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Resumen de la tesis que presenta Jesus Salvador Olivier Guirado Flores como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Efecto de la temperatura de aclimatacion en el crecimiento, perfil sanguineo y composicién de
acidos grasos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

Resumen aprobado por:

Dra. Ménica Hernandez Rodriguez
Directora de tesis

La temperatura es una variable fisicoquimica que afecta los procesos fisioldgicos de los peces, lo que
incide en su crecimiento, supervivencia y reproduccién. Los peces tienen la capacidad de adaptarse a
los cambios en el ambiente, lo que permite que los procesos celulares operen con normalidad después
de un periodo de aclimatizacion o aclimatacién. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
crecimiento, el perfil sanguineo y la composicién de acidos grasos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) aclimatada a diferentes temperaturas (16, 19 y 22 °C). La aclimatacién a las diferentes
temperaturas tuvo una duracidn de cinco semanas, se utilizaron truchas con un peso promedio de
49.45 £ 9.79 g. En los peces se evaluaron los pardmetros de crecimiento, relacionados con la ganancia
en peso, la tasa de crecimiento especifico y la tasa de conversién alimenticia. En los parametros
hematoldgicos se considerd el recuento de leucocitos y eritrocitos, los diferentes tipos de células
blancas, el hematocrito, la concentracion de hemoglobina y los indices eritrocitarios. En relacidon con
la quimica sanguinea, se determiné la concentracién de glucosa, lactato, proteinas totales, albumina,
globulina, alanina y aspartato aminotransferasa, concentracion idnica, presion osmatica y presion
parcial de gases en sangre. No se observaron diferencias en los pardametros de crecimiento entre
tratamientos. Se encontraron diferencias significativas en la hematologia (p < 0.05) en el nimero de
eritrocitos, el volumen corpuscular medio (VCM) y la hemoglobina corpuscular media (HCM) en los
tratamientos de 16 y 22 °C, donde se determind que la mayor temperatura ocasiond un aumento en
el numero de eritrocitos, una disminucién en el VCM y HCM. En la quimica sanguinea se encontrd un
aumento en la concentracion de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) por el incremento de
temperatura. En relacién con la composicién de acidos grasos, se presentd un aumento de los acidos
grasos C17:0 y C18:3n3 en la temperatura de 16 °C con respecto a la de 22 °C. En el presente estudio
se establecieron los valores de pardmetros hematoldgicos, quimica sanguinea y composicion de acidos
grasos de la trucha arcoiris para el intervalo de temperaturas de 16 a 22 °C.

Palabras clave: Trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss, temperatura, crecimiento, quimica sanguinea,
acidos grasos



Abstract of the thesis presented by Jesus Salvador Olivier Guirado Flores as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture

Effect of acclimation temperature on the growth, blood profile and fatty acids composition of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)

Abstract approved by:

Dra. Médnica Hernandez Rodriguez
Thesis Director

Temperature is a physicochemical variable that affects the physiological processes of fish, such as their
growth, survival and reproduction. Fish have the ability to adapt to changes in the environment,
allowing cellular processes to operate normally after a period of acclimatization or acclimatization. The
objective of the present work was to evaluate the growth, blood profile and fatty acid composition of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) acclimated to different temperatures (16, 19 and 22 °C). The
acclimation to the different temperatures lasted five weeks, trout with an average weight of 49.45 +
9.79 g were used. Growth parameters related to weight gain, specific growth rate and feed conversion
rate were evaluated in rainbow trout. In the hematological parameters, the count of leukocytes and
erythrocytes, the different types of white cells, hematocrit, concentration of hemoglobin and
erythrocyte indices was evaluated. In relation to blood chemistry, the concentration of glucose,
lactate, total proteins, albumin, globulin, alanine and aspartate aminotransferase, ionic concentration,
osmotic pressure and partial pressure gases was evaluated. No differences were observed in growth
parameters between treatments. Significant differences were found in hematology (p < 0.05) in the
number of erythrocytes, the mean corpuscular volume (MCV) and the mean corpuscular hemoglobin
(MCH) in the 16 and 22 °C treatments, where highest temperature caused an increase in the number
of erythrocytes, a decrease in the MCV and MCH. In the blood chemistry, an increase in the
concentration of the enzyme aspartate aminotransferase (AST) was found due to the increase in
temperature. Regarding the composition of fatty acids, there was an increase in C17:0 and C18:3n3
fatty acids at 16 °C compared to 22 °C. In the present study, the values of hematological parameters,
blood chemistry and fatty acid composition of rainbow trout were established for the temperature
range of 16 to 22 °C.

Keywords: Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, temperature, growth, hematology, blood
chemistry, fatty acids
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Capitulo 1. Introduccidn

La temperatura es uno de los parametros fisicos que influyen en la distribucién espacial y temporal de los
peces (Reyes et al., 2011), las variaciones de este factor pueden tener efectos en diversas variables
fisiolégicas, como la supervivencia, el crecimiento, la reproduccién (Azaza et al., 2008; Cussac et al., 2009;
Portner y Peck, 2010; Reyes et al., 2011), los parametros sanguineos (Hounde, 2008), y en la estructura
genética (Bradbury et al., 2010), entre otros. También puede incrementar o limitar la presencia de los
organismos en una zona determinada, debido a que, al ser de naturaleza ectotérmica, su temperatura
corporal cambia con la temperatura ambiente, haciéndolos vulnerables y alterando sus procesos

fisiolégicos (Cussac et al., 2009; Pang et al., 2011).

Por ser poiquilotermos (Evans y Claiborne, 2006), la capacidad de adaptacién de los organismos a los
cambios de temperatura es considerada un mecanismo para la supervivencia, y es fundamental en los
peces (Farkas et al., 1980). La exposicion constante de los peces a los cambios térmicos resulta en un ajuste
fisiolégico adaptativo denominado aclimatizacién (Kamal et al., 1962; Johnson et al., 1963). El objetivo de
este proceso es para poder realizar sus funciones en un extenso rango térmico (Einum et al., 2019), por
ejemplo, los salménidos son considerados animales heterotermales, en el cual su temperatura corporal

puede cambiar desde los 6 °C en invierno hasta los 20-22 °C en verano (Calabretti et al., 2003).

La temperatura es uno de los factores que tiene un efecto tanto en el metabolismo como en la
composicion de los acidos grasos en peces (Farkas et al., 1978), ademas, este factor modula los lipidos y la
fluidez de la membrana para que conserve sus funciones y propiedades, este tipo de modificacion en la
membrana se le conoce como adaptacion homeoviscosa, la cual se presenta en organismos
poiquilotermos (Hazel y Williams, 1990). Este factor fisicoquimico, también afecta la respuesta
inmunolégica en animales ectotérmicos como los peces (Klyachko y Ozernyuk, 1998) y tiene un efecto en
las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de la sangre, las cuales son utilizadas como indicadores de
estrés, por lo que estos parametros se utilizan para monitorear la salud de los peces (Adams, 1990;
Maceda-Veiga et al., 2010; Ferguson et al., 2010; Fazio et al., 2013). Ademas, estos organismos tienen la
capacidad de adaptarse a los cambios en el ambiente, lo que permite que los procesos celulares operen

con normalidad después de un periodo de aclimatizacion (Gerlach et al., 1990).



1.1 Generalidades y ciclo de vida de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

La trucha arcoiris (0. mykiss), es una especie que pertenece a la familia Salmonidae, su origen reside en
las costas del Pacifico de América del Norte, al oeste de las Montafias Rocosas. Las caracteristicas
morfoldgicas de esta especie son cuerpo fusiforme, de color azulado y flancos laterales de color plateado
iridiscente, la parte ventral es blanco cremoso, el dorso y los flancos con lunares negros y marrones
(Blanco, 1999). Esta especie es carnivora, tiene afinidad hacia crustaceos e insectos (quironémidos,
coledpteros, dipteros, simulidos, tricopteros y hemipteros), restos vegetales, asi como presas secundarias
gue incluyen aracnidos, anuros, bivalvos, huevos de peces y peces pequefios, incluso de otras truchas
(Ferriz, 1993 en Tovar et al., 2008), sin embargo, la alimentacidn en estadio juvenil es de zooplancton (Gall,

1992 en Tovar et al., 2008).

El ciclo de vida de la trucha arcoiris estd compuesto de diversas etapas: huevo, alevin, cria, juvenil, adulto
y reproductor. El desarrollo embrionario tiene una duracién de 30 dias aproximadamente, y una vez que
eclosiona el alevin, este se alimenta de reservas nutricionales que se encuentran dentro del saco vitelino.
La fase de cria se presenta una vez que las reservas se terminan, y los peces con tallas de entre 7 a 18 cm
se les denominan juvenil. A los nueve meses puede llegar a su talla comercial de 250 g, la cual es
considerada la fase adulta (Sanchez, 2011). La especie alcanza la maduracién sexual a los 18 meses de
edad, esta se presenta en funcién de la temperatura del agua y la latitud. En México, el desove se produce
en el momento que la temperatura del agua desciende a rangos de 8 a 13 °C, en los meses de noviembre

a febrero (Gallego et al., 2007).

1.2 Produccion total y acuicola de la trucha arcoiris

La trucha arcoiris es un pez de agua dulce de importancia acuicola en México, la produccion total a partir
de 2009 (7,969 t) se ha incrementado y el afio de mayor produccién fue en 2014 con 19,123 t, y al siguiente
afio (2015) se registré una disminucion del 40.7 % hasta 11,527 t (Figura 1). En 2018 la produccién total
fue de 13,454 t, de las cuales 10,440 t provienen de la actividad pesquera y 3,014 t de la actividad acuicola,
lo que representé el 22.4% de la produccién. En ese afio el volumen de trucha se posiciond en el lugar 21
de la produccién pesquera en México y por su valor econdmico se ubico en el lugar 10. Estos datos resaltan

la importancia de la trucha como un pez de alto valor comercial (CONAPESCA, 2018).



25000

P
(=]
o
o
o

15000

10000

5000

Produccién (Toneladas)

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Anho

Figura 1. Produccion total de trucha durante los afios 2009-2018 (CONAPESCA, 2018).

1.3 Antecedentes

1.3.1 Importancia de los parametros fisicoquimicos en la fisiologia de peces

La hematologia es la ciencia que se encarga del estudio de la sangre y de los elementos que la conforman,
asi como de los trastornos estructurales y bioquimicos que puedan conducir a enfermedades en los
organismos (Jaramillo-Schadebrodt, 2005). La sangre estd conformada por células especializadas que
varian en forma, tamafo y funcion, estos componentes celulares son los eritrocitos o glébulos rojos,
encargados del transporte de oxigeno; los trombocitos con actividad coagulante y los leucocitos o glébulos
blancos encargados de la respuesta inmune. La morfologia, presencia y/o ausencia de algunos tipos de

células blancas (leucocitos) dependera de la especie (Leeson et al., 1990; Jaramillo-Schadebrodt, 2005).

El estudio hematoldgico incluye determinaciones cuantitativas como el hematocrito, la concentracion de
hemoglobina, el recuento de gldbulos rojos, el recuento diferencial de gldbulos blancos y trombocitos, y
la velocidad de sedimentacidn, entre otros (Carrillo-Farga, 2000). La aplicacion de la biometria hematica
en la piscicultura ha permitido comprobar experimentalmente que las variaciones en la salinidad, Ia
concentracién de oxigeno en el agua y la temperatura, entre otros, pueden ocasionar efectos en algunos

pardmetros sanguineos (Valenzuela et al., 2007). Ademas, los cambios en los pardametros hematoldgicos
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como el hematocrito, la concentracién de hemoglobina, el recuento de leucocitos y la férmula leucocitaria,
se han utilizado como indicadores de contaminacién (Haider, 1975; Hontela, 1998; Wahli, 2002) y a nivel
fisioldgicos de disfuncion organica por estrés (Wedemeyer et al., 1990), también en diversos estudios se
han evaluado los efectos de diferentes factores ambientales en las respuestas sanguineas de los peces,
debido a la informacién que proporcionan sobre su condicidon fisiolégica (Caldwell y Hinshaw, 1994,
Martinez et al., 1994; Valenzuela et al., 2007; Kelestemur y Ozdemir, 2010; Docan et al., 2011; Hosseini et
al., 2012; Elarabany et al., 2017; Jafaryan et al., 2020).

