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1- RESUMEN

La acuicultura aparece como una forma alternativa de producir alimentos e insumos
de origen acuético que permite aliviar los ecosistemas acuicolas sobreexplotados y
alimentar a una poblacion creciente. En nuestro pais es una actividad en desarrollo,
aunque se han realizado varias experiencias, como la del esturién siberiano, que
ademas de adaptarse satisfactoriamente al ecosistema, presenta potencialmente
una buena rentabilidad. Los costos de produccion probablemente disminuyan si se
mejora la resistencia a las enfermedades, el crecimiento, y la eficacia en la
conversion de alimento, para lo que se han estudiado varias alternativas, como el
uso de prebidticos, lo que también llevaria a una disminucién en el uso de
antibiéticos. Remitiéndonos a nuestra investigacion, evaluamos la sustitucion parcial
de la dieta de juveniles de esturion siberiano por poli-B-hidroxibutirato, un polimero
utilizado por ciertas cepas bacterianas como reserva de energia. Se supone que su
accion benéfica se produce cuando es degradado a acidos grasos de cadena corta
en el tubo digestivo. La experiencia constd en la evaluacion de los parametros
ganancia de peso, crecimiento en largo, indice de conversién, sobrevivencia, conteo
diferencial de leucocitos y cantidad de plaquetas cada 100 leucocitos. Los peces se
dividieron en tres grupos, uno con 2% de inclusién del prebiético, otro con 4% de
inclusion, y un grupo control. Los resultados mostraron que el grupo control presentd
un crecimiento estadisticamente mayor en largo y peso, pero no se encontraron
diferencias significativas en los parametros restantes entre los grupos tratados y el
control, aunque el conteo diferencial leucocitario mostré una diferencia estadistica
entre los grupos con 2 y 4% de inclusion. Tomando en cuenta los datos obtenidos,
concluimos que aunque el PHB haya demostrado ser beneficioso en otros estudios,
en el nuestro no lo fue para ninguno de los parametros estudiados.



2- SUMMARY

Aquaculture appears as an alternative way to produce food and aquatic supplies,
as a way to alleviate overexploited aquatic ecosystems while feeding an ever
growing human population. In our country it is an activity still under development,
although there have been several experiences such as the ones with Siberian
sturgeon, a specie that in addition to successfully being able to adapt to the
ecosystem, has potentially a good profit-earning capacity. Production costs are
likely to decline if disease resistance, growth, and feed conversion efficiency are
improved, for which several alternatives have been studied, such as the use of
prebiotics, a practice that would also lead to a decrease in antibiotics usage.
Referring to our research, we evaluated the partial replacement of the diet of
Siberian sturgeon fingerlings with poly-B-hydroxybutyrate, a polymer used by
certain bacterial strains as an energy reserve. Presumably its beneficial action
occurs when degraded to short chain fatty acids in the digestive tract. The
experience consisted in the evaluation of some production parameters, including
weight gain, growth in length, feed conversion rate, survival, differential leukocyte
count and platelet count/ 100 leukocytes. Fish were divided into three groups, one
with 2% prebiotic inclusion, another one with 4% inclusion, and a control group.
The results showed that the control group had a statistically greater growth in
length and weight, but no significant differences in other parameters between
treated and control groups were found, although the differential leukocyte count
showed a statistical difference between groups with an inclusion of 2 % and 4%.
Taking into account the data obtained, we conclude that although the PHB has
proven beneficial in other studies, in ours it was not for any of the studied
parameters.



3- INTRODUCCION Y REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1 Acuicultura

La acuicultura es la “Cria de organismos acuaticos, comprendidos peces, moluscos,
crustaceos y plantas. La cria supone la intervencidon humana para incrementar la
produccion; por ejemplo: concentrar poblaciones de peces, alimentarlos o
protegerlos de los depredadores. La cria supone asimismo tener la propiedad de las
poblaciones de peces que se estén cultivando”, (FAO, 2003).

En Uruguay la legislacion define a la Acuicultura como “la actividad de reproduccion,
cultivo o crianza de especies hidrobiolégicas en medio controlado, abarcando ciclos
biolégicos completos o parciales, incluyendo las actividades realizadas en
estructuras ubicadas en ambientes acuaticos marinos, continentales y en tierra.
(Ley 19.175 de Pesca Responsable y Fomento de la Acuicultura,
www.parlamento.gub.uy)

En el afio 1996 la acuicultura fue declarada de interés nacional para nuestro pais.
(DINARA, 2013).

3.1.a- Motivos para realizar acuicultura:

Segun FAO (2012) y DINARA (2013) los principales motivos para realizar acuicultura
son:

Desarrollo sostenible, la explotacion excesiva de los ecosistemas acuaticos por la
pesca tradicional ha producido un dafio a estos, ya sea afectando directamente a
una especie, como el caso del atin rojo (Thunnus thynnus); o indirectamente
alterando el equilibrio bioldgico de las redes troficas acuaticas.

Contribucién a la seguridad alimentaria, las estadisticas indican que en el periodo
1961-2009 el suministro mundial de alimentos pesqueros tuvo una tasa de
crecimiento de 3,2% anual pasando de 9,9 a 18,4 kg/habitante/afio. Al estar los
recursos maritimos en su mayoria explotados plenamente o sobreexplotados, es
imposible aumentar la extraccion (que incluso ha disminuido), para cumplir la
demanda de una poblacibn humana siempre creciente en nimero y avidez por el
pescado. La acuicultura aparece como la Unica opcion para incrementar la oferta de
pescado como alimento para la humanidad.

Productos diferenciados, al ejercerse control sobre alimentacion, ambiente, sanidad,
condiciones de cosecha y procesamiento, el producto final de la acuicultura es de
mejor calidad lo que conlleva a un precio mas alto.

Buena rentabilidad, si bien los costos iniciales son altos, luego se observan buenos
beneficios econémicos, en parte por el alto indice de conversién de los organismos
acuaticos comparados con otras especies.
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Generacion _de fuentes de trabajo, la acuicultura puede generar directa e
indirectamente fuentes de trabajo en el medio rural, como también la integracion de
sectores publicos y privados.

Permite mejorar suelos poco productivos, utilizando el agua de estanques acuicolas
para riego y los lodos para abono de la tierra.

Posibilidad de complementar con otras actividades, un ejemplo de lo antes
mencionado es la cria de carpas en arrozales, la agroacuicultura integrada o la
acuicultura en tajamares usados para reserva de agua.

Desarrollo profesional y cientifico; crea oportunidades de experimentacion,
investigacion e innovacion.

Repoblacion de embalses publicos; permite repoblar ambientes naturales que se
encuentran mermados debido a la sobreexplotacion por el hombre de algunas
poblaciones de la fauna ictica.

Cultivo para pesca deportiva y peces ornamentales. Actividades de gran impacto
econdmico y social.

3.1.b- Aspectos negativos de la acuicultura:

Aunqgue la acuicultura tiene un gran valor potencial, hay efectos negativos que deben
ser tenidos en cuenta (WWF, 2013; Schryver, 2010), como por ejemplo:

Contaminacién _de los recursos hidricos por liberacion de nutrientes, patégenos,
quimicos, y farmacos.

Incubacion de enfermedades y parasitos, favorecido por el hacinamiento de los
organismos acuaticos en instalaciones de cultivo.

Introduccion de especies exdticas, que se escapan y compiten, infectan, o se
alimentan de especies nativas.

Incremento en la presion sobre las poblaciones de especies pelédgicas, para su uso
como ingredientes de los piensos.

