corpuscular) y MVC (media del volumen celular), conforme aumentaba
el nivel de sustitucion de la proteina vegetal por proteina de harina de pescado en
juveniles del bacalao G. morhua. Asi mismo, Hemre et al. (2005) observaron un
efecto en la salud de juveniles del salmén Salmo salar L al ser alimentados con
dietas elaboradas a partir de fuentes de soya no modificadas y modificadas
genéticamente, reportaron una disminucion del MVC, aunado a la disminucién del
tamafio del bazo, efecto relacionado con una liberacion temprana de eritrocitos
inmaduros. Asi mismo, Olsen et al. (2007) relacionaron la disminucién en la
concentracion de hemoglobina celular media (CHCM) de los peces con el aumento
de las células rojas de la sangre, sefialando que este efecto puede ser causado por
deficiencias del hierro o anormalidades del higado. En el presente estudio en la

MCH presenté una ligera disminucion conforme aumentaba el nivel de sustitucion
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de la proteina de soya por la proteina de pescado en la dieta. Esta tendencia podria
relacionarse a deficiencias de hierro en los peces, ya que se ha reportado que la
capacidad de absorcion del intestino para asimilar el hierro disminuye cuando la
dieta presenta sustancias anti nutricionales como el 4cido fitico presente en la harina
de soya (Francis et al., 2001). En este estudio el MVC no mostrdé una tendencia
significativa lo cual podria suponer un tamafo adecuado del 6rgano (bazo) en los
organismos, de acuerdo a la disminucién de los eritrocitos en el presente estudio
podria ser efecto de las necesidades fisiologicas del organismos con respecto al
crecimiento, ya que diferencias del MVC se ha relacionado la disminucion del
tamafio del bazo ocasionando un incremento de eritrocitos inmaduros (Olsen et al.,

2007).

7.3. Quimica plasmatica

7.3.1. Glucosa

La respuesta de la glucosa en plasma en los tratamientos fue muy variable
entre las dietas utilizadas, lo cual no permite obtener una tendencia respecto a los
niveles de inclusién de proteina de soya, el intervalo de glucosa observado en el
presente trabajo fue de 35.0 + 10.46 a 56.6 +10.87 mg dL. Los resultados
encontrados en el presente estudio fueron similares a los reportados por Salcedo
(2011), quien trabajo con juveniles de la misma especie y utilizo diferentes niveles
de almidon en dietas que contenian 50 % de proteina, reportando glucosa
plasmatica de 34 a 76 mg dL™!, diversos autores han reportado que niveles altos de

glucosa estan relacionados con el estrés en condiciones de cultivo, manejo y
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aplicacion de antibidticos con la toma de muestra (Coz-Rokavac, et al., 2005;
Trenzado et al., 2006), por otra parte, se han encontrado niveles altos de cortisol
gue actuan como mediadores de estrés, con una concentracion de glucosa baja, ya
gue la glucosa en plasma se encuentra regulada por procesos gluconeogénicos y

glucogenoliticos (Navarro y Gutiérrez, 1995).

Con respecto a los niveles de glucosa reportados para otras especies
marinas y carnivoras, Bafiuelos Vargas (2009) reporté que los valores de glucosa
en A. nobilis fluctuaron entre 80 y 168 mg dI! al ser alimentada con dietas que
contenian diferentes niveles de proteinas, 22% de almidén y adicionada con
probidtico, los valores normales para esta especie fueron considerados de 80 a 168
mg dIl. De acuerdo a los resultados de este estudio los valores reportados fueron
superiores, sin embargo, es importante sefialar que las concentraciones
plasmaticas presentan una fuerte variacion entre e intra especies, debido a
variaciones en los factores ambientales, como la luz, temperatura ambiental,

estacién, asi como el contenido quimico de la dieta. (Hemre et al., 2002).

7.3.2. Proteina, Albuminay relacién Albumina: Globulinas

La concentracion de proteina en plasma esta relacionada con el contenido y
calidad de la proteina en la dieta, asi como con la cantidad de la racién de alimento
otorgado a los peces (Storebakken et al., 1991; Pérez-Jiménez et al., 2007), y refleja
el estado de salud de los organismos (Ding et al., 2009). Congleton y Wagner
(2006), en un experimento observaron que después de privar la alimentacion a
juveniles de salmonidos encontraron que los niveles de proteina plasmatica no