Los parametros fisicoquimicos del agua, principalmente la salinidad, la concentracidn de oxigeno disuelto
y la temperatura, son importantes para el desarrollo y la fisiologia de los peces, ya que pueden llegar a
afectar su desempefio (Alabaster y Lloyd, 1982; Castillo-Vargasmachuca et al., 2013). Se han realizado
estudios sobre el efecto de la concentracién de oxigeno disuelto en la fisiologia de diferentes especies de
agua dulce. En Oncorhynchus kisutch, Oncorhynchus nerka, Micropterus salmoides y Cyprinus carpio, se
vio afectado el crecimiento cuando las concentraciones de oxigeno disuelto fueron menoresa 4-5mg /L

(Brett, 1979; Brett y Blackburn, 1981).

En relacion con la salinidad, Elarabany et al. (2017), hicieron un estudio con tilapia (Oreochromus niloticus),
donde determinaron que el hematocrito y la concentracién de hemoglobina fueron significativamente mas
altos en 4g NaCI\L con respecto a 8 y 12g NaCI\L. En cuanto a las proteinas totales, recuento de glébulos
rojos y la actividad de la catalasa, los valores fueron significativamente menores en 4, 8 y 12g NaCI\L,
respectivamente, en comparacion con el grupo control. Los autores asocian estos resultados a una
disfuncion osmorreguladora, la cual fue incitada por elevados niveles de salinidad, asi también,
porcentajes bajos de hematocrito en peces bajo estrés, puede deberse a un volumen reducido de glébulos

rojos como consecuencia a cambios osmoticos causados por la fuga de iones del plasma.

En trucha arcoiris O. mykiss se han realizado diversos estudios del efecto de estos parametros sobre su
perfil sanguineo. Hosseini et al. (2012), evaluaron el efecto de la salinidad en trucha arcoiris con un peso
promedio de 20.0 £ 1.3 g, expuestos a 7 y 11 ppm, y un grupo permanecid en agua dulce. Los analisis de
sangre se realizaron a las 0, 24, 48, 72 y 240 horas después del comienzo del experimento. La exposicidn
de los peces a 11 ppm redujo el porcentaje de hematocrito a las 24 y 240 h respecto al control (agua dulce).
El nimero de gldbulos blancos a las 24 h y 11 ppm de salinidad tuvo una reduccién significativa en
comparacién con el tiempo cero, y a las 240 h alcanzd su nivel mas bajo en 11 ppm durante el experimento.
Los autores determinaron que con base en los resultados se puede afirmar que existe una relacion entre

el hematocrito y la osmolaridad del plasma sanguineo, la cual es una relacion inversa. En la misma especie
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con un peso promedio de 50 g y expuesta a 0.5, 3.0 y 18.2 ups, se documentd que los eritrocitos, la
hemoglobina, el hematocrito, el volumen corpuscular medio y la hemoglobina corpuscular media,
disminuyeron en los peces cultivados en la condicién de 3.0 ups (Jafaryan et al., 2020). Sin embargo, estos
indices no mostraron diferencias significativas entre los peces cultivados en 0.5 y 18.2 ups. Los autores
concluyeron que el cultivo de O. mykiss en agua con salinidad de ~ 18 ups es mas deseable debido a que
los indices evaluados fueron similares al grupo control (peces de agua dulce) y resultaron menos afectados

por el estrés.

La concentracién de oxigeno disuelto también tiene un efecto sobre los pardmetros sanguineos en trucha
arcoiris. Caldwell y Hinshaw (1994), realizaron un estudio en el cual se cultivaron a truchas arcoiris en tres
tratamientos con diferentes concentraciones de oxigeno disuelto: normoxia (8.8 a 10.2 mg/I), hipoxia (5.8
a 7.2 mg/l) e hiperoxia (11.9 a 13.3 mg/l). Los autores mencionan que la aclimatacién a sobresaturacion
de oxigeno disuelto resultd en una menor concentracidn de hemoglobina, hematocrito y glédbulos rojos en
sangre. Los peces aclimatados en condiciones de hiperoxia e hipoxia manifestaron respuestas de estrés
semejantes, con valores mas altos en duracidon y magnitud en la concentracidén de cortisol, glucosa,
osmolalidad y lactato en el plasma sanguineo, en comparacion con los peces en condiciones de normoxia.
Ademas, los animales expuestos a hiperoxia e hipoxia desarrollaron inflamacién celular, lo que se vio
reflejado en el aumento del volumen corpuscular medio. En el estudio de Kelestemur y Ozdemir (2010),
donde expusieron a truchas arcoiris a dos concentraciones de oxigeno (4.5 #0.3 y 7.7 0.1 mg/l),
reportaron que los valores de cortisol, glucosa, colesterol, urea, acido urico y nitrégeno ureico de los
alevines expuestos a concentracidon de oxigeno disuelto de 4.5 + 0.3 mg/l fueron significativamente
mayores al grupo expuesto a la concentracién de oxigeno de 7.7 £ 0.1 mg/I. Los autores concluyen que
estos resultados se deben al estrés producido por la baja concentracién de oxigeno, la cual puede generar

trastornos funcionales en tejidos y érganos.

En trucha arcoiris (0. mykiss) se han realizado diversos estudios referentes al efecto de la temperatura en
los pardmetros sanguineos. Valenzuela et al. (2007), evaluaron tres regimenes de temperatura (9, 11y 18
°C) y dos regimenes de fotoperiodo (12:12 y 24:0) durante 30 dias, y encontraron que a una temperatura
de 18 °C disminuyd el nUmero total de leucocitos, linfocitos y trombocitos; en el estudio se determiné que
la temperatura fue el factor principal en la determinacion del aumento del hematocrito, la concentracién
de hemoglobina y el recuento de eritrocitos, asi también, se observd que los peces expuestos a un
fotoperiodo de 24:0 resulto en una mayor concentracion de hematocrito y un mayor conteo de eritrocitos,
lo que fue relacionado con el efecto del estrés. Docan et al. (2011), expusieron a las truchas a un aumento

de temperatura de 18 a 26 °C en un cultivo con una duracién de 75 dias. En este estudio, el estrés fisioldgico
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se reflejé en los indices hematoldgicos, debido a un aumento significativo del recuento de glébulos rojos,
hemoglobina, hematocrito y volumen corpuscular medio. Sin embargo, registraron en los peces la
disminucién de la hemoglobina corpuscular media y de la concentracién de hemoglobina corpuscular
media. En esta misma especie expuesta a una variacién natural de 15 °C en invierno a 20 °C en primavera,
se observd que el hematocrito, la hemoglobina y el recuento de glébulos rojos aumentaron a mayor

temperatura (Martinez et al., 1994).

Con relacidén a la quimica sanguinea, se considera un indicador para conocer el estado nutricional y de
salud de los peces, debido a que permite detectar desérdenes fisioldgicos y enfermedades causadas por
diversos factores como las condiciones ambientales, nutricionales, infecciones bacterianas y la época del
afio (Congleton y Wagner, 2006). La evaluacion comparativa de parametros de quimica sanguinea
depende de la disponibilidad de valores de referencia normales o estandar para cada especie (Vasquez-
Torres et al., 2012), los cuales son escasos y es donde deberian centrarse los esfuerzos que permitan
establecer pardmetros dentro de un rango que se consideren normales o basales para la especie e

indiquen un estado de salud favorable.

El analisis de variables bioquimicas es importante para realizar un diagnédstico, entre ellas se encuentra la
alanina aminotransferasa (ALT), la cual es una enzima catalitica que tiene actividad en el catabolismo de
aminodcidos y en el transporte de nitréogeno entre drganos (Kaneko et al., 2008), por lo cual esta enzima
puede indicar lesiones musculares y hepaticas. También existen otros metabolitos que se consideran
importantes como los niveles de proteina total, aloumina y globulina, las cuales pueden estar presentes
en la respuesta inflamatoria (Abdel-Fattah et al., 2008; Abbas et al., 2011). El cortisol, asi como otros
parametros fisiolégicos (concentracion de lactato, entre otros) han demostrado ser excelentes indicadores
en una gran variedad de animales, permitiendo determinar el grado de estrés al que estan expuestos
(Campbell, 2008; Abreu et al., 2009). Estas variables bioquimicas que se encuentran en el plasma
sanguineo pueden ser utilizadas para evaluar la salud y el estado de estrés de los peces (Sadler et al., 2000;
Campbell, 2004; Wagner y Congleton, 2004). Los efectos del estrés se pueden evidenciar en un menor
crecimiento en los peces, un aumento en la mortalidad (Akinrotimi, 2006), asi como la susceptibilidad a
enfermedades (Maule et al., 1989). El estrés también ocasiona el incremento en la concentracion de
glucosa (Silbergeld, 1974; Wedemeyer y Yasutake, 1977, David et al., 2005). La concentracidn de lactato
también se considera un indicador de estrés, debido a que aumenta en situaciones adversas (Thomas et

al., 1999; Grutter y Pankhurst, 2000).
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El efecto de la temperatura en la concentracién idnica del plasma también se ha investigado en peces.
Lulijwa et al. (2021), expusieron a un aumento gradual de 17 a 20 °C a Oncorhynchus tshawytscha, donde
observaron un aumento en la concentracién de CI, Na*, K* y Mg?* en el plasma de los peces aclimatados a
20 °C, lo cual indica un ajuste en la osmorregulacion. Los autores mencionan que el estrés térmico crénico
generd que los niveles plasmaticos de ClI" y Na* aumentaran. En Chitala ornata, expuesta a cuatro
temperaturas (25, 30, 33 y 36 °C) durante 2 dias, se determind que la concentracion de Na*, K*, CI" y la

osmolalidad plasmatica no se vieron afectadas por los cambios de temperatura (Hong et al., 2020).

Adeyemo et al. (2003), realizaron un trabajo con Clarias gariepinus con peso de 400 g y aclimatadas a
cuatro temperaturas (23, 29, 35y 41 °C), y determinaron que la concentracion de HCOs3', Na*, K"y Cl" eran
independientes de la temperatura ya que no hubo cambios en las concentraciones. Trong (2015), realizo
un estudio con Pangasianodon hypophthalmus, el cual fue expuesto a seis temperaturas (24, 27, 30, 32,
34 y 36 °C) y no se encontraron diferencias significativas en la presidon osmatica, el autor menciona que
este resultado se ha observado en otros estudios de peces de agua dulce como la tilapia de Mozambique
Oreochromis mossambicus (Fiess et al., 2007) y los hibridos de tilapia de Mozambique O. mossambicus x
O. urolepis hornorum (Sardella et al., 2004) donde los resultados han mostrado que la temperatura tiene

poco efecto sobre la presidon osmatica de los peces.