Desarrollo _de resistencia bacteriana, por el uso masivo de antibiéticos para
prevencion de infecciones.
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3.1.c- Situacion de la acuicultura mundial

Segun datos tomados de la FAO (2014), en la actualidad se observa una clara
tendencia al alza de la produccion de pescado en el mundo, siendo su motor
impulsor, la acuicultura, frente al estancamiento de la pesca de captura. La
contribucion de la cria de peces comestibles en cautividad a la produccion pesquera
mundial total paso6 de 13,4% en 1990 a 25,7% en 2000, y a 42,2% en 2012.

Millones de toneladas

160
140 — Froducdon de la aoulcutura
s Produocddn de la pesca de captura
120
100
80
6
40
20
0
50 55 60 65 70 75 B0 a5 90 95 00 05 12

Figura 1. Produccion mundial de la pesca de captura y la acuicultura (FAO, 2014).

Conforme a lo expresado en el informe de la FAO sobre el estado mundial de la
pesca y acuicultura 2012, el peso relativo de la acuicultura en la produccion mundial
de especies comestibles paso6 de 9% en 1980 a 47% en 2010.

En ese mismo afio se produjeron 59,9 millones de toneladas de especies acuaticas
comestibles provenientes del cultivo, 7,5% mas que el afio anterior. Se incluye
dentro de especies comestibles a peces de escama, crustaceos, moluscos, anfibios
(ranas), reptiles acuaticos (excepto cocodrilos), Yy otras especies como: erizos y
pepinos de mar, ascidias, y medusas.

Hoy en dia en el mundo se crian unas 600 especies acuaticas en cautiverio, en agua
dulce, salobre, y salada, utilizando un grado variable de tecnologia, instalaciones, y
alimentacion.

El predominio global de la produccién con un 56,4% proviene de los peces de agua
dulce, seguido con un 23,6% por moluscos, crustaceos (9,6%), peces diddromos
(6,0%), peces marinos (3,1%) y otros animales (1,4%).
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Una tercera parte de la produccion se obtiene sin alimentacion artificial, como las
carpas Yy los bivalvos que se alimentan mediante filtracion, y el resto recibe grados
variables de alimentacién (desde extensiva a superintensiva), o fertilizacion de las

aguas.
2000
2000
2000
I Moluscos
Paces disdromos
I Foces marinos
CnEtirnos
I il varkos

Figura 2. Composicién de la producciéon acuicola mundial por ambiente de cultivo
(FAO, 2012).

2010

Il Foces de agua duloe
O ORs

B Foces disdromios

Il Ctras espacies

2010

I Cresthonos
Paces de agua dule
I Foos diadromos
Poces marinos
I soluscos

2010

Las instalaciones varian segun el caso, puede desarrollarse acuicultura en:

e Estanque: Es un contenedor de agua retenida por tierra, es el mas comun
(99% de los casos), puede ser abierto o recubierto.

e Jaula: Barrera sélida de red o malla instalada en un ambiente natural o
artificial.

e Cerco: Es Similar a una jaula, pero con piso de tierra.

e Raceway: Es un canal artificial de concreto, donde hay un permanente
recambio de agua.

e Tanques

e Silos
13



En todos los casos, el sistema es wvulnerable a efectos ambientales,
socioecondémicos, tecnoldgicos, y de origen natural, pudiendo observarse cuantiosas
pérdidas por diferentes motivos como enfermedades, desastres naturales
(terremotos, inundaciones, sequias) o contaminacion del agua (por zonas de
industrializacion y urbanizacién) (FAO, 2012).

3-1.d- Produccién acuicola entre regiones:

El 87,6% de la produccion mundial estd dado por solo 10 paises que se
corresponde al 81,9% en valor de los peces comestibles. En 2010 Asia genero el
89% de la produccion total, siendo China el contribuyente principal, responsable de
mas del 60%; sin restarle importancia a otros productores como India, Vietnam,
Indonesia, Bangladesh, Myanmar, Filipinas, y Japon. En América Latina se observo
un crecimiento fuerte y continuo, en particular en Brasil y en Peru. En el conjunto de
las Américas predomina la cria de peces de escama, seguido por crustaceos, y
luego moluscos. En Europa la producciéon en aguas salobres y marinas aumento de
55% a 81,5% en el periodo 1990-2010, debido a la cria de salmoén del Atlantico en
jaulas. Al Ultimo afio de este periodo los peces de escama representaron las tres
cuartas partes de la produccién y los moluscos la cuarta parte. Africa aumento su
contribucion al total mundial de 1,2% a 2,2% gracias al rapido crecimiento del
cultivo de peces de agua dulce. Oceania representa una pequefia parte del
panorama mundial, predominando la cria de moluscos marinos, y peces de escama,
sobre todo especies de salmon en Australia y Nueva Zelanda (FAO, 2012).

3.1.e- Acuicultura en Uruguay

Los origenes de esta actividad en nuestro pais datan de principios del siglo XX, con
la introduccion de trucha (Oncorhynchus mykiss) en Villa Serrana, algunas
experiencias de cultivo de mejillon (Mytilus edulis platensis) en La Paloma, y la
introduccién de pejerrey de agua dulce (Odontesthes bonariensis) en la Laguna del
Sauce. En 1950 por parte del SOYP (Servicio Oceanografico y de Pesca) se
construye la Estacion de Piscicultura de Laguna del Sauce, la cual tiene la finalidad
de producir semilla de pejerrey para la siembra en embalses y tajamares de manera
extensiva en el pais. En 1974 se crea dentro de la 6rbita del INAPE, el
Departamento de Acuicultura y se establece un primer Plan Nacional para el
Desarrollo de la Acuicultura, que establece al bagre negro (Rhamdia quellen) como
especie prioritaria para la acuicultura. En 1978 se crea en el departamento de Salto
el Centro de Investigaciones Pesqueras y Piscicultura de Villa Constitucion, ubicado
sobre el embalse del Rio Uruguay, creado por la represa hidroeléctrica, donde se
trabaja con bagre negro y otras especies de agua dulce como surubi
(Pseudoplatystoma coruscans), bagre cabezén (Stenindachneridion scripta), carpa
comun (Cyprinus carpio), carpa herbivora (Ctenopharingodon idella), caiman
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(Cayman latirrostris) y camaron gigante de Malasia (Macrobrachium rosenbergii). A
nivel privado se han realizado intentos de cultivo comercial de bagre negro en Salto,
pejerrey en Colonia, y lenguado (Paralichthys sp.) en Maldonado. A partir de la
década del 90 empresas de mayor capital han incursionado en el cultivo de esturion

(Acipenser baerii y A. gueldenstati) en 1996,

langosta australiana (Cherax

quadricarinatus) en 2000 y tilapia (Oreochromis niloticus) en 2007. (Carnevia, 2007,
Varela, 2013; ANII, 2013; www.acuiculturauruguay.com)

Cuadro 1. Especies ya utilizadas en Uruguay con fines de Acuicultura

Grupo zoolégico

PECES

CRUSTACEOS

MOLUSCOS

ANFIBIOS

REPTILES

Nombre comudn
Pejerrey
Trucha
Bagre negro
Surubi
Bagre cabezén
Lisa
Corvina
Lenguado
Esturion
Tilapia
Carpa comun
Carpa herbivora
Tararira
Camaron rosa
Camaron de agua dulce
Langosta de agua dulce
Langosta australiana
Camaron malayo
Mejillon
Almeja dulceacuicola
Rana toro

Yacaré

Nombre cientifico
Odontesthes bonariensis
Oncorhynchus mykiss
Rhamdia quelen
Pseudoplatystoma coruscans
Steindachneridion scripta
Mugil platanus
Micropogonias furnieri
Paralichthys sp.