aumentaban de manera significativa al reiniciar la alimentacion, los niveles
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reportados de proteina fueron bajos durante las primeras dos semanas después de
privar la alimentacion de los peces, con respecto a los peces que recibieron
alimentacion diariamente, los autores sefalan que los niveles de proteina
plasmatica estan relacionados con la condicion corporal de los peces. Por lo anterior
el efecto del tamafio de la racion de alimento se relaciona con la disminucién en la
ingesta de alimento en los organismos, debido a la inclusién de proteina de soya en
las dietas de los organismos, los niveles de proteina plasmatica disminuyeron, lo
cual podria ser debido a un efecto de los factores intrinsecos de la dieta que afectan
tanto el consumo del alimento debido a la ingesta involuntaria de los organismos y
por ende el crecimiento, esta respuesta fue mas notable en los peces alimentados

con los niveles altos de inclusién de proteina de soya (Gomes et al., 1995).

Alvarez et al. (2013) determinaron el grado de desnutricion en tres especies
de agua dulce (Ictalurus punctatus, Morone saxatilis, Micropterus salmonoides),
observaron que los niveles de proteina total en plasma variaron con tendencias
diferentes en cuanto a la respuesta por los peces, al someter a los peces a un
periodo de desnutricion moderada (15 dias) y severa (100 dias). En el primero
encontraron que los niveles de proteina disminuian conforme aumentaban los
niveles de hematocrito y hemoglobina, mientras que en estado de desnutricion
severa la tendencia mostro un comportamiento idéntico en las especies con un
aumento de la concentracion de proteina en el plasma con disminucién del

hematocrito y hemoglobina.

En el presente estudio los niveles de proteina y albumina disminuyeron

conforme aumentaba el reemplazo de la harina de pescado por proteina de soya.
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La disminucién de la concentracion de proteina en plasma esta relacionada con la
ingesta insuficiente a través de la dieta, falla hepatica, falla renal, hemorragias,
procesos catabdlicos e inflamacion del tracto gastrointestinal (Stockham et al., 2002;
Thrall et al., 2006; Campbell et al., 2007), este ultimo, se puede relacionar con el
aumento del indice viscerosomatico observados al aumentar la cantidad de proteina
de soya en la dieta de los organismos y explicar la disminucion de las proteinas por
posible inflamacion intestinal causada por la soya, que al aumentar agrava el
problema entérico lo que posiblemente afecto la digestion (anti-tripsina) y absorcion

(inflamacidén) de las proteinas por el intestino.

En el presente estudio la relacion Alb:Glb plasméatica de los juveniles
alimentados con SP90, SP100 presentaron la relacion mas baja. Diversos autores
mencionan que a una concentracion elevada de proteina en el plasma puede ser
indicador de inflamacion, infecciones o enfermedad hepatica. En este estudio al
analizar que fueron las globulinas las de mayor concentracion de las proteinas
plasmaticas, se puede tener mayor confianza en que los peces podrian estar
cursando con inflamacion intestinal o hepatica por los antinutrientes de la soya (Coz-
Rakovac et al., 2005; Thrall et al., 2006; Zhou et al., 2009). Sin embargo, y
sorprendentemente la relacion Alb:Glb también disminuyé en los DCy SP15, y como
se menciond antes, esta respuesta requiere de mas estudios y mayores analisis de
la calidad de la harina de soya utilizada de diferentes fuentes comerciales, sobre
todo, con respecto a los compuestos anti-nutricionales, los cuales han demostrado

afectar el sistema digestivo de los peces marinos carnivoros .
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8.0. CONCLUSIONES

Los cambios en la variacion nutricional de las dietas tienen efectos sobre la salud
de los organismos debido a sus habitos alimenticios. En el presente estudio la
sustitucion parcial de proteina de soya en las dietas para juveniles de T. macdonaldi

mostro un efecto significativo en las variables de hematologia y quimica sanguinea.

La cantidad de proteina de soya en los tratamientos no afecto la supervivencia de

los organismos alimentados durante ocho semanas en condiciones controladas.

Los organismos alimentados con las dietas SP15 y SP30 mostraron la mayor
ganancia en peso que la dieta DC y los tratamientos con inclusién de proteina de

soya superior al 45 %.

El nimero de eritrocitos, porcentaje de hematocrito, concentracién de hemoglobina,
proteinay glucosa disminuyeron por efecto del aumento en los niveles de sustitucién

de proteina de soya de las dietas de juveniles de T. macdonaldi.

La concentracion de glucosa plasmatica no mostré una tendencia que pudiera
considerarse un efecto de la sustitucién parcial de proteina de soya en la sangre de

juveniles de T. macdonaldi.
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