1.3.2 Efecto de la temperatura en el desempeiio de los peces

El preferendum final es la temperatura que corresponde al punto donde coinciden las temperaturas de
aclimatacion y la preferida (Cherry et al., 1975), se relaciona con la temperatura éptima donde se asume
que algunos procesos fisioldgicos se desarrollan eficientemente (Brett, 1964). Para trucha arcoiris se han
realizado diversos estudios en los cuales determinaron su preferendum final, el cual ha sido variable: Saga
y Roman (1995), mencionan que fue de 13 y 18 °C. McCauley et al. (1977), resulté en 11.6 °C con truchas
de 205 g de peso, las cuales fueron obtenidas de cultivos con temperatura de 8-10 °C. En Garside y Tait
(1958), se determind en 13 °C con truchas de talla de 10.16-15.24 cm, las cuales fueron obtenidas de un
cultivo con temperatura de 9 °C. Schurmann et al. (1991), reportan que fue de 16.1 °C para truchas de 100-
220 gy aclimatadas a 18 °C. McCaurrv y Pond (1971), la documentaron en 17-20 °C para truchas de 4.5 cm
de largo, obtenidas de un cultivo con temperaturas que fluctuaron de 15 a 20 °C y Cherry et al. (1975),

determinaron el preferendum final en 18 °C con truchas de 5-12 cm y aclimatadas a 6 °C.
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Los estudios antes mencionados son fundamentales para establecer las condiciones de aclimatacion que
pueden utilizarse cuando se quieren estudiar otras respuestas fisiolégicas en los peces, como son los

pardmetros sanguineos, el crecimiento y los cambios en la composicion de acidos grasos, entre otras.

La temperatura determina las propiedades del equilibrio energético, las tasas de digestién, las demandas
metabdlicas y la eficiencia de asimilacidon (Werner, 1994; Jobling, 1995; Persson et al., 1998; Bystrom et
al., 2006; Englund et al., 2011). Ademas, la variacion de la temperatura esta relacionada con las tasas de
crecimiento de los peces, asi como con las tasas de consumo de alimento. Se ha observado que el aumento
de la temperatura genera un incremento en las tasas de crecimiento hasta alcanzar el limite critico de
temperatura de la especie, lo que ocasiona una disminucién de esta respuesta (Brett, 1979; Elliot, 1994;

Jobling, 1995).

En Labeo rohita expuesta a tres intervalos de temperaturas (20-22, 22-24 y 24-26 °C), se obtuvo el mayor
peso corporal (11.65 +0.21 g) en las temperaturas del agua de 24 - 26 °C, y el menor peso (10.35 + 0.06 g)
en el tratamiento de 20 - 22 °C (Kausar y Salim, 2006). Estos resultados reafirmaron que el crecimiento de
los peces es dptimo dentro de una temperatura definida, como se concluyé en el estudio de Gadowaski y
Caddell (1991), en el cual trabajaron con Paralichthys californicus, y determinaron que la tasa de
crecimiento aumentd con el incremento de la temperatura. Shcherbina y Kazlauskene (1971) observaron
que temperaturas mas altas generan un aumento en la actividad de las enzimas digestivas, este efecto
puede acelerar la digestién de los nutrientes, lo que resulta en un mayor crecimiento, sin embargo, se
debe tomar en cuenta los limites de tolerancia térmica de la especie, los cuales si son sobrepasados se
presenta la disminucidn de la tasa de crecimiento. Lobdn-Cervid y Rincon (1998), determinaron que el
principal factor que regula el crecimiento de trucha café del sur (Salmo trutta) es la temperatura, otro
factor considerado relevante es el tipo de alimentacidn, ya que se han encontrado diferencias en las tasas

de crecimiento entre localidades con la misma temperatura y diferente alimentacidn.

Yoo y Lee (2016), realizaron un estudio con Takifugu obscurus, en donde se criaron peces de 10 y 40 g de
peso corporal inicial expuestos a temperaturas de 15, 20, 25 y 30 °C durante 8 semanas. El incremento de
peso de los peces aumentd con el incremento de la temperatura del agua hasta 25 °Cy disminuyd a 30 °C
para ambos tamafios. Con base en estos resultados, los autores indican que la temperatura de 25 °Ces la
Optima para la especie. Se han realizado diversos estudios en relacidn con el efecto de la temperatura en
los parametros de crecimiento de la trucha O. mykiss, donde se ha observado una mayor tasa de
crecimiento especifica a una temperatura de 17 °C con respecto a 13 y 21 °C, también se ha determinado

un menor crecimiento, el nivel de proteina disminuido y un aumento en mortalidad en la temperatura mas
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alta (>18 °C) en comparacion a las temperaturas de 12 y 14 °C, y se ha obtenido como resultado un mayor
consumo de alimento, un crecimiento mas lento y una menor tasa de conversidn alimenticia en la
temperatura de 20 °C con respecto a la de 14 °C (Janhunen et al., 2016; Jiang et al., 2021; Mishra et al.,
2021).

1.3.3 Efecto de la temperatura en la composicion de los acidos grasos en peces

Los principales factores que pueden influir en el metabolismo y composicidén de los acidos grasos de los
peces son la temperatura y la dieta (Farkas, 1978). Los organismos poiquilotermos pueden modificar la
composicion lipidica de la membrana como consecuencia de una variacion en la temperatura
predominante para que las caracteristicas de la membrana y su funcidon sean adecuadas. Para esta
remodelacidon en la membrana se toma en cuenta la composicion del grupo de la cabeza de los fosfolipidos
(Hazel y Landrey, 1988), la insaturacién de la cadena de acilo (Hazel y Williams, 1990; Tocher y Sargent,
1990), la composicién de especies moleculares (Hazel et al., 1991; Farkas et al., 1994; Buda et al., 1994) y
el contenido de colesterol (Robertson y Hazel, 1995). Estos cambios funcionan para que el estado fisico de
los lipidos de la membrana se mantenga dentro del rango de las temperaturas de aclimatacién (Cuculescu,

1999).

Los acidos grasos pueden ser saturados, monoinsaturados o poliinsaturados, los saturados son aquellos
que no poseen dobles enlaces en su cadena, los lipidos que tienen una mayor proporcion de ese tipo de
acidos grasos se caracterizan por ser solidos a temperatura ambiente (Golbitz, 2000). Los monoinsaturados
tienen solo un enlace insaturado unido a la cadena de carbono (Kirk, 1998). Los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga son constituyentes de la dieta y participan en diversos procesos
fisioldgicos, en este tipo de acidos grasos los principales grupos son los acidos grasos omega-3 (w-3) y
omega-6 (w-6), los cuales son importantes para la produccion de eicosanoides (prostaglandinas,
tromboxanos, prostaciclinas y leukotrienos), debido a que participan en distintas funciones, como son la
modulacién de la respuesta inflamatoria e inmune, el crecimiento celular, la diferenciacion celular y la
agregacion plaquetaria (Comba et al., 2010; Corsetto et al., 2011). Estudios previos han demostrado que
estos acidos grasos son mediadores de distintas funciones biolégicas en respuesta a los estimulos (Sargent
et al.,, 2002; Wall et al., 2010). El acido docosahexaenoico (DHA), es un acido graso poliinsaturado y es
importante en la funcién sindptica, su bajo contenido en las membranas de las neuronas propicia el
descenso de la transmision de impulsos nerviosos (Jackson et al., 2012). Los acidos grasos esenciales en

peces tienen importancia similar a otros vertebrados, las principales funciones son energia en forma de
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ATP por la via de la B-oxidacidn (Sargent et al., 2002), y mantener la estructura y la fluidez de las

membranas (Sargent et al., 1999; Tocher, 2003).

Los peces tienen diferentes estrategias para enfrentar los cambios térmicos, a temperaturas bajas estos
organismos tienen la capacidad de modificar la composicién de la membrana (Snyder y Hennessey, 2003).
Hazel y Landrey (1988), determinaron que la trucha arcoiris, para enfrentar los efectos de temperaturas
bajas, reestructura las especies moleculares, lo cual conlleva a la redistribucién de los acidos grasos que
estan presentes en la posicién 1y 2 de las moléculas de fosfolipidos de membrana. El cambio que mas se
ha observado cuando los peces son aclimatados a temperaturas bajas, es una mayor proporcién relativa
de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA) y una menor cantidad de acidos grasos saturados. A diferencia de
los acidos grasos saturados, los insaturados se empaquetan de manera menos eficiente debido a que los
dobles enlaces generan dobleces en las cadenas de acilo. Consecuentemente, es posible adquirir una
mejor tolerancia al frio al tener una mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados al aumentar la fluidez

(Hazel y Prosser, 1974; Hazel y Williams 1990; Hazel, 1993).

En O. mykiss aclimatada a 5° y 20 °C, se observod que las proporciones relativas de acidos grasos n-3 fue
mayor a temperaturas bajas, con menos frecuencia de acidos grasos n-6, mientras que las proporciones
relativas de acidos grasos n-9 disminuyeron, lo que sugiere una incorporacién preferencial de acidos grasos
que pertenecen a la familia del acido linolénico a bajas temperaturas (Hazel, 1979). En Paralabrax
humeralis, se observé que la concentracion de acido linolénico presentd una tendencia creciente
significativa cuando fue aclimatada a 12° y 17 °C, al aumentar de 3.12 y 4.35 mgeg a 10.02 y 7.51 mgeg’
! lo que representd un incremento del 321 y 172%, respectivamente. En el caso de los peces que fueron
aclimatados a 22 °C, la concentracidn del acido linolénico disminuyé de 5.55 a 4.73 mgeg™?, lo que significé

una disminucién del 23% (Rosado-Salazar et al., 2018).

En Carassius auratus también se observéd un comportamiento similar de los acidos grasos, en donde la
tendencia general fue a un mayor grado de insaturacidon a temperaturas de aclimatacion mas bajas (5° y
15 °C) que en 25° y 30 °C. Las mayores diferencias se observaron en el acido estearico (18:0), araquiddnico
(20:4) y docosapenta (o hexa) enoico (22:5 o 6) (Johnston y Roots, 1964). En este estudio los autores
argumentan que, al ser un organismo poiquilotermo, debe adaptarse a una disminucién o aumento de la
temperatura ambiental del agua, en consecuencia, se modifica el grado de insaturacion de los lipidos

celulares.
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En larvas de Acipenser baerii expuestas a temperaturas de 16, 19y 22 °C, la composicion de acidos grasos
se vio afectada por la temperatura. Las larvas cultivadas a 16 °C tuvieron la menor cantidad de acidos
grasos saturados, principalmente debido a un menor contenido de acido palmitico, que fue compensado
por un mayor nivel de acido linolénico y linoleico, en comparaciéon con las larvas expuestas a 19 °y 22 °C

(Vasconi et al., 2019).

Los estudios mencionados anteriormente demuestran que la temperatura no solo afecta las propiedades
de la membrana celular, sus efectos inciden en diferentes respuestas fisioldgicas de los organismos, tales

como el metabolismo, el crecimiento, el perfil de acidos grasos y los parametros sanguineos, entre otras.

1.4 Justificacion

La trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) es un recurso acuicola importante en México debido a su
produccién pesquera y acuicola. Esta especie es considerada un producto que posee un alto valor
comercial, por lo cual es fundamental continuar generando informacién sobre su biologia que permita
conocer su capacidad de adaptacién a diferentes condiciones térmicas en relacion a su perfil sanguineo y
composicion de 4cidos grasos, para integrar estas respuestas a su mejor desempefo cuando se evalua el
crecimiento de los peces. Determinar estos parametros ayudara a comprender procesos fisiolégicos de la
especie, lo cual es fundamental si se quiere aplicar este conocimiento en mejoras de su cultivo y como una

herramienta para conocor su estado de salud.

1.5 Hipétesis

El crecimiento, la composicion de acidos grasos, la hematologia y quimica sanguinea de la trucha arcoiris
aclimatadas a 16 °C seran diferentes al intervalo estimado para los peces de la condicion térmica de 19y

22 °C.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general

Evaluar el crecimiento, el perfil sanguineo y la composicion de acidos grasos de la trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) aclimatada a diferentes temperaturas.