Acipenser baerii y A. guldenstati
Oreochromis niloticus

Cyprinus carpio
Ctenopharyngodon idella
Hoplias malabaricus
Farfantepenaeus paulensis
Macrobrachium spp

Parastacus pilimanus y P. varicosus
Cherax quadricarinatus
Macrobrachium rosenbergii
Mytilus edulis platensis
Anodontites sp

Lithobates catesbeianus

Cayman latirostris

(Carnevia, 2013)
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Marco legal

El 20 de diciembre de 2013, el Poder Legislativo aprobd la Ley N° 19.175, de "Pesca
Responsable y Fomento de la Acuicultura". La ley consta de 11 capitulos y 92
articulos.

Ley 19.175
Capitulo | (Disposiciones generales).

Art 1-Se reconoce que la pesca y la acuicultura son actividades que fortalecen la
soberania territorial y alimentaria de la nacion.

Art 2- Esta ley tiene como objeto establecer el régimen legal de la pesca y la
acuicultura, con el fin de asegurar la conservacion, la ordenacion, el desarrollo
sostenible y el aprovechamiento responsable de los recursos hidrobiolégicos y
los ecosistemas en el territorio nacional.

Art 3- Soberania y jurisdiccion.

Art 4- Ambito de aplicacion.

Art 5- Definiciones de Pesca y Acuicultura.

Art 9- Régimen de acceso a los recursos hidrobioldgicos.
Capitulo Il (Administracion pesquera y acuicola).

Art 12- A) Se establece a la DINARA como la responsable de ejecutar el
cumplimiento de todas las actividades vinculadas con la pesca y la
acuicultura.

B) La DINARA es la responsable de:

* Recepcionar las solicitudes de permisos y autorizaciones, y expedir
certificados.

* Fomentar la investigacion cientifica para la correcta administracion de los
recursos hidrobiologicos, y a tal fin, establecer y administrar estaciones de
acuicultura, viveros, estaciones, centrosy areas de repoblacion.

» Asesorar al Poder Ejecutivo.

» Efectuar actividades de contralor, y la aplicacion de sanciones.

* Promover el desarrollo de la Acuicultura en todas sus etapas productivas.

Capitulo Il (Medidas generales de ordenacién pesquera y acuicola).

Art 19- “Prohibese la importacién y el transito en territorio nacional de especies
exoticas, vivas o en cualquier etapa de su desarrollo, asi como su
introduccién en aguas de jurisdiccién nacional.

Capitulo VIl (Desarrollo, fomento y régimen de acceso a la Acuicultura).
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Art 56- Las actividades de Acuicultura deben llevarse a cabo de modo que
garanticen el desarrollo sustentable de la actividad, la proteccion del medio
ambiente, la sanidad de los organismos acuaticos y la inocuidad alimentaria
de los productos acuicolas.

Art 59- Condiciones sanitarias.

Todos los emprendimientos de Acuicultura deberdn ejecutarse de manera
gue garanticen la sanidad de las especies en cultivo y la inocuidad alimentaria
de los productos acuicolas.

Art 60- Efectos ambientales de la Acuicultura.

Para garantizar el desarrollo sustentable de la actividad, todo centro de cultivo
deberé evitar dafar el ecosistema acuético en el que se lleva a cabo.

Art 64- La importacion, exportacion, y tenencia de especies destinadas a la
Acuicultura esta sujeta a la autorizacion previa de la DINARA.

Art 66- Crea el Consejo Consultivo de Acuicultura como 6rgano asesor del MGAP.
Capitulo X (Infracciones y sanciones)

Art 77- La ejecucion de actividades de Acuicultura cuando ocasione dafios graves
sin contar con la autorizacion o concesién pertinente, la importacién de
especies exaticas sin contar con la aprobacidén necesaria, y el incumplimiento
de las condiciones ambientales y sanitarias a las que se refiere la ley, seran
consideradas infracciones muy graves.

También existen otras leyes que rigen la actividad, bajo la competencia de la
DINARA:

Desarrollo y promocién de la Acuicultura

e Ley 14.484 del 18 de diciembre de 1975
Art. 3: G) refiere al estudio y la promocién de la acuicultura en todas sus formas.

J) Proyectar y hacer cumplir las reglamentaciones referentes a la sanidad y
calidad de los productos de pesca y caza acuatica y derivados y a los medios
requeridos para su extraccion, transporte, depdsito, manipulacion,
industrializacion y comercializacién interna y externa (sin prejuicio de lo
dispuesto en el literal C*).

* Literal C de la Ley 14.484: “Proyectar y hacer cumplir las reglamentaciones
referentes al control de calidad del sector pesquero, asumiendo la total
responsabilidad en todas sus etapas y llevar a cabo todas las investigaciones
atinentes al mismo, que comprendera entre otras disciplinas: la oceanologia,
biologia, limnologia y ecologia.
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e Decreto 259/996 de 26 de junio de 1996:

Art. 1: Declara de Interés Nacional la Acuicultura en todas sus etapas y especies.

Art. 2: El Poder Ejecutivo por resolucion fundada y previo informe del Instituto
Nacional de Pesca (hoy DINARA) y de la Unidad Asesora creada por el
Decreto Leyl14.178, de 28 de marzo de 1974, podra incluir en los beneficios
establecidos en el referido Decreto Ley 14.178, aquellos Proyectos de Inversion
gue presenten las empresas que desarrollan las actividades establecidas en el
Articulo primero y cumplan con los objetivos establecidos en los planes de
desarrollo econémico y social.

Art. 3. La resolucion de referencia indicard las medidas promocionales que
beneficiaran las actividades de los sectores o actividades industriales, grupo de
empresas 0 empresas que se incluyan.

Art. 4. Las empresas interesadas deberan presentar los proyectos de inversion
correspondientes ante la Unidad Asesora de Promocion Industrial del Ministerio
de Industria, Energia y Mineria.

Importacion de especies

e Decreto 149/997 de 7 de mayo de 1997:

Art. 3:ap) considera organismos acuaticos exoticos aquellos ingresados al pais
desde el exterior, asi como los que se introducen en un ecosistema trayéndolos
desde otro, aun dentro del propio pais.

e Ley 13.833 del 23 de diciembre de 1969:

Art. 14: “Prohibase la exportacién de especies vivas en cualquier estado de su
desarrollo, como asimismo la importacion de especies exéticas, cualquiera
fuese su estado de evolucién, o su introduccion en las aguas interiores, salvo
autorizacion especial’.

Aprobacion de Proyectos de Acuicultura

e Decreto 149/997 de 7 de mayo de 1997:

Art. 3: aj) define “Proyecto” al conjunto de especificaciones de caracter técnico que,
con los requisitos que para cada caso indigue DINARA, sea presentado ante
el mismo para su aprobacion sobre realizaciones de actividades de
acuicultura asi como actividades con mamiferos y aves acuaticos y
actividades de pesca cientifica.

Control Sanitario

° Decreto 149/997
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Art. 31: Establece que la DINARA es el organismo oficial competente en ejercer el
control sanitario de especies acuaticas vivas, cualquiera sea su etapa de
desarrollo, que ingresen o salgan del pais y el Unico habilitado para expedir
los certificados requeridos a nivel internacional.

Reqistro
. Decreto 149/997

Art. 34: h) la DINARA llevara el Registro General de Acuicultura.

(DINARA, 2013; www.parlamento.gub.uy)

3.2- Esturién

3.2.a- Introduccion e historia del cultivo de esturién en Uruguay

Segun los datos presentados por la empresa Esturiones del Rio Negro, estudios
satelitales rusos indicaron que el Rio Negro es uno de los dos lugares en el mundo
con mejores condiciones naturales para la cria de esturiones productores de caviar.
Teniendo en cuenta lo anterior, ademas del incremento en el consumo de caviar y la
declinacién en la produccion mundial, una empresa de capitales uruguayos decide
incursionar en el ramo, estableciéndose en las inmediaciones de la represa de
Baygorria. En 1994 el gobierno uruguayo autoriza la importacion de huevas
fertilizadas de esturion siberiano y la tenencia de 7 hectareas pertenecientes a UTE
en modalidad de comodato. En 1996 llegan al pais las primeras huevas fertilizadas
directamente desde Rusia. En 1998 se realiza la primera exportacion de carne de
esturion a Brasil. En 1999 la explotacion es declarada de interés nacional por el
gobierno, y es también en este afio que se logra la primera extraccion de caviar de
los esturiones Sterlet que llegan a la madurez un afio antes que la variedad
siberiana. Se extiende el comodato por 10 afios mas. En 2001 se logra la primera
extraccién y venta de caviar siberiano (200kg) en el mercado regional. En 2002 se
produce la primera exportacion de caviar uruguayo a Estados Unidos. El 2004 fue un
afo explosivo en cuanto a ventas y demanda, superando la capacidad productiva, se
abre la exportacion al mercado europeo. Inversiones extranjeras posibilitan una
expansion en la infraestructura. La produccion aumenta a unas 7 toneladas anuales
en 2005 y se introduce el esturion ruso Acipenser gueldenstaedtti del que se obtiene
la variedad oscietra. En 2007 y 2008 se realizan nuevas inversiones extranjeras para
construir otra granja, y se obtienen las certificaciones ISO 9001:2000 e ISO
14000:2004. Durante el afio 2010 se logra la primera reproduccién de esturiones
nacidos en Uruguay, y en 2011se extrae la primera produccion de caviar Oscietra.
En 2012 se importan huevas fertilizadas de la variedad Beluga del cual se obtiene el
mejor caviar. (www.blackrivercaviar.com.uy)
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3.2.b- Taxonomia:
Reino: Animalia
Filo: Chordata

Clase: Actinopterygii

Orden: Acipenseriformes 3
Familia: Acipenseridae Figura 3. Acipenser baerii (FAO, 2013)
Geénero: Acipenser

Especie: A. baerii

Nombre comun: Esturién siberiano

3.2.c- Anatomia y descripcién:

Tienen las caracteristicas de su orden: esqueleto cartilaginoso, cola heterocerca y
mayor numero de radios en sus aletas que en la base de ésta. Tienen 5 filas de
escudos 0Oseos sobre la piel a lo largo del cuerpo. Ademds, esta familia se
caracteriza por tener cuatro largas barbas por delante de la boca, la cual no tiene
dientes en los adultos, es protractil y esta situada en posicion inferior del cuerpo.
Tienen una vejiga natatoria muy grande, para mantener a flote en agua dulce su
enorme peso con tamafios que pueden alcanzar mas de cuatro metros de largo.

Espiraculo presente. Hocico y pedunculo caudal subcénico. Membranas branquiales
unidas al istmo. Boca transversal y labio inferior truncado en el centro. Las barbillas
son suaves o ligeramente fibrosas. La longitud del hocico es sumamente variable
(33.3 - 61 % de la longitud de la cabeza). 20 a 49 lamelas branquiales en forma de
abanico, cada una con terminaciones en varios tubérculos. Radios en aletas: D:30-
56 y A:17-33. 10-12 placas dorsales; 32-62 placas laterales; 7-16 (20) placas
ventrales. Las placas de los especimenes jOvenes poseen terminaciones
puntiaguadas, mas no en los adultos. Numerosas placas Oseas pequefias se
distribuyen entre las hileras continuas de placas. Existe una gran variabilidad en la
coloracion: desde gris claro hasta café oscuro sobre el dorso y los costados, y de
blanco hasta amarillento en la parte ventral (FAO, 2013).

3.2.d- Biologia:

Es una especie de agua dulce exclusiva del hemisferio norte en condiciones
naturales, presente en los rios de China, Kazajistan, y Rusia especialmente en la
cuenca del rio Ob, pero migra largas distancias para desovar; y a diferencia de otras
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especies de esturiones continda alimentandose en este periodo. Actualmente se
encuentra en la lista roja de la Union Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza bajo la categoria amenazado. Son peces demersales, viven cerca del
lecho del rio, alimentandose principalmente de organismos que viven enterrados o
en el fondo como el caso de crustaceos y moluscos (alimentacion bentofaga). Se
adaptan a un amplio rango de temperatura, de 1°C a 25-26°C, y también resisten
bajos niveles de oxigeno disuelto (pero en dichas condiciones no gana peso). La
pubertad naturalmente ocurre tarde, sobre todo por las bajas temperaturas en las
que se desarrollan: entre 10 y 17 afos para los machos, y 12 a 20 afios para las
hembras, acortdndose significativamente estos plazos en condiciones de cautiverio.
(FAO, 2013; The IUCN Red List of Threatened Species, 2014).

3.2.e- Sistema de produccion

El esturidn siberiano es una especie gonocorista. Machos y hembras se mantienen
separados debido a la diferencia en los productos que de ellos se obtienen, carne
del macho y huevas de la hembra. Si bien presenta sexos separados, el dimorfismo
sexual no es marcado, por lo que se utilizan técnicas de sexado: observacion de
gonadas por biopsia, dosificacién de 11-ketotesterona plasmatica, y exploracion de
gonadas con ultrasonido. Esto se realiza normalmente a los 3 afios cuando las
gonadas estan desarrolladas, entonces los machos se venden, las hembras se
conservan y se dejan crecer hasta que estén maduras para producir caviar. (FAO,
2013).

Reproduccion

En aguas templadas, la madurez sexual se alcanza alrededor de los 6 afios para los
machos, y 7 para las hembras, bastante menos que en condiciones naturales (10 a
17 afios para machos, y 12 a 20 para hembras). Luego de la pubertad se
seleccionan las hembras reproductoras. La reproduccion no es una tarea sencilla, ya
que las hembras generalmente no ovulan todos los afios, y ademas no son
sincrénicas, por lo que en un afio se obtiene entre un 35 a 63% de hembras
maduras respecto al total. Con un control de la temperatura del agua, se puede
recolectar huevas por un periodo extendido de 4 a 5 meses. Para la obtencion de
mejores productos, se puede ademas, realizar terapias hormonales con extracto de
pituitaria de carpa o esturién, o analogos de GnRH. La cosecha de huevos se realiza
por masaje abdominal cada 2 horas, o por laparotomia, constituyendo estos, un 8-
14% del peso vivo de la hembra. El esperma de los machos se recolecta
introduciendo un pequefio tubo flexible en el orificio genital, con lo que se fertilizan
las huevas de las hembras. La incubacion debe hacerse de modo de evitar la
adherencia entre los huevos. Luego de 6 dias a una temperatura de 13 a 140C, los
embriones ya se encuentran desarrollados y se seleccionan por su fototropismo
positivo. (FAO, 2013).
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Cria

En todo el ciclo productivo es de capital importancia monitorear la calidad del agua.
Se busca un alto tenor de oxigeno disuelto, cercano a la saturacion, y un pH
adecuado (entre 6,5 y 7,5). También es importante disponer de un volumen
adecuado de agua y una buena tasa de recambio que permita mantener una
concentracion baja de productos de desecho (Chebanov y col, 2011). A una
temperatura ideal de 17-189C, el primer alimento se debe suministrar entre el dia 9 y
11 después de la eclosion, después que ha finalizado la alimentacién endégena. En
bateas de 15-20 cm de profundidad se obtienen buenos resultados en el crecimiento
y sobrevivencia, pasandose posteriormente a tanques circulares de 2m de diametro
donde se crian los alevines. Es de capital importancia el manejo de la alimentacion
en esta etapa, ya que reduce la aparicion de enfermedades y el canibalismo. (FAO,
2013).