1.6.2 Objetivos especificos

Determinar el efecto de la temperatura de aclimatacién (16, 19 y 22 °C) en el crecimiento y supervivencia

de la trucha arcoiris.

Evaluar el efecto de la temperatura en la hematologia (recuento de eritrocitos y leucocitos, recuento
diferencial de leucocitos, hemoglobina, hematocrito e indices eritrocitarios) y quimica sanguinea (glucosa,
lactato, proteinas, totales, albumina, alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, globulina,

concentracidn idnica y presidon osmatica) en la trucha arcoiris.

Evaluar la concentracion de gases en sangre de la trucha arcoiris aclimatada a las diferentes

temperaturas.

Evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacién (16, 19 y 22 °C) en la composicion de acidos grasos del

musculo de la trucha arcoiris.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de huevos

Se obtuvieron 10,000 huevos de trucha arcoiris (0. mykiss) de la empresa Truchas de Matzinga del Estado
de México, importados de la empresa Troutlodge de Estados Unidos. Los huevos fueron colocados en una
incubadora tipo McDonald de 6 L durante 7 dias, con agua a 15 °Cy 1 unidad practica de salinidad (ups)
adaptada a un sistema de recirculacion, ademas el agua pasaba por un filtro de luz ultravioleta (Lifegard
de 25 watts) para evitar el crecimiento de bacterias. El sistema tenia instalado un filtro bioldgico para la
remocidon de compuestos nitrogenados, un segundo filtro con cuentas de plastico para la retencién y
remocion de sélidos, un fraccionador de proteinas y una bomba de calor “Aqua Logic” de 2 Hp programada

a 15 = 1 °C para mantener la temperatura del agua.

Una vez que eclosionaron los alevines, se colocaron en dos jaulas de 95 cm? de drea y una profundidad de
57 cm, las cuales fueron instaladas dentro de un tanque de 7000 L con las mismas condiciones de
temperatura y salinidad. El alimento proporcionado a los peces fue una dieta formulada (“Silver Cup El

|”

Pedregal”, alimento inmunopotenciado) de 1.5 mm, con una composicidén proximal de 40% de proteina,
12% lipidos, 2.5% fibra, 12.5% ceniza y 12% humedad. Una vez que los peces alcanzaron una tallade 2 g
fueron liberados en el tanque, al cual diariamente se le dio mantenimiento para retirar heces y alimento
sobrante, ademds se realizaron mediciones de la temperatura, salinidad y oxigeno disuelto del agua con
un multiparametro YSI Pro 2030, también se determind la concentracion de nitrdgeno amoniacal total,

nitritos, nitratos y alcalinidad con kits API®. Los peces se mantuvieron en el tanque hasta alcanzar una talla

promedio de 49.45 +9.79 g.

2.2 Diseiio experimental

Los tanques experimentales tuvieron una capacidad de 400 L donde se establecieron las diferentes
temperaturas de aclimatacién de 16, 19 y 22 °C; cada tratamiento fue por triplicado para un total de nueve

tanques. El tiempo de aclimatacion tuvo una duracién de cinco semanas.
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Los tanques estuvieron conectados al sistema de red hidrdulico de agua dulce del Departamento de
Acuicultura y tuvieron una tasa de recambio de 743.56, 772.37 y 760.16% para los tratamientos de 16, 19
y 22°C respectivamente. Para aumentar la temperatura del agua de los tanques en los tratamientos de 19
y 22°C, se utilizaron calentadores de titanio de 1000 watts conectados a una caja electrénica que
controlaba el encendido y apagado del calentador, y en la condicién de 16 °C, se utilizé un sistema de

enfriamiento de agua con enfriadores Aqualogic DeltaStar.

Un total de 20 truchas seleccionadas aleatoriamente fueron trasladadas a cada tanque experimental, los
cuales tuvieron las mismas condiciones ambientales del tanque de mantenimiento. En este ambiente se
mantuvieron en acondicionamiento durante una semana para posteriormente iniciar su aclimatacion, la
cual consistié en aumentar o disminuir 1 °C por dia la temperatura del agua hasta alcanzar la condicidn
térmica especifica en cada tanque experimental. El alimento suministrado fue la misma dieta que se utilizd

durante el acondicionamiento y se proporciond tres veces al dia el 2.5% de su peso (Quintero et al., 2011).

Los parametros fisicoquimicos fueron medidos diariamente. El oxigeno disuelto en los tanques de cada
tratamiento (16, 19 y 22 °C) se mantuvo arriba de 7.8 mg/L, la salinidad en 0.8 £ 0 mg/L en todos los
tratamientos y la temperatura en 15.79 £ 0.29°C, 19.21 £ 0.50°C y 22.04 £ 0.24 °C (Tabla 1). El nitrégeno
amoniacal total (NAT) y la concentracién de nitritos (NO7) y nitratos (NO3) se midid tres veces por semana

con un kit API ® (Tabla 1).

Tabla 1. Promedios y desviacidén estandar de temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y saturacidén de oxigeno del
agua en los diferentes tratamientos (16, 19 y 22 °C) durante la aclimatacién de la trucha arcoiris.

Tratamiento Temperatura Salinidad Oxigeno disuelto Saturacion de
(°C) (mg/L) (mg/L) oxigeno (%)

16 °C 15.79£0.29 0.8+0.0 9.13+0.26 92.44 +2.37

19 °C 19.21 £+ 0.50 0.8+0.0 8.11+0.36 88.53 +3.97

22°C 22.04+0.24 0.8+0.0 7.84 £0.28 88.13+1.86

El agua donde se encontraban los peces, en los diferentes tratamientos (16, 19 y 22 °C) durante el periodo
de aclimatacién, se mantuvieron por debajo de 0.5 mg/L de nitrégeno amoniacal total (NAT), mientras

que los nitritos (NO) y nitratos (NO5’) se mantuvieron en 0.
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Al concluir el tiempo de aclimatacién, los peces se mantuvieron 24 horas sin alimento para tomar la
muestra de sangre de 30 organismos por tratamiento, y para el analisis de acidos grasos se tomaron seis

peces por tratamiento que fueron pesados en una balanza Scout Pro® previo a disectar el musculo.

2.3 Crecimiento

Durante la fase experimental, se determind la supervivencia, expresada en porcentaje y para evaluar los
pardmetros de crecimiento, los peces fueron pesados al inicio y al final del experimento. Posteriormente

se calculd la ganancia en peso (GP) con la siguiente formula:

Ganancia en peso (%) = (%) x 100 (1)

Donde: Pf = Peso final y Pi = Peso inicial

Para la obtencion de la tasa de conversidn alimenticia (TCA) se utilizé la siguiente formula:

PSAO
GP

TCA = ( ) x 100 (2)

Donde: PSAO= peso seco del alimento ofrecido, y GP= ganancia en peso de los organismos

Para la obtencion de la tasa de crecimiento especifico (TCE) se utilizé la siguiente formula:

In Pfinal-In Pinicial
t

TCE = ( ) x 100 (3)

Donde: In Pfinal=logaritmo natural del peso final, In Pinicial= logaritmo natural del peso inicial y t=tiempo

del experimento

2.4 Hematologia

Para llevar a cabo el muestreo, las truchas fueron colocadas en un tanque con una concentracion de 60
mg/L de metasulfonato de tricaina (MS-222), una vez que los peces perdieron el equilibrio fueron extraidos

y colocados en una charola de plastico, enseguida con papel secante se retird la humedad del pedunculo
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caudal del pez y posteriormente se limpid con alcohol, inmediatamente se procedio a la toma de muestra
de sangre realizando una puncién hasta la vena caudal, con una jeringa de 3 cm®y aguja de 22 x 32 mm.
El volumen de sangre colectado por pez fue de aproximadamente 1 mly la muestra se colocé en un tubo
con anticoagulante K,EDTA (BD Microtainer®) para los pardmetros hematolégicos. La sangre de un
segundo pez se puso en un tubo de 1.5 ml marca Eppendorf, que posteriormente se centrifugd a 10,000
RPM en una centrifuga (VWR Galaxy 7D) para separar el suero, el cual fue ultracongelado (-80 °C) para su

posterior analisis de quimica sanguinea.

Los parametros hematoldgicos que fueron evaluados son el hematocrito (Hct), recuento de células rojas
(RBC por sus siglas en inglés) y blancas (WBC por sus siglas en inglés), diferencial de células blancas,

concentracidén de hemoglobina (Hb), indices eritrocitarios y la amplitud de distribucién eritrocitaria.

Para determinacion el hematocrito se utilizaron tubos capilares de Microhematocrito (Corning®)
heparinizados, los cuales se llenaron hasta 3/4 partes con sangre, posteriormente se sellé un extremo con
plastilina. Los capilares fueron centrifugados por 10 min a 10,000 RPM (5117.1 X-g) en una centrifuga para
hematocrito (Adams CT-2900; Clay Adams®). Finalmente, los capilares se colocaron en un lector de
microhematocrito (Adams A-2970; Clay Adams®), para medir la proporcion de suero y del paquete celular.

Los resultados del Hct fueron expresados en porcentaje (%) del volumen total.

El recuento diferencial de leucocitos se realizd en frotis de sangre tefiidos con la metodologia Hemacolor.
En portaobjetos de vidrio (Corning®) limpios y secos, se colocd una gota de sangre en uno de los extremos,
extendiendo la muestra con la ayuda del borde de otro portaobjetos colocado con inclinacién de 45°, se
dejé secar a temperatura ambiente y posteriormente se procedid a fijarlo con metanol por 5 min. El frotis
se sumergiod en la solucién 2 (reactivo color rojo) y 3 (reactivo color azul) del kit Hemacolor® por 1 min
respectivamente, posteriormente se lavd con agua destilada para retirar los restos de colorante, se dejo
secar y se cubrié con un portaobjetos de 24 x 50 mm (Corning®) sellado con resina Cytoseal®60. Las
laminillas se observaron bajo el microscopio Axio Scope Al (Zeiss®), con los objetivos de 63 y 100X,
deslizando el frotis para revisar diferentes campos, hasta contar cien células blancas, para determinar la
proporcién de cada una de ellas (Blaxhall y Daisley, 1973); en el conteo se incluyeron los trombocitos

(Tavares et al., 2003).

Para el recuento de células rojas y blancas, la muestra de sangre se mezclé con la solucién de Natt-Herrick
(1952) en una proporcion de 1:200 y se dejé en reposo, posteriormente se colocd una gota de la dilucién

en un hematocitometro (Hausser Scientific, Horsham, PA), y se dejo en reposo por aproximadamente 2
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min para permitir la sedimentacion de las células sanguineas presentes en la muestra. El hematocitémetro
fue colocado en un microscopio Axio Scope Al (Zeiss®). El conteo de los eritrocitos se realizé en la
cuadricula del centro en las subdivisiones de las cuatro esquinas y en la del centro. En el caso del recuento
de los leucocitos, la evaluacién se realizé en los cuatro cuadros grandes de las cuatro esquinas en ambos

lados de la camara con el objetivo 40x.

El nimero de leucocitos y eritrocitos fueron calculados con las siguientes formulas (Quezada, 2012):

. . Numero de leucocitos contados x 10
Numero de leucocitos = ( 5 ) x 200 (4)

. . . Numero de eritrocitos contados x 10
Numero de eritrocitos = ( 5020 ) x 200 (5)

La concentracién de hemoglobina se midid en el equipo HemoCue® Hb 201+, el cual utiliza una
microcubeta que tiene una seccidon en forma de gota por donde sube la muestra de sangre (10 ul) por

capilaridad. La concentracidén de hemoglobina fue expresada en g/dL.