Engorde

Se puede realizar en canales (raceways), jaulas, tanques circulares, y piscinas
grandes de cultivo intensivo. Las carga maximas recomendadas en estanque
aumentan si se proporciona oxigeno adicional. La alimentacion consiste
principalmente de pellets, recomendandose los extruidos que presentan mejor
estabilidad hidrica (FAO, 2013). En algunos lugares la cria de esturiones e hibridos
de esturiones se realiza en estanques de tierra, en monocultivo o policultivo con
especies no predadoras (Pyka, 2003). La dieta debe satisfacer los requerimientos
energéticos y nutricionales de cada etapa en el desarrollo suficientes para el
metabolismo y el crecimiento, teniendo en cuenta la capacidad digestiva del pez y el
tamafio de la boca del mismo. Las raciones formuladas para larvas tienen de 48 a
60% de proteinas y de 8 a 16% de lipidos, pero en peces de mayor tamafio la
composicién ideal presenta 42% de proteinas y menos de 15% de lipidos. En todas
las etapas se busca mantener la cantidad de carbohidratos digestibles cerca de 0%,
ya que llevan a un aumento de la deposicién de grasas en el higado. En etapas
tempranas se considera efectivo la alimentacion con un 6% del peso vivo, pero
cuando se alcanzan un peso de 10 a 20 gramos, se reduce al 3% del peso. Pobres
indice de conversion indican problemas fisiolégicos o una calidad insuficiente del
alimento, lo que ademas aumenta la carga de nutrientes en el agua y en los
efluentes. Se debe prestar atencion al almacenamiento de los alimentos, ya que si
esto se hace en condiciones precarias, aparecen sustancias que pueden afectar
negativamente al pez, como productos de la peroxidacion lipidica y metabolitos de
hongos y bacterias que se desarrollan en el alimento. Asimismo, la contaminacion
microbiana puede afectar adversamente la microflora del tubo digestivo llevando a
inflamaciones o desarrollo de gas, que puede afectar al equilibrio y llevar a la muerte
del pez (Chebanov y col, 2011).

Para dar un ejemplo de alimento balanceado para esturiones, tomamos como
modelo la racién Efico Sigma de la empresa BioMar, que declara tener como

22



ingredientes: harina de pescado, torta de girasol, torta de soja, trigo, aceite de
pescado, proteina de guar, aceite vegetal, vitaminas y minerales. A continuacién en
el siguiente cuadro se detalla la composicion nutricional:

Cuadro 2. Composicion nutricional de la racion para esturiones Efico Sigma 841.

DECLARACION 3mm 4.5 mm 6.5 mm 9 mm
Proteina bruta (%) 47.0 44.0 43.0 43.0
Lipidos brutos (%) 18.0 20.0 220 22.0
Carbohidratos (%) 17.1 16.2 15.5 15.5
Celulosa bruta (%) 35 4.0 3.8 3.8
Cenizas (%) 9.5 10.8 10.8 10.8
Fasforo total (%) 1.4 1.5 1.5 1.5
Energia bruta (M1/Kq) 21.5 21.6 22.0 22.0
Energia digestible (MJ/Kg) 188 18.7 19.1 19.1
Proteina Digestible/Energia Digestible (g/MI) 23.6 22.0 20.9 20,9
Vitamina A afiadida (I.U/Kg) 15000 15000 15000 15000
Vitamina D3 ahadida (I.U/Kg) 1500 1500 1500 1500
Vitamina E afiadida (ma/kg) 261) 260 440 441
Vitamina C afiadida (ma/kg) 150 150 200 200
Namero indicativo de granulos por Kg 35000 12500 4200 1500

(BioMar, 2014).

Cosecha vy procesamiento

La captura se produce primero concentrandolos con malla y luego se capturan con
redes manuales, o si son de mayor tamafo, de forma manual.

Primero se seleccionan las hembras, se mantienen en agua corriente por un tiempo,
se atontan y se evisceran. La carcasa se procesa como cualquier pescado. Los
ovarios se extraen enteros, son sometidos a enfriamiento, luego a revision y
finalmente se extraen los Ovulos. Estos son sometidos a un enjuague, pesaje,
salado, drenaje, enlatado, etiquetado, y preservado. (FAO, 2013).

3.2.f- Mercado internacional de los productos del esturién

Los esturiones son uno de los recursos silvestres mas valiosos del planeta, las
tendencias en la captura y el comercio ilegales constituyen un riesgo para todos
esos beneficios, como en el caso del mar Caspio que fue tradicionalmente el mayor
productor de caviar mundial y ahora sus poblaciones de esturion se encuentra bajo
amenaza. La caida de la URSS a principios de los 90, hizo que se interrumpieran los
planes de ordenamiento de las capturas de esturiones, el control de la produccion y
exportacion de caviar, resultando en una multiplicacion de la pesca ilegal y el
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contrabando de caviar, inundando el mercado europeo de productos de baja calidad,
como similes caviares. La subsiguiente sobreexplotacion sobre las especies de
esturion se volvié preocupante, y se decidid tomar medidas para restablecer las
poblaciones, por lo tanto desde 1998 el comercio internacional de todas las especies
de esturion esta reglamentado por la CITES, para la comercializacion internacional
de cualquier producto derivado del esturibn es necesario contar con permisos y
certificados CITES. (CITES, 2012; Infopesca, 2000).

En la actualidad, esta prohibida la exportacion de caviar procedente de ejemplares
salvajes, por lo que la mayoria de lo que se comercializa proviene de la acuicultura,
siendo China el principal productor con un 85%, seguido de Rusia y la Union
Europea. (Pesca y Acuicultura en Europa, 2012).

3.3- PHB

3.3.a- Historia

El polimero fue aislado por primera vez en 1925 por Lemoigne de cepas de Bacillus
megaterium en el Instituto Pasteur de Paris, y desde esa fecha ha sido ampliamente
estudiado por los cientificos que concluyeron que las bacterias acumulan PHB como
reserva energética. El compuesto permanecié como una curiosidad académica hasta
finales de los afos cincuenta en que WR Grace & Company produjo pequefias
cantidades para evaluacién comercial en Estados Unidos. Alli se hizo evidente que
la extraccién del polimero era cara, dificultosa, y el producto obtenido estaba
fuertemente contaminado con residuos bacterianos. Como consecuencia no
desperté un gran interés comercial hasta una década después en que la empresa
ICI asumié el reto y mejoro sustancialmente el proceso de obtencién. (Holmes,

1985).

. H H
3.3.b- Propiedades \
El polihidroxibutirato es un polimero importante dentro VA I
de la familia de los polihidroxialcanoatos y el primero HSC H e

de estos descubierto. Es utilizado por una gran —In
variedad de bacterias como reserva de carbono y Figura 4. Estructura quimica del
energia. A su vez es un poliéster termoplastico que  Acjqo poli(R)-(3-hidroxibutirico),
puede ser extruido, moldeado y procesado en un (Koning, 1992).

equipo convencional. A menudo es comparado con el

polipropileno por sus propiedades fisicas, punto de fusién (180°C), y grado de
cristalinidad similares. Al ser de origen natural es biodegradable, es decir que puede

ser utilizado y degradado por una amplia variedad de microorganismos (bacterias,
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hongos, algas) en inofensivas moléculas de origen natural como dioxido de carbono
y energia (Koning, 1992).

3.3.c- Produccion

Actualmente hay tres sistemas disponibles: sintesis en plantas genéticamente
modificadas, catalisis enzimatica en sistemas libres de células, y fermentacion
bacteriana. Debido a que solo el ultimo es viable para la produccién en cantidades
significativas, los dos primeros solo seran descriptos brevemente. Con la ayuda de
la ingenieria genética se pueden integrar genes productores de PHB al genoma de
las plantas y obtener hasta un 10% de PHB del peso seco de la planta, pero esto no
es actualmente rentable debido al bajo rendimiento y ritmo de crecimiento de las
plantas. En tanto en los sistemas in vitro se puede sintetizar el compuesto mediante
el aislamiento de las enzimas clave, obteniéndose un producto de alta pureza debido
a que no hay presentes subproductos del metabolismo celular, pero el alto costo de
sustratos y enzimas, ademas de una estabilidad limitada del sistema, lo hacen
solamente practicable con fines de investigacion. A escala industrial, el método de
eleccion es la fermentacion bacteriana. EI PHB es sintetizado por muchas especies
de bacterias, y acumulado en granulos dentro del citoplasma como reserva de
carbono y energia, llegando a representar hasta el 90% del peso seco celular. El
método de fermentacién mas utilizado es el de sintesis discontinua que consiste en
hacer crecer y multiplicarse a las bacterias como por ejemplo Alcaligenes eutrophus
en un medio enriquecido con una nutricién equilibrada (C, N, P, S, Mg, Fe) y aire en
condiciones fisicas Optimas. Luego, para que se sintetice el polimero se aplican
condiciones de crecimiento no favorables como una limitacion de fosfato y una
sobreoferta de carbono. Existe también otro método en que la produccion se da de
forma continua y en paralelo con el crecimiento bacteriano, donde se usan por
ejemplo cepas de Alcaligenes latus pero el rendimiento del proceso es menor
aunque con una mayor homogeneidad en la calidad del producto. A continuacion se
realiza la separacion de las células del medio de cultivo por técnicas mecénicas
clasicas de centrifugacion y filtracién. Lo siguiente es la destruccién celular con
solventes o sin solventes, y el posterior aislamiento del polimero bruto. Un avance
dentro de los métodos sin solventes es la inclusién al genoma bacteriano de un virus
que lisa la membrana celular, y es activado por encima de los 42°C después de
finalizada la fermentacion bacteriana. (Endres, 2011)

3.3.d- PHB como agente de control microbiano en acuicultura

Importancia de los prebidticos:

Debido al gran crecimiento de la acuicultura en los ultimos afos, hay una necesidad
de mejorar la resistencia a las enfermedades, crecimiento, y eficacia en la
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conversion de alimento. El costo de produccién es probable que disminuya
significativamente si se mejoran estos parametros (Ganguly y col., 2012). Una de las
soluciones comunmente usadas es la administracion de antibidticos, pero el uso
frecuente e indiscriminado de los mismos ha desarrollado una amplia resistencia
microbiana, con problemas asociados a la salud humana (Defoirdt y col., 2011). Para
un desarrollo sustentable de la acuicultura se necesita de nuevas estrategias para el
control de infecciones bacterianas. La suplementacion dietaria con diferentes
aditivos como inmunoestimulantes, probiéticos y prebioticos en pequefias cantidades
ha demostrado ser beneficial para mejorar el estado inmune, eficiencia de
conversion y crecimiento de algunos crustaceos y peces (Ganguly y col., 2012).
Remitiéndonos a nuestra investigacion con PHB, podemos definir a un prebiotico
como: “un ingrediente dietario no digerible que afecta beneficialmente al huésped,
mediante la estimulacion selectiva de bacterias que activan o promueven la salud del
tracto gastrointestinal” (Manning, 2004). Algunos compuestos que han demostrado
tener eficacia como prebidticos son los mananooligosacaridos, la lactosa, los
transgalactooligosacaridos, la oligofructosa, la inulina, y los acidos grasos de cadena
corta (Zhou y col.,, 2010). Recientemente se ha sugerido el uso de poli B-
hidroxibutirato como forma de incluir acidos grasos de cadena corta en la
alimentacion. El mecanismo de accién no esta claro pero se sospecha que esta
causado por la forma no disociada del &cido butirico que penetra por la pared
bacteriana liberando protones y disminuyendo el pH citoplasmatico, la bacteria
entonces gasta parte de su energia para neutralizar el citoplasma, lo que lleva a una
disminucién en el crecimiento bacteriano e incluso a la muerte celular (De Schryver y
col). Se ha demostrado que los acidos grasos de cadena corta son capaces de
inhibir el crecimiento de bacterias potencialmente patogénicas como Salmonella spp.
y Vibrio spp. (Defoirdt et al., 2007)

La efectividad del B-hidroxibutirato y su polimero el PHB como agente de control
bioldgico se ha estudiado con resultados positivos en cultivos de nauplios de Artemia
franciscana infectados con Vibrio campbelli LMG 21363 resistente a los antibioticos,
un patdgeno que causa dramaticas pérdidas en acuicultura. En este trabajo se vio
que la adicion de 100 mM de estas sustancias inhibia completamente el crecimiento
de Vibrio campbelli en condiciones in vitro, también se comprob6 que el agregado de
este en el agua de cultivo infectada con el vibrio aumentaba significativamente la
sobrevivencia de los nauplios, lo que se refleja en la siguiente tabla:
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Cuadro 3. Sobrevivencia de nauplios de Artemia franciscana ante Vibrio campelli
LMG 21363 con y sin agregado de 3-hidroxibutirato o butirato en el agua.

Sobrevivencia
Tratamiento (%)
Control sin LMG21363 80+3
LMG21363 12+2
LMG21363 + B-hidroxibutirato (25 mM) 38115
LMG21363 + B-hidroxibutirato (50 mM) 4043
LMG21363 + butirato (25 mM) 48+2
LMG21363 + butirato (50 mM) 50£5

(Defoirdt y col., 2007)

También se ha estudiado el efecto de la inclusion de PHB en la performance del
cultivo de las fases larvarias del langostino de rio (Macrobrachium rosenbergii) y de
los niveles bacterianos en el tubo digestivo. Para ello las larvas fueron alimentadas
con artemias cultivadas en medio con y sin PHB. Los resultados de la alimentacién
de larvas de langostino con artemias con PHB resulté en una disminucién
significativa de la mortalidad y un mejor desarrollo larval. Ademas también fueron
inferiores los conteos bacterianos totales, al igual que el de especies de Vibrio
cuando se comparaban con las larvas control, o que indica que el polimero presenta
un efecto inhibitorio sobre estos potenciales patdégenos. (The Nhany col., 2010).