Para evaluar los indices eritrocitarios se utilizaron las siguientes formulas:

Volumen corpuscular medio (VCM) = ( Hematocrito (#) ) x 10

No. total de eritrocitos

Hemoglobina corpuscular media (HCM) = ( Hemoglobina (9/dL) ) x 10

No. total de eritrocitos

(7)

Hemoglobina (g/dL)
Hematocrito (%)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) = ( ) x 100 (8)

Desviacion estandar del VCM
Media delVCM

Amplitud de distribucion eritrocitaria (ADE) = ( ) x 100 (9)
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2.5 Quimica sanguinea

El suero previamente ultracongelado (-80 °C) se descongeld para analizar las concentraciones de proteinas

totales, albumina y de las enzimas aspartato y alanina aminotransferasa.

Para la determinacidn de las proteinas totales se utilizé el método Biuret. Primero se realizé una curva de
calibracién haciendo diluciones, se utilizé la solucidn blanco y la solucién calibradora contenida en el Kit
Randox TP 245. La curva se obtuvo colocando y midiendo la absorbancia de las siguientes concentraciones
de la solucidn calibradora en los pocillos de la microplaca (BRAND®) de 96 pocillos: 57.92, 28.96, 14.48,
7.24y2.62 g/L. Unavez que se realizé la curva de calibracion, los datos fueron graficados y posteriormente
se obtuvo la regresioén lineal, la cual fue utilizada para obtener las concentraciones de las muestras.
Después de realizar la curva de calibracién, se colocaron 250 ul del reactivo Biuret y 5 pl del suero en los
pocillos de la microplaca, enseguida se incubd por 30 min a 25 °C, a una longitud de onda de 546 nm. Una
vez obtenida las lecturas de longitud de onda de las muestras, estas fueron sustituidas en la ecuacién de

la regresién para obtener su valor en concentracion.

En la determinacién de la albumina se utilizé la metodologia del Kit Randox AB 362. Primero se realizé una
curva de calibracién haciendo diluciones con la solucién blanco y solucién calibradora contenidas en el Kit.
La curva fue obtenida colocando y midiendo la absorbancia de las siguientes concentraciones: 48.10,
24.05,12.03, 6.01, 3.05 g/L. Después de realizar la curva de calibracidn se hizo una regresién lineal la cual
fue utilizada para obtener las concentraciones de la muestra. Después de realizar la curva de calibracién
se colocaron 300 pl del reactivo de BCG y 1 ul de suero en los pocillos de la microplaca, la cual se incubé
por 10 min a 25 °C y se leyd a una longitud de onda de 578 nm. Posteriormente los valores fueron

sustituidos en la ecuacion de la regresidon para obtener la concentracion.

La concentracion de globulinas se obtuvo con la diferencia entre proteinas totales y albumina (Crivelenti

etal., 2011).

Para determinar la concentracion de la enzima aspartato aminotransferasa se utilizaron los reactivos
contenidos en el Kit Randox AS1202. En un vial con la Enzima/Coenzima/a-oxoglutarato se agregaron 2 ml
de Tampon/Substrato. El fundamento es que se cataliza la reaccién para la formacién del piruvato y L-
glutamato a partir de L-alanina y 2-oxoglutarato. El piruvato que se forma reacciona inmediatamente con
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). Para su lectura en la microplaca se colocaron 200 pul del reactivo

y 20 ul de suero en los pocillos de la microplaca. Se incubd por 3 min a 37 °C y se leyd a una longitud de
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onda de 340 nm cada minuto durante 3 minutos. Una vez obtenida las lecturas de longitud de onda, los

resultados fueron sustituidos en la siguiente formula UL = 1746 x AA para obtener la concentracién en U/L.

En la determinacion de la enzima alanina aminotransferasa se utilizaron los reactivos del Kit Randox
AL1200. A un vial, con la Enzima/Coenzima/ a-oxoglutarato-2, se le agregaron 2 mL de Tampon/Substrato.
El fundamento es la transformacidon del oxalacetato a malato con la acciéon de la enzima malato
deshidrogenasa (DH). Para su lectura en la microplaca se colocaron 200 uL del reactivo y 20 pl de la
muestra en los pocillos de la microplaca. Se incubé por 3 min a 37 °Cy se leyé a una longitud de onda de
340 nm cada minuto durante 3 min. Una vez obtenida las lecturas de longitud de onda, los resultados

fueron sustituidos en la siguiente formula Ul = 1746 x AA para obtener la concentracién en U/L.

En la determinacién de pH, pCO,, pO,, Na*, Ca?*, K*, glucosa y lactato se utilizd el equipo EPOC Host2, en
el cual se colocé una tarjeta de analisis directamente en la ranura de insercion de tarjeta del lector. La
inyeccién de la muestra se realizé con una jeringa sin aguja, la cual se colocé en posicidn vertical, la punta
de la jeringa se colocé en el orificio de 4mm de didmetro localizado en la parte inferior y en el centro de la
tarjeta de andlisis para inyectar la muestra de sangre. Después de 2 min aproximadamente se obtuvieron

los resultados de los diferentes pardmetros.

Para la determinacién de la presién osmética, la muestra de sangre colocada en el tubo de plastico (marca
Eppendorf) se centrifugd a 10,000 RPM en una centrifuga (VWR Galaxy 7D). Después con una micropipeta
se colectd el suero sanguineo, el cual fue separado en otro tubo de plastico de 1.5 mL. Posteriormente,
con una micropipeta se tomaron 10 ul del suero y se colocaron en una platina del osmdémetro (Vapor

Pressure Osmometer 5600) para su lectura. Los valores fueron expresados en mmolekg™.

2.6 Composicion de acidos grasos en el musculo de trucha arcoiris

La extraccion de los lipidos totales de las muestras del tejido muscular se realizé con base en la
metodologia desarrollada por Folch et al. (1957), modificada por Cequier et al. (2008), en la cual se utilizd
una solucidn extractora de diclorometano-metanol (2:1). Posteriormente se homogenizé con vortex
durante 2 min y se centrifugd a 3000 rpm por 10 min a 4° C, después la capa superior fue transferida a
otro tubo. A la solucidn se le adicioné 1 ml de agua y 50 pL de acido clorhidrico (0.6N HCl), se homogenizd
con vortex por 30 segundos y se centrifugd a 3000 rpm por 10 min a 4° C. Después se separd y descarto la

fase superior donde se encontraba el agua y se evaporé el solvente en atmdsfera de N,. Posteriormente
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se llevd a cabo la saponificacién adicionando una solucién 0.3N de KOH metandlica al 90%, después se
colocaron en bafio maria a 80°C por 60 min, inmediatamente se elimind la capa de hexano y se acidificd
con acido clorhidrico 0.6N. La metilacion se realizé adicionando el reactivo de esterificacion trifluoruro de
boro en metanol (BF3/ CH3 OH) al 14% en bafio maria a 60°C por 15 min y se lavé con hexano (Morris,
1986). Posteriormente se evapord el solvente bajo flujo de nitrégeno gaseoso y fueron almacenadas a -

20°C.

Los esteres metilados obtenidos de la reaccién de metandlisis fueron disueltos con hexano grado HPLC y
se analizaron utilizando un cromatégrafo de gases (Agilent 7890A) equipado con una columna capilar
(J&W123-3232 30m x 320um grosor de pelicula de 0.25um, Agilent J&W GC columns) y un detector de
flama ionizado. El gas transportador fue el nitrégeno a un flujo de 3 mL/min. Se utilizé 1 pL de volumen de
inyeccién, con un Split de 50:1. La temperatura inicial fue de 120°C y después se incrementé a 190°C
(9°C/min) y se mantuvo por 7 min. Posteriormente, la temperatura se incrementd a 230 °C a una tasa de
3°C/min. Los acidos grasos se identificaron comparando con los tiempos de retencion de los estandares.
Para el calculo de la concentracidon de acidos grasos presentes en las muestras se utilizé el programa

ChemStation version B.04.01 (Agilent, USA) (Lopez, 2014).

2.7 Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software R. Los datos de crecimiento, parametros
sanguineos y de acidos grasos que cumplieron con los supuestos de normalidad, independencia y
homocedasticidad de varianzas, se analizaron con un ANOVA de una via (a =0.05), y para conocer la
diferencia entre grupos se utilizé una prueba post hoc de Tukey. Para los datos que no cumplieron con los
supuestos, se realizé una prueba de Kruskal-Wallis, posteriormente para ver las diferencias entre grupos

se utilizé una prueba post hoc de Dunn. El nivel de significancia fue a = 0.05.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Crecimiento de trucha arcoiris a diferentes temperaturas de aclimatacion

Durante el proceso de aclimatacion, la supervivencia fue del 100% en todos los tratamientos. No hubo
diferencias en el peso final, ganancia en peso y tasa de crecimiento especifico de los peces aclimatados a
las diferentes temperaturas (Tabla 2). La ganancia en peso se mantuvo en el intervalo de 48.61 a 57.49 %.
La tasa de conversidon alimenticia estuvo entre 1.39 y 1.67, sin diferencias significativas entre los

tratamientos.

Tabla 2. Estadisticas basicas de crecimiento y supervivencia de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) aclimatada a
diferentes temperaturas.

16°C 19°C 22°C
Peso inicial (g) 49.45 £9.79 49.45 £9.79 49.45 £9.79
Peso final (g) 77.88 +11.29 75.03 £ 7.57 73.49+£10.17
Ganancia en peso (%) 57.49 +22.83 51.72 +15.31 48.61 +20.57
Tasa de conversion 1.39+0.67 1.50+0.57 1.67 £0.89
alimenticia
Tasa de crecimiento 1.27+0.43 1.17 £ 0.30 1.10+0.41
especifico
Supervivencia (%) 100 100 100

3.2 Hematologia

El numero de glébulos blancos, el hematocrito, la concentracién de hemoglobina, la concentracion de
hemoglobina corpuscular media y la amplitud de distribucidn eritrocitaria no fueron afectados (p > 0.05)

por la temperatura de aclimatacién (Tabla 3).

El nimero de glébulos rojos presentd un aumento significativo (p = 0.004) en el tratamiento de 22 °C (4.16

+ 1.48 cel x 108/mm?3) con respecto a los peces de 16 °C (2.78 + 0.82 cel x 10%/mm?3) (Tabla 3). Los valores
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del volumen corpuscular medio (VCM) y la hemoglobina corpuscular media (HCM) fueron menores
significativamente en el tratamiento de 22 °C con 123.14 + 44.37 fL (p = 0.013) y 29.70 + 10.94 pg/cel (p =
0.007), respectivamente, con respecto al obtenido en los peces aclimatados a 16 °C. En los peces
aclimatados a 19 y 22°C, estas respuestas no fueron diferentes significativamente (p > 0.05) y los valores
estuvieron en el intervalo de 123.14 a 145.6 fL para VCM y en HCM fueron de 29.70 a 35.37 pg/cel

respectivamente.

Tabla 3. Promedios y desviacion estandar de pardmetros hematoldgicos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
aclimatadas a diferentes temperaturas. Las letras indican las diferencias significativas entre tratamientos con a
=0.05. RBC: gldbulos rojos, WBC: Glébulos blancos, Hct: Hematocrito, Hb: hemoglobina, VCM: volumen corpuscular
medio, HCM: hemoglobina corpuscular media, CHCM: Concentracién de hemoglobina corpuscular media, ADE:
amplitud de distribucién eritrocitaria.