En cuanto a la investigacibn en peces, se ha realizado un estudio en rébalo
(Dicentrarchus labrax). Durante un periodo de 6 semanas fueron alimentados con
racion con diferentes niveles de concentracion de PHB (0%, 2%, 5%, 10%, 100%), y
finalmente un grupo que no recibié alimento. EI PHB demostré ser capaz de ser
usado como fuente de energia por el pez, lo que indica que es degradado en el
pasaje por el tubo gastrointestinal. Los parametros estudiados fueron los siguientes:
sobrevivencia, crecimiento, indice de conversion, pH intestinal, y composicion de la
comunidad bacteriana del tracto digestivo de los peces. Con respecto a la
sobrevivencia no se observaron diferencias significativas entre los grupos
alimentados con PHB, pero ésta fue menor en los animales no alimentados.
Evaluando el crecimiento se vio, que era mayor en los tratados con concentraciones
de 2 y 5% de nivel de inclusién, grupos que ademas presentaron una disminucion
del indice de conversion. El pH intestinal presento cambios con respecto al grupo
control, como norma general se puede decir que a mayor nivel del polimero en la
dieta, mas acido seréa el pH del intestino, lo que sugiere que la presencia de PHB en
el tubo digestivo lleva a una mayor produccion de acidos grasos de cadena corta.
Por ultimo también se evalué la composicion de la comunidad bacteriana intestinal,
la que presento un mayor cambio con mayores niveles de inclusion de PHB. (De
Schryvery col., 2010).
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En lo que respecta a esturion siberiano se realizo una experiencia con alevines de A.
baerii que fueron sometidos a tres tratamientos con niveles de inclusiéon de PHB de
0, 2, y 5%, durante 10 semanas, en condiciones de laboratorio, con flujo continuo de
agua. Los parametros evaluados fueron: ganancia de peso, crecimiento, indice de
conversion alimenticia, sobrevivencia y pH intestinal. El grupo con 2% de PHB en la
dieta obtuvo mejores valores promedio en ganancia de peso y crecimiento, pero no
se observo una diferencia significativa a nivel estadistico. Tampoco se observaron
diferencias significativas en el indice de conversion, y en la sobrevivencia, que fue
de 89,1%, 96,6%, y 94,5%, paro los tratamientos de 0, 2, y 5%, respectivamente.
Por dltimo en lo relativo al pH intestinal, este fue mas bajo en el grupo con 2% del
probiético, pero nuevamente la diferencia no fue significativa. , (Najdegerami y col,
2010).

3.4- Estudio hematoldgico

El estudio de la respuesta de las células de la serie blanca es una de las
herramientas clinicas veterinarias mas Util para el diagnéstico de enfermedades
infecciosas, mediante la interpretacion de la variacion en la formula leucocitaria
(Noga, 2000).

El pez posee los mismos tipos béasicos de leucocitos en la sangre que los
observados en vertebrados superiores: linfocitos, granulocitos (neutrdfilos,
eosindfilos, y basofilos), y monocitos. Estas células usualmente poseen similar
morfologia y funciones fisiol6gicas que su analogo en mamiferos (Noga, 2000).

Los linfocitos son los leucocitos mas abundantes en la sangre de peces, estan
involucrados en la respuesta inmune especifica por parte de los linfocitos T (T
citotéxicos, y T de ayuda) y B (productores de anticuerpos), y no especifica mediante
las células NK (Schalm, 2010; Tizard, 2000). Usualmente son células pequefias con
ndcleo condensado y citoplasma azul oscuro. Su forma es esférica y frecuentemente
presentan pseuddpodos en su periferia, cuando son activadas aumentan de tamario,
su nucleo se vuelve menos condensado y adquieren la forma clasica de célula
plasmatica. En la practica se pueden observar linfocitos pequefios, medianos y
grandes, en el frotis de sangre de peces sanos (Schalm, 2010; Noga, 2000). El
namero de linfocitos se ve aumentado en vacunaciones, leucemia linfocitica,
linfosarcoma leucémico (Nufiez, 2007), en algunas enfermedades viricas Yy
bacterianas (Ruiz y col, 2009). Un sensible indicador del estrés en peces es la
presentacion de leucopenia, asociada a una linfopenia, y en algunas ocasiones
neutrofilia, que se ha descrito en condiciones de alta temperatura, shock térmico,
hacinamiento, transporte, confinamiento y algunas toxinas. Incluso periodos leves de
estrés, como manipulacion por menos de un minuto, pueden causar una linfopenia
transitoria (Schalm, 2010).
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Los neutrdfilos son los granulocitos mas comunes en el frotis sanguineo de pez, al
ser las células mas moviles de todos los leucocitos, son las primeras en responder a
una invasién microbiana o lesion tisular y llegar a los tejidos inflamados, por este
motivo son los primeros en aumentar en injurias agudas. Su funcion es capturar y
destruir particulas extrafias como bacterias invasoras, a través de fagocitosis. Su
forma es redonda a oval, su nucleo excéntrico, y puede ser redondo a oval, o
lobulado. EIl citoplasma tipicamente es gris claro, y con granulos que se tifien de
forma diferente segun la madurez de la célula. (Noga; 2000; Schalm, 2010; Tizard,
2000)

Los eosindfilos rara vez se observan, o se observan en poca cantidad (Schalm,
2010). Su funcién es la de fagocitosis y destruccion de parasitos (Noga, 2000). Se
ha descrito que contribuyen en grado importante en reacciones de hipersensibilidad
tipo I, liberando mediadores inflamatorios (Tizard, 2000). Su forma es ovoide o
redonda con un ndcleo tipicamente excéntrico y lobulado. El citoplasma posee
numerosos granulos grandes y fuertemente acidofilos (Conroy, 2007).

Los basdfilos son todavia mas raros (Noga, 2000), se sabe poco de su funcion, pero
se cree que es similar a la de los baséfilos en mamiferos. (Schalm, 2010). Es una
célula ovoide en la cual el nicleo es excéntrico en posicion. El citoplasma se
encuentra lleno de varios granulos grandes y fuertemente basdfilos. (Conroy, 2007).

Los monocitos usualmente estan presentes en el pez, son fagocitos y estan
influenciados por las citoquinas. Es comun encontrar fagocitos mononucleares en la
inflamacion crénica. (Noga, 2000). Son células grandes, redondeadas, con un nucleo
también redondeado o en forma de herradura de posicidn generalmente excéntrica.
Su citoplasma ocupa al menos la mitad de la célula y frecuentemente presenta
vacuolas (Conroy, 2007; Noga, 2000; Schalm 2010).

Los trombocitos o plaquetas no forman parte de la serie blanca, pero deben
diferenciarse de los leucocitos para obtener un conteo fiable del leucograma, y su
namero varia en ciertas enfermedades (Noga, 2000). Participan de la coagulacion, y
son activados por los mismos mecanismos que las plaguetas de mamiferos (Schalm,
2010). Presentan un nucleo condensado y un citoplasma claro y escaso. La forma
celular varia segun el grado de activacién, pudiendo ser de forma de huso, ovalada,
o redonda (Conroy, 2007; Schalm, 2010).

En cuanto al conteo diferencial, Palikovd y colaboradores (1999) estudiando
Acipenser baerii, Acipenser stellatus, y Huso huso obtuvieron los siguientes
resultados, el conteo en las tres especies fue similar, 68,0 a 73,5% para linfocitos,
21,8 a 25,1% para neutrdfilos, y 3,0 a 4,6% para eosinéfilos. Otros tipos celulares
COMO monocitos, y etapas inmaduras de granulocitos y linfocitos fueron escasos (0,7
a 2,0%).
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Figura 5. Frotis de sangre periférica de A. baerii donde se observa un linfocito (L), un
neutrdfilo (N), un eosindfilo (Eo), un trombocito (T), y varios eritrocitos (E). Tincién de
May Grunwald-Giemsa.
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4- HIPOTESIS

Nuestra hipotesis de trabajo fue que la inclusion de PHB como prebidtico en la
racion balanceada de esturion siberiano, tendra un efecto benéfico sobre varios
paradmetros productivos, como el crecimiento, la sobrevivencia y el indice de
conversion, y no alterara los porcentajes de leucocitos sanguineos.

Hipotesis operacionales

Los lotes alimentados con PHB en la racion tendran un mayor crecimiento que los
lotes control.

Los lotes alimentados con PHB en la racién tendran una mayor sobrevivencia que
los lotes control.

Los lotes alimentados con PHB en la racidon tendran un indice de conversion menor
que los lotes control.

Los lotes alimentados con PHB en la racion no tendréan diferencias significativas en
los porcentajes de leucocitos sanguineos con los lotes control.
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5- OBJETIVOS

Objetivo generales

Determinar la eficacia del uso de PHB como prebidtico en el engorde de esturion
siberiano (A. baerii), tomando como referencia el crecimiento, la sobrevivencia y el
indice de conversion.

Objetivos especificos

Comparar el crecimiento en largo y peso, la sobrevivencia en porcentaje, el indice de
conversion, conteo diferencial leucocitario y conteo de plaquetas cada 100
leucocitos, de ejemplares juveniles de Acipenser baerii distribuidos en tres grupos
diferentes, dos grupos tratados, con 2% y 4% de poli-hidroxibutirato
respectivamente, y un grupo control, durante un lapso de tiempo de 3 meses.
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6- MATERIALES Y METODOS

6.1- Disefo experimental:

El estudio del presente trabajo fue realizado en el Instituto de Investigaciones
Pesqueras de la Facultad de Veterinaria. El mismo consistio de tres tratamientos, un
control, uno con 2% de inclusion y uno con 4% de inclusion de PHB.

6.2- Animales

El trabajo se realiz6 durante el periodo comprendido entre el 28 de agosto hasta el
19 de noviembre, utilizando 120 ejemplares de esturidn siberiano (Acipenser baerii)
cedidos por la empresa Esturiones del Plata, una granja fluvial ubicada en el
embalse de Rincon del Bonete sobre el Rio Negro, San Gregorio de Polanco. Los
mismos fueron transportados hasta el Instituto de Investigaciones Pesqueras en
camioneta acondicionada con un tanque de 450 litros para transporte de organismos
acuaticos.

6.3- Alimentacién

La racion con la que se alimentd, fue donada por la empresa Esturiones del Plata, y
adicionada con distintos porcentajes de PHB cedido por la Facultad de Ingenieria.
Se confecciond un plan de alimentacion que consisti6 en formar tres grupos: un
grupo control (0% agregado de PHB) de dos repeticiones con 15 peces cada una;
otro grupo con 2% adicionado de PHB, y un ultimo grupo con 4% de PHB; estos
altimos dos constan de tres repeticiones, con 15 peces cada una.

La cantidad de racion suministrada vario en funcion de la biomasa por tanque y de la
temperatura ambiental. La biomasa fue determinada por peso cada 15 dias. La
proporcion de racién dada aumentd con la temperatura, teniendo en cuenta que los
peces son poiquilotermos y su metabolismo aumenta a mayor temperatura, el
esquema utilizado es el siguiente:

e desde 28/8 al 14/10, 3% de la biomasa
e desde 15/10 al 8/11, 4% de la biomasa
e desde 9/11 al 19/11, 5% de la biomasa.

Agregado de PHB

La adicion se realizé en el laboratorio de Bioingenieria de la Facultad de Ingenieria y
la técnica se describe a continuacion:
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Primero el polimero obtenido por fermentacion microbiana de Ralstonia eutropha
DSM 545, es disuelto en un solvente organico, en este caso cloroformo y sometido a
calor hasta que se forma la solucidn. Luego se agrega una parte de etanol 950 cada
tres partes de cloroformo y se homogeniza con la racién con espatula. El secado es
por evaporacion.

Elaboracion de los frotis

Se extrajo sangre de los ejemplares con jeringa previamente heparinizada, una gota
de dicha sangre se deposit6 sobre el porta objetos y se realiz6 el extendido del frotis.
Luego de esto se tifieron las muestras mediante la técnica de May Grinwald-Giemsa
y se fijaron con metanol.

6.4- Equipos e instalaciones

8 tanques de fibrocemento de 450L, con entrada y salida de agua,

aireadores; con un grupo de 15 peces cada uno.

Balanza digital

Ictiometro

Termometro

Bandejas pléasticas

Baldes y calderines
Microscopio Optico con objetivo de inmersién
Aceite de inmersion
Jeringas

Portaobjetos

Metanol

Heparina

Solucién de May Grunwald

Solucién de Giemsa.
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7- RESULTADOS

7.1- indices productivos

7.1.a- Resultados generales

Los resultados de las medidas iniciales, finales y durante los muestreos realizados
se muestran en el cuadro 4, y en las figuras 6 y 9.

Cuadro 4. Resultados del peso y largo inicial, del peso y largo en los muestreos y del
peso y largo final de A. baerii alimentados con racién balanceada conteniendo 0%,
2%y 4 % de PHB.

Control 2% 4%

Peso Largo Peso Largo Peso Largo

promedio promedio |promedio  promedio |promedio promedio
Fecha (gr.) (cm.) (gr.) (cm.) (gr.) (cm.)
28/08/2013 11,40 15,15 10,80 14,80 10,80 14,40
12/09/2013 14,85 16,90 14,20 16,50 13,80 16,20
18/09/2013 16,00 16,93 16,90
01/10/2013 19,03 18,45 17,95
25/10/2013 26,03 23,21 22,97
11/11/2013 34,82 28,92 26,42
18/11/2013 38,59 23,60 31,32 21,70 31,37 21,80

Cuadro 5. Medidas del desempefio (medido como peso final, largo final,
sobrevivencia e indice de conversion) de A. baerii alimentados con racion
balanceada conteniendo 0, 2 y 4 % de PHB.

Contenido de Peso final Largo final Sobrevivencia indice de

PHB enracién  promedio (gr) promedio (cm) (%) conversion
0 % 38,59 (+13,86) * 23,60 (+3,27)° 93,33 1,35
2% 31,32 (+ 13,97)® 21,70 (+ 3,49) ° 95,55 1,88
4% 31,37 (+ 12,74)® 21,80 (+3,17)° 91,11 1,69

En cada columna letras distintas designan grupos significativamente diferentes.
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7.1.b- Andlisis de los pesos finales de los peces

Peso promedio (gr.)
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Figura 6. Crecimiento en peso de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB en la

racion.

0%

2%
Tratamiento

4%

Figura 7. Peso promedio final de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB en la

racion.
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Luego de establecer que los pesos de los peces en los diferentes tratamientos
tenian una distribucion normal y cumplian con los requisitos de homogeneidad de la
varianza, se realiz6 un andlisis de varianza entre los datos de peso final de los
diferentes tratamientos (0, 2 y 4 % de inclusién de PHB en la racion).

Al andlisis de varianza de los pesos, se demuestra una diferencia significativa entre
los grupos (F= 3,87294 con p = 0,024). Realizado el