16°C 19°C 22°C
RBC (cel x 105/mm?3) 2.78+0.82° 3.46 £0.92 % 4.16+1.48°
WBC (cel x 103/mm?3) 21.39+3.02 19.54 +£1.89 19.64 £3.36
Hct (%) 45.86+4.18 46.26 +3.89 46.06 £ 5.31
Hb (g/dL) 11.22 +1.408 11.60 £ 1.084 11.02 £ 0.98

VCM (fL)
HCM (pg/cel)

CHCM (g/dL)

ADE (%)

176.09 £ 55.51 2

43.12+13.09°

24.77 +2.32

32.16 +5.89

145.60 + 34.96 **

35.37+7.07%

24.58 +2.15

22.52+4.63

123.14 +£44.37°*

29.70+10.94°

24.09+1.77

26.56 +11.30

En el porcentaje de los diferentes tipos de leucocitos, donde se incluyen los linfocitos, neutrdfilos,
monocitos, basoéfilo y eosindfilos, asi como los trombocitos, no se encontraron diferencias significativas (p

> 0.05) en los peces de las diferentes temperaturas de aclimatacion (Tabla 4).

Tabla 4. Promedios y desviacion estandar de leucograma de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) aclimatadas a
diferentes temperaturas.

16°C 19°C 22°C
Linfocitos (%) 67.19+3.84 67.27 +2.51 67.56 + 3.53
Neutrofilos (%) 4.57 £2.29 4.72+1.77 5.56 +2.59
Monocitos (%) 1.76 £0.70 2.09£0.81 2.00+£1.19
Basdfilos (%) 0.28+0.46 0.36 £0.58 0.32+0.47
Eosindfilos (%) 0.14+0.35 0.22+0.42 0.16 £0.37

Trombocitos (%) 26.04 +3.41 25.31+2.50 24.40 + 4.07
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3.3 Quimica sanguinea

La presion osmdtica, el pH, la presidon parcial de CO, (pCO3), la presidn parcial de oxigeno (pO.), la
concentracién de Na*, K*, Ca**, glucosa y lactato no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre
los peces aclimatados a las diferentes temperaturas (Tabla 5). En relacidn con la presidn parcial de oxigeno
(p0,), los resultados obtenidos fueron menores a 5 mmHg debido a que el rango de deteccidn del equipo

marca este dato como el valor minimo de calibracién, lo cual explica porque no se encontraron diferencias.

No se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en la concentracidn de proteinas totales, albumina,
relacién albumina/globulina, ni en la enzima alanina aminotransferasa en los peces aclimatados a las
diferentes temperaturas (Tabla 5). Se registrd un aumento de la enzima aspartato aminotransferasa (AST)
conforme incrementé la temperatura de aclimatacién (Figura 2), en donde la menor concentraciéon (10.46
+3.43 U/L) se encontrd en los peces del tratamiento de 16°C, mientras que la concentracién mas alta de

AST (65.24 + 10.05 U/L) se registrd en los peces de la temperatura de 22°C (p < 0.001).

Tabla 5. Promedios y desviacion estandar de pardmetros de quimica sanguinea de la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) aclimatada a diferentes temperaturas.

16°C 19°C 22°C

Presién osmética (mmolekg™?) 317.5+6.52 321.03 £5.29 322.9+7.27
pH 6.98+0.11 6.89 £ 0.09 6.89+0.14
pCO; (mmHg) 21.59 £2.75 20.96 +3.05 20.21+2.16
pO:2 (MmHg) <5.0+£0.0 <5.0+0.0 <5.0+£0.0
Na* (mmol/L) 157.16 + 2.95 158.5+2.43 160.0 £ 2.79
K* (mmol/L) 3.70+£0.49 3.25+0.22 3.62+£0.65
Ca** (mmol/L) 1.50+0.07 1.46 +0.07 1.46 £ 0.05
Lactato (mmol/L) 2.66 +0.95 3.47 £1.52 3.42 +1.50

Glucosa (mg/dL)

128.58 +£24.71

127.59 + 36.83

101.91 £ 31.09

Proteinas totales (g/dL) 27.14 £5.55 27.71+£10.38 29.95+9.01
Albumina (g/dL) 15.62 +6.67 16.08 £7.01 16.01 +7.02
ALB/GLOB(g/dL) 2.24+0.78 2.33+0.94 2.51+1.06
ALT (U/L) 6.01 +2.05 8.46 + 3.69 9.79 +3.97
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Figura 2. Concentracion de la enzima aspartato aminotransferasa (AST) en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
aclimatada a diferentes temperaturas. Las letras indican las diferencias significativas entre tratamientos con a = 0.05.

3.4 Acidos grasos

Se presentd un aumento en la concentracion del acido heptadecanoico (C17:0) en las truchas del

tratamiento de 16 °C con respecto al de 22°C (p = 0.040). Asi mismo, se determiné un aumento del acido

linolénico (C18:3n3) en el tratamiento de 16 °C (1.25 + 0.03 %) con respecto al de 22°C (1.15 £ 0.04 %) (p =

0.024). En el resto de los acidos grasos no se encontraron diferencias significativas, ni en las proporciones

de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), monoinsaturados (MUFA) y saturados (SFA) (Tabla 6).

Tabla 6. Promedios y desviacion estandar de la composicién de acidos grasos de la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) aclimatada a diferentes temperaturas. Las letras indican las diferencias significativas entre tratamientos con

o =0.05 a>b.

Acido graso (%) 16°C 19°C 22°C

C12:0 0.05 + 0.02 0.05 + 0.01 0.03 £ 0.01
C13:0 0.03 £ 0.00 0.03+0.01 0.03+0.01
C14:0 2.58+0.26 2.59 £0.29 2.30£0.16
c14:1 0.06 £ 0.01 0.07 £0.01 0.07 £ 0.00
C15:0 0.28 + 0.02 0.28 £ 0.01 0.27 £ 0.02
C16:0 21.11+0.77 21.44 £0.99 21.03 £0.57
c16:1 5.79 +0.25 5.77 £ 0.15 5.63 +0.35
C17:0 0.48 + 0.04° 0.47 £ 0.03%° 0.42 +0.03°
C17:1 0.26 £ 0.01 0.25+0.02 0.24 +0.01
C18:0 6.16 + 0.63 6.51+0.60 6.54  0.66
C18:1n9 25.54 +1.08 25.66 +1.28 26.89 £ 0.55
C18:2n6¢ 0.14 +0.01 0.14 £ 0.01 0.14 £ 0.01
C18:2n6t 14.89 +1.18 14.90 + 0.86 14.96 + 0.62
C18:3n6 0.51+0.10 0.56 + 0.02 0.63 £ 0.07
C18:3n3 1.25 +0.03? 1.19 £ 0.10%® 1.15 + 0.04°
C20:0 0.19£0.01 0.19 +0.01 0.18 £ 0.01
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C20:1n9 1.31+0.06 1.25+0.12 1.31+0.13
C20:2 0.77 £0.03 0.68 +0.07 0.76 £0.10
C20:3n6 0.57 £0.04 0.56 £ 0.04 0.56 +0.06
C20:4n6 1.33+0.27 1.42+0.12 1.40+0.05
C20:5n3 3.98+0.14 3.99+0.34 3.64£0.23
C22:0 0.24 £0.02 0.24 +£0.03 0.21+0.01
C22:2 0.24+0.01 0.24 +£0.03 0.24 £0.01
C22:6n3 1.03+0.11 1.07+0.13 1.02+0.08
C24:0 11.05+0.35 10.28 £2.32 10.12 £ 0.80

C20:1 0.19 +0.03 0.20 + 0.07 0.25 +0.05

SFA 42.15+1.74 42.07 £1.36 41.13 £0.95

MUFA 33.15+1.21 33.19+1.29 34.37+0.43

PUFA 2470+ 1.20 24.73+1.43 24.50+0.73

DHA/EPA 0.26 £ 0.03 0.26+£0.01 0.28+0.01

EPA/ARA 3.11+0.82 2.82+£0.19 2.61+0.23

En general, los resultados en las respuestas evaluadas en la trucha arcoiris, muestran que las diferencias

se presentaron solamente en las temperaturas extremas del intervalo de aclimatacién utilizado en este

estudio, es decir, en 16 °C con respecto a 22 °C.
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Capitulo 4. Discusion

El proceso de aclimatacion térmica en los peces permite que sus procesos fisiolégicos se ajusten ante los
cambios de temperatura, lo que puede modificar su tolerancia térmica (Angilletta et al., 2002; Lagerspetz,
2006). La aclimatizacién indica la acumulacion de modificaciones que realizan los peces a largo plazo
debido a los cambios en su ambiente, como son las variaciones de temperatura, cambios en la salinidad y
concentraciones de oxigeno, entre otros factores (Gerlach et al., 1990). Los ajustes que realizan los
organismos para compensar los cambios en los factores abidticos involucran respuestas de
comportamiento, vias metabdlicas, ajuste de hormonas y enzimas, las cuales se producen en diferentes
niveles funcionales, desde molecular y celular hasta el organismo (Volkoff y Rgnnestad, 2020; Sua-
Cespedesetal., 2021). Ademds, las variaciones de la temperatura pueden tener un efecto en lainmunidad,

eficiencia de crecimiento y la reproduccién (Chatterjee et al., 2004; Cheng et al., 2013).

El incremento de temperatura acelera el metabolismo del pez, lo cual genera un aumento en la ingesta de
alimento (Jobling, 1993; Van Ham et al., 2003), que, a través de una serie de procesos fisioldgicos,
metabdlicos y de comportamiento, resulta en la produccidn de energia necesaria para mantener en
funcionamiento los diversos procesos, entre ellos el crecimiento (Evans, 1999). En el presente estudio los
peces fueron alimentados con el 2.4 % de su peso con base en la recomendacion de Quintero et al., (2011)
para trucha, donde no se observaron diferencias estadisticas entre tratamientos en la ganancia en peso ni
en la tasa de conversion alimenticia, lo cual podria deberse a la mayor desviacion de los datos de los

tratamientos, lo que pudo enmascarar el efecto de la temperatura en estas respuestas.

La relacién de la tasa de crecimiento y la temperatura se puede ver afectada por diversos factores, entre
ellos se encuentran el régimen de alimentacién, donde se incluye tanto la racién como la calidad de los
alimentos suministrados. Mishra et al. (2021), concluyeron que la temperatura del agua entre 12y 14 °C
fueron consideradas las dptimas para el cultivo de juveniles de trucha arcoiris y que una temperatura mas
alta (>18 °C) da como resultado un crecimiento lento, reduce el nivel de proteina y aumenta el nivel de
mortalidad. Jiang et al. (2021), cultivaron trucha arcoiris en un sistema de recirculacién durante 4 semanas
y las expusieron a tres temperaturas (13, 17 y 21 °C); encontrando que la tasa de crecimiento especifica y
el consumo de alimento fueron mas altos a 17 °C y los mas bajos a 21 °C. Janhunen et al. (2016),
aclimataron a la trucha arcoiris a dos temperaturas (14 y 20 °C) y obtuvieron, en promedio, un menor
consumo de alimento, un crecimiento mas rdpido y una mejor tasa de conversién alimenticia a la

temperatura de cultivo de 14 °C. Con base en los resultados de este estudio y los reportados por los autores
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antes mencionados, el mejor desempefio de la trucha arcoiris (0. mykiss) es en temperaturas menores a
18°C, debido a que se favorece la supervivencia, el crecimiento y la tasa de conversién alimenticia, entre

otras respuestas.

En la trucha Salvelinus alpinus, Larsson y Berglund (1998), no encontraron diferencias en el crecimiento
maximo de los peces por efecto de las temperaturas experimentales (5,9, 13, 16, 18 y 20 °C) cuando fueron
alimentados con pellets comerciales rentables energéticamente. Sin embargo, Elliott y Hurley (1999),
observaron que los cambios en la ingesta diaria de energia posiblemente cambien la temperatura dptima
para el crecimiento. Se ha demostrado que la trucha arcoiris se desarrolla bien a temperaturas entre 14 °C
y 19 °C, y las temperaturas superiores a 20 °C pueden ocasionar una disminucién en la tasa de crecimiento
(Hokanson et al., 1977, Wurtsbaugh y Davis, 1977; Jobling, 1981; Mé&kinen, 1994). En la presente
investigacion, se utilizé una dieta comercial elaborada para trucha, la cual redne sus requerimientos
nutricionales, sin embargo, tomando en cuenta que las dietas con altos niveles de energia pueden
modificar el 6ptimo térmico de los peces, seria importante evaluar este tipo de dietas en truchas que sean
expuestas a temperaturas por arriba de los 19 °Cy poder valorar con base en los parametros productivos,

si pudiera ser viable su cultivo en estas condiciones.

Los cambios de temperatura pueden tener un efecto en los pardmetros hematoldgicos en los peces, entre
los que se encuentran el nimero de glébulos rojos y blancos, el hematocrito, la hemoglobina y los indices
eritrocitarios. Estos parametros sirven como indicadores para evaluar el manejo de la salud de los peces
en diferentes condiciones (Chen et al., 2004), lo cual se ha podido observar en algunos parametros en el
perfil sanguineo de la trucha en este estudio, donde el nimero de glébulos rojos aumenté en los peces del
tratamiento de 22 °C con respecto al de 16 °C. Esta tendencia se ha observado en otros estudios con trucha,
por ejemplo, Docan et al. (2011), observaron que las truchas expuestas a una temperatura de 26 °C
tuvieron un aumento del nimero de glébulos rojos (1.42 + 0.07 x10%/mm3) con respecto a la temperatura
de 18 °C (1.10 + 0.15 x10%/mm?), los autores mencionan que la sangre tiene un papel homeostatico, por
lo cual tiene una relacidn con los procesos metabdlicos, y en ella se pueden asociar los cambios en el
organismo por efectos estresantes. Respuestas similares también se han observado con otras especies de
agua dulce, como en la carpa comun (Cyprinus carpio), al presentar un aumento significativo de RBC
cuando fue aclimatada a 38 °C, comparado con el tratamiento de 25 °C (Amin y Khan, 2016). La explicacion
a este incremento en el nimero de glébulos rojos conforme aumenta la temperatura del agua, se debe
probablemente a que una mayor temperatura ocasiona la disminucidn en la solubilidad del oxigeno en el
agua, lo cual disminuye su disponibilidad para los peces y aumenta el estrés (Cech y Brauner, 2011),

principalmente con las temperaturas altas, lo cual aumenta la demanda metabdlica ocasionando una
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disminucién de la absorcion del oxigeno por los glébulos rojos, por lo cual, para compensarlo, se producen
una mayor cantidad de estos tipos celulares para aumentar la capacidad de transporte de oxigeno de la
sangre, suministrandolo a los principales érganos (Ruane et al., 1999; De et al., 2019). En el presente
estudio, las truchas aclimatadas a 16 y 19 °C, probablemente no se encontraban bajo estrés, debido a que
las temperaturas corresponden a las reportadas para la especie como favorables para ciertos procesos
fisiolégicos, en cambio, la condiciéon de 22°C pudo haber ocasionado un aumento en el metabolismo de

las truchas, lo cual se vio reflejado en el incremento de los glébulos rojos.

Con relacidon al hematocrito y la concentracién de hemoglobina en los peces, no se observaron diferencias
entre las tres temperaturas de aclimatacidn. Estos parametros hematoldgicos son utilizados para evaluar
el estado fisioldgico de los peces en condiciones de estrés (Mc Donald y Milligan, 1997; Wenderlaar Bonga,
1997; Wojtaszek et al., 2002; Fernandez y Mazon, 2003), asi como de la capacidad para transportar
oxigeno del torrente sanguineo (Shah y Altindag, 2004). Hazel y Prosser (1974), mencionan que existe una
correlacién directa entre los gldébulos rojos, el hamatocrito y la hemoglobina y la temperatura de
aclimatacién en la trucha arcoiris. Sin embargo, otros autores no han encontrado correlacion entre el
hematocrito y la temperatura (ej. Denton y Yousef, 1975; Parent y Vellas, 1981). En el presente trabajo,
las temperaturas de 19 y 22 °C tuvieron un efecto en algunos pardmetros hematolégicos (glébulos rojos,
el volumen corpuscular medio y la hemoglobina corpuscular) de la trucha arcoiris, lo que puede indicar
que estas temperaturas generan un aumento de la capacidad para transportar el oxigeno en la sangre de
esta especie, como un mecanismo para compensar y poder responder ante la situacién térmica que

experimenta.

En este estudio también se obtuvo una disminucién en el volumen corpuscular medio (VCM) y la
hemoglobina corpuscular media (HCM) en la temperatura de 22 °C con respecto a los peces aclimatados
a 16 °C. Esta tendencia en las respuestas, también se han observado en otros peces de agua dulce como
Garra rufa en el estudio de Duman y Sahan (2017), en donde reportaron que el VCM y la HCM fueron
menores en los peces expuestos a 31.6 £ 1.45 °C con respecto a los organismos que experimentaron 10.3
1 0.60 °C. El comportamiento de los indices del VCM y HCM en la temperatura de 22 °C, indica un menor
tamanfio de los gldbulos rojos y la cantidad promedio de hemoglobina en los eritrocitos, por lo cual se
podria determinar que no se esta transportando suficiente oxigeno al cuerpo. Este mayor requerimiento
de concentracién de oxigeno ocasiona un aumento en el nimero de eritrocitos en circulacién, como lo

han determinado diversos autores (Hazel y Prosser, 1974; Martinez et al., 1994).
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La temperatura una vez que supera los limites de tolerancia para una especie en particular, afecta su
capacidad inmunoldgica, por lo cual aumenta su exposicién a enfermedades que afectan el crecimiento y
la reproduccion (Cnaani, 2006). En este estudio no se observé un efecto de la temperatura en el numero
de glébulos blancos de las truchas el cual tuvo un intervalo de 19.54 a 21.39 cel x 103/mm?3. En otras
especies de peces de agua dulce, se ha documentado un incremento en el nimero de gldbulos blancos
con el aumento de la temperatura del agua (24 a 36 °C) en el bagre rayado (Islam et al., 2019) y en la carpa
comun (Ahmad et al., 2011) cuando se mantuvieron durante un mes en esas condiciones térmicas (20 a
32 °C). Sin embargo, se debe resaltar que estas especies son euritérmicas, es decir, que su tolerancia a la
temperatura es mas amplia, por ello pueden tolerar condiciones por arriba de los 23 °C, comparado con la

trucha que es una especie de agua fria.

En los estudios mencionados anteriormente, la diferencia térmica que utilizaron los autores es de 12°C,
sin embargo, con la trucha arcoiris se trabajoé un intervalo de 6°C (16 a 22°C), lo cual probablemente
indique que los mecanismos de compensacidon que utilizan los peces mantuvieron la concentracion de
células blancas dentro del valor basal, debido a que no se observaron signos de estrés o la posible
presencia de un cuadro patoldgico que ocasionara un cambio en el nimero de estas células. El hecho de
que el nimero de células blancas no fuera afectado por la temperatura, también se pudo verificar con el
diferencial de leucocitos (linfocitos, neutrdfilos, monocitos, basdfilos, y eosindfilos) en las truchas
aclimatadas a las diferentes temperaturas. Esta respuesta indicd que la exposicion a diferentes
temperaturas no ocasiond una reaccién de defensa en el organismo. A diferencia del presente estudio,
Mofizur Rahman et al. (2019), determinaron un aumento de neutrdfilos y disminucién de linfocitos en
Epinephelus akaara, aclimatado a las temperaturas mas altas (31 y 34 °C), lo cual indicé la alteracidn del
sistema inmunoldgico, lo que podria propiciar enfermedades en el pez cuando es expuesto a estrés
térmico. En Pangasianodon hypophthalmus expuesto a diferentes temperaturas de aclimatacion (25, 28,
31 y 34 °C) durante seis semanas, se documenté un aumento en el numero de neutréfilos y una
disminucién en el numero de linfocitos debido al estrés térmico (Shahjahan et al., 2018). Los neutrdfilos
son las células que se relacionan con los mecanismos de defensa inespecificos, donde actian ante la
presencia de materiales extraifos, y no contra antigenos especificos, donde destruyen a las particulas
extrafias por fagocitosis o respuesta citotdxica y con una respuesta inflamatoria. En el caso de los
eosinodfilos y basdfilos, su presencia esta relacionada con las enfermedades inflamatorias o parasitarias,
estas células en peces sanos estan presentes en baja cantidad o en ciertos casos no estdn presentes
(Fernandez et al., 2002). En el presente estudio, se elabord el leucograma para trucha arcoiris en el
intervalo de temperaturas de 16 a 22 °C, y debido a que no se encontraron diferencias en los diferentes

tipos de leucocitos, esta informacidn podria ser utilizada para establecer valores basales en la trucha para
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el intervalo térmico utilizado, constituyendo uno de los primeros estudios que reporta el perfil hematico

y el leucograma completo para la especie.

Existen diferentes mecanismos bioquimicos que por variaciones en la temperatura pueden modificar los
pardmetros de la quimica sanguinea (Adeyemo et al., 2003; Subhadra et al., 2006). En el presente estudio,
la concentracién de Sodio (Na*), Potasio (K*), Calcio (Ca®*) y la presidn osmética de los peces no fueron
afectadas por las temperaturas de aclimatacidon. Resultados similares se han observado en diversos
trabajos, por ejemplo, Adeyemo et al. (2003), en Clarias gariepinus aclimatadas a cuatro temperaturas (29,
23, 35 y 41 °C), establecieron que la concentracion de HCOs;, Na*, K* y CI" eran independientes de la
temperatura. En Pangasianodon hypophthalmus expuesto a seis temperaturas (24, 27, 30, 32,34y 36 °C)
no se encontraron diferencias en la presion osmotica de los peces (Trong, 2015). En el caso de la
concentracién de gases, Bockus et al. (2021), realizaron un estudio con trucha arcoiris en el cual trabajaron
con dos tratamientos (15 y 18 °C), donde determinaron que la pCO,, fue menor en los peces a 18 °C que
en los acondicionados a 15 °C. En el presente trabajo no se encontraron diferencias significativas en la
concentracién de gases (pO, y pCO,). Es importante resaltar que la pO; en sangre de los peces, se
determind con un equipo el cual tiene un limite de medicidn que no permitié conocer la concentracion
exacta de este parametro, por lo cual se propone medir esta respuesta de forma mads exacta en los
proximos estudios que se realicen, por ejemplo, con un medidor de oxigeno microx TX3 con un sensor

Optico (PSt1), el cual ha sido usado en el salmdén del Atlantico (Kristensen et al., 2010).

Con relacion al efecto de la temperatura de aclimatacion en la quimica sanguinea de trucha arcoiris, se
puede resaltar que, la concentracién de glucosa y lactato no fueron afectados por la temperatura, los
valores de glucosa se mantuvieron en el intervalo de 101.9 a 128.5 mg/dLy en 2.66 a 3.47 mmol/L para la
concentracion de lactato. La glucosa se ha utilizado como indicador de estrés en los peces (Pacheco y
Santos, 2001), este parametro al igual que la concentracion de lactato pueden verse afectados por la
temperatura, debido a que cambios en este factor durante el metabolismo aerobio de los carbohidratos
tiene efecto en la cantidad de oxigeno disponible necesario para que se lleve a cabo el metabolismo.
También se ha reportado que temperaturas elevadas tienen un efecto en las enzimas relacionadas al
metabolismo de carbohidratos, como se ha observado en la disminucion de la enzima lactato
deshidrogenasa (Johnston y Dunn, 1987; Willmer et al., 2000; Tarifefio, 2004). Por lo anterior, es
importante incluir otras variables de la quimica sanguinea, como la enzima lactato deshidrogenasa y
enzimas de estrés oxidativo para complementar la informacion relacionada con el efecto de la

temperatura en la salud de los peces.
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Las proteinas totales tampoco mostraron diferencias por efecto de la temperatura y se mantuvieron en
el intervalo de 27.1 a 29.9 g/dL. En otros estudios se ha documentado que un aumento de las proteinas
totales puede resultar por alteraciones estructurales del higado, esto disminuye la actividad de las enzimas
aminotransferasas, reduce la capacidad de desaminacién y afecta el control del equilibrio de liquidos (Coz-
Rakovac et al., 2005). Las proteinas se producen principalmente en el higado, sin embargo, también las
producen las células plasmaticas. La proteina mds relevante es la albumina (30-50% de la concentracién

total de proteinas séricas), las otras son conocidas como globulinas (Kaneko, 1997).

Meisner y Hickman (1962), realizaron un estudio con trucha arcoiris expuesta a dos temperaturas (8 y 16
°C), donde determinaron que la relacién albumina/globulina (A/G) fue mayor a 8 °C que a 16 °C. Este
cambio resultd de un aumento en la albimina y una disminucidn en las globulinas. El hecho de que en el
presente estudio no se encontraran diferencias en la concentracién de proteinas totales, albumina,
globulina y relacion A/G podria indicar que no fue necesario un gasto energético adicional por parte de los
peces para sintetizas nuevas proteinas y compensar deficiencias fisioldgicas. Esto debido a que el intervalo
térmico utilizado (16, 19 y 22 °C) se encuentra dentro del limite de tolerancia de la especie, el cual ya ha
sido establecido por Huysman et al. (2020), donde determinaron que la temperatura letal incipiente
superior para esta especie es de 25 °Cy la letal superior es de 26 °C. Esto permite entender la capacidad
de compensacion fisioldgica que tiene la trucha arcoiris en las temperaturas a las cuales fueron expuestas

en el presente estudio, y por lo cual no se encontraron diferencias en estas respuestas.

En relacion con las enzimas aminotransferasas (AST y ALT), su funcién es relevante en el catabolismo de
aminodcidos y son utilizadas para detectar dafio hepatico (Orug y Uner, 1999; Poleksic y Karan, 1999;
Gholami et al., 2013). En este estudio, se observd que la enzima aspartato aminotransferasa (AST)
aumentoé en el suero de los peces en relacidn con el incremento de la temperatura. Esta enzima se
encuentra en las mitocondrias y en el citoplasma de las células hepaticas, asi como en el rifidn, en tejido
muscular esquelético, y en menor concentracidn en otros tejidos, ademas, es importante en el
metabolismo de las proteinas (Center, 1989; LPCV, 2004; Sadauskas-Henrique et al., 2011). La AST se
encarga de catalizar la reaccion de reordenamiento molecular que incluye a los aminodcidos ligados al
ciclo del acido citrico en dos puntos (acidos oxaloacético y cetoglutarico), el cual es el mecanismo mas

relevante para introducir equivalentes de reduccién en las mitocondrias (Urich, 1994).

El incremento en la temperatura puede ocasionar una mayor actividad de la AST, debido a que hay una
mayor utilizacidn del producto del ciclo del acido citrico para producir energia (ATP), la cual se necesita

para otras actividades fisioldgicas (Ranjan et al., 2020). En caso de que haya un aumento significativo de
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AST con respecto a la alanina aminotransferasa (ALT) se puede deber a una enfermedad renal, falla
cardiaca o alteracion muscular (Center, 1989). En el presente estudio, la relacidn positiva de la
concentracién de AST con respecto a la temperatura podria indicar un mayor requerimiento energético
por parte de los peces para realizar sus actividades fisioldgicas, mas que atribuirle una afectacion a nivel
renal, cardiaco o una alteracién muscular, debido a que la temperatura mas alta utilizada estuvo lejos del
valor letal incipiente (25°C) reportado para la especie. Ademas, para poder establecer si existe dafio
hepatico, se debe determinar la concentracidon de AST junto con otros analisis como la determinacion de
bilirrubina y ALT (Hastuti et al., 2019) o incluir un analisis histoldgico. También se ha reportado que cuando
el higado de los peces se encuentra dafiado, libera ALT a la sangre aumentando su concentracién (Price &
Wilson 1995). En este sentido, la concentracién de ALT en la trucha arcoiris no fue afectada por la
temperatura, por lo cual es probable que el higado de los peces no estaba dafiado. Por lo anterior, es
importante poder contar con valores basales de los diferentes parametros sanguineos en peces, que
permitan establecer las mejores condiciones ambientales, como por ejemplo la temperatura, para poder

establecer la condicion de salud y de bienestar de los peces en cultivo.

La temperatura no solo afecta los parametros de crecimiento y la sangre, también incide en la composicién
de acidos grasos de la membrana celular, lo que puede tener un efecto en las funciones bioldgicas y
atributos fisicos, como la permeabilidad y fluidez de la membrana, el grosor de la membranay las enzimas
relacionadas (Bell et al., 2008; Tocher y Glencross, 2015). Se han realizado estudios previos con trucha
arcoiris en donde se ha determinado el efecto de la temperatura en su composicion de acidos grasos. Hazel
(1979), transfirid truchas de 20 a 5 ° C y observd que el contenido de acidos grasos saturados de los
fosfolipidos del higado disminuyé de 28.7 a 25.8%, mientras que los niveles de dcidos grasos
poliinsaturados (PUFA) aumentaron de 27.5 a 35.9%. Estos cambios en la composicién de la membrana
como resultado de la aclimatacién al frio se deben a la composicién de la cadena acilo en donde se reducen
las proporciones de acidos grasos saturados, incrementa la proporcidn de acidos grasos insaturados y la
proporcién de n-3 y n-6, asi como la longitud promedio de la cadena acilo (Hazel, 1984). Por ejemplo, el
acido graso DHA esta relacionado con la aclimatacion al frio de trucha arcoiris, ya que se ha observado un

aumento de este acido graso en los fosfolipidos mitocondriales (Guderley et al., 1997).

En el presente estudio, del 100% de acidos grasos identificados en el musculo de la trucha arcoiris,
solamente en el C17:0 (acido heptadecanoico) y el C18:3n3 (acido linolénico) se encontraron diferencias
asociadas a la temperatura de aclimatacién. Se observé un aumento del 4cido C18:3n3 en el tratamiento
de 16 °C con respecto al de 22 °C, lo que podria indicar que al ser un acido graso de tipo n3 y tener un

punto de fusién bajo, su aumento puede deberse a una reestructuraciéon de la bicapa lipidica en la
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temperatura mas fria. Liu et al. (2019), observaron una respuesta similar en 0. mykiss, debido a que hubo
un aumento de este acido graso en las temperaturas 1, 2, 4, 6 y 8 °C en comparacion a los peces que se
expusieron a 16 °C, donde se observé un aumento en la concentracién de C18:3n3 en relacidn con la
disminucién de la temperatura. Este tipo de cambios en la composicion de los lipidos de la membrana
pueden ser la estrategia para disminuir los efectos de los cambios de temperatura que experimentan los
organismos en su ambiente (Farkas et al., 1980) y que permiten que las funciones de transporte y adhesion
celular operen eficientemente (Ueda, 1976). En el caso de la aclimatacién de peces a temperaturas célidas,
se ha observado una disminucidn de MUFA y PUFA en los fosfolipidos del musculo en Perca flavescens
(Fadhlaoui y Couture, 2016). El aumento en los acidos grasos saturados ayuda a reducir la fluidez de la
membrana y compensa los efectos del aumento de temperatura (Hazel, 1995). En el presente estudio, la
trucha arcoiris no modificé la proporcién de acidos grasos en la composicién de la membrana en
temperaturas de 16, 19 y 22 °C, sin embargo, estudios previos muestran que es capaz de modificar esta
composicion cuando las temperaturas son mas bajas, como lo determind Hazel (1979), cuando transfirio
truchas de 20 a 5 ° C, dado que la diferencia térmica fue de 15°C, y los peces experimentaron una

temperatura mas fria (5°C).

La aclimatacidon de los peces puede establecerse dentro de un rango de temperatura en el cual tengan la
capacidad de adaptarse y poder sobrevivir. La trucha arcoiris tiene un amplio rango de temperatura para
establecerse hasta ciertos limites, esto debido a que los salmdnidos son considerados animales
heterotermales, en el cual su temperatura corporal puede cambiar desde los 6 °C en invierno hasta los 20-
22 °C en verano (Calabretti et al., 2003). Los estudios relacionados al intervalo dptimo de temperatura van
desde 11.6 °C (McCauley et al., 1977) hasta los 18 °C (Cherry et al., 1975). Estos estudios relacionados a
los intervalos de tolerancia de temperatura se ven reflejados en el presente estudio, debido a que la trucha
fue capaz de mantener pardmetros de crecimiento, hematologia, quimica sanguinea y acidos grasos
estables, al no encontrar diferencias en la gran mayoria de estas respuestas evaluadas. Los resultados
obtenidos indican que esta especie tiene la capacidad de aclimatarse a temperaturas de 19 y 22 °C, sin
exponerse a grandes cambios fisioldgicos, debido a que esta por debajo de su temperatura letal. Ademas,
con base en las respuestas evaluadas, el hemograma, el leucograma y la quimica sanguinea de la trucha
arcoiris podrian constituir los valores basales de la especie, debido a que la mayoria de las respuestas no
fueron afectadas por el intervalo térmico (16 a 22°C) utilizado en esta investigacion. Por lo anterior, es
importante resaltar que es el primer estudio que integra la mayor informacidn en cuanto a las respuestas
sanguineas de la especie y que permiten conocer su estado de salud, debido a que en las observaciones

de la morfologia externa de los peces no se registré la presencia de bacterias.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los valores de parametros hematoldgicos, quimica sanguinea y composicion de acidos grasos de la trucha

arcoiris fueron establecidos para el intervalo de temperaturas de 16 a 22 °C.

La temperatura de aclimatacion de 22 °C generd un aumento en el numero de glébulos rojos en la trucha
arcoiris, mientras que el volumen corpuscular medio y la hemoglobina corpuscular media disminuyeron

en los peces de esta misma condicion térmica.

El crecimiento, la concentracidn de iones en el plasma y la presidn de gases en sangre en la trucha

aclimatada a las temperaturas de 16, 19 y 22 °C, no fueron afectados por este factor.

La concentracion de la enzima aspartato aminotransferasa en el suero de las truchas incrementd en
relacidn con el aumento de la temperatura de aclimatacidn, lo que podria indicar un mayor requerimiento

energético por parte de los peces.

Las proporciones de acidos grasos saturados e insaturados no se vieron afectados por las temperaturas de
aclimatacién de 16, 19 y 22 °C, sin embargo, se observé un aumento de los dcidos grasos C17:0y C18:3n3

en las truchas en la condicion de 16 °C con respecto a la de 22 °C.

El hemograma, el leucograma y la quimica sanguinea de la trucha arcoiris podrian constituir los valores
basales para la especie en el intervalo térmico utilizado, debido a que la mayoria de las respuestas no

fueron afectadas por este factor.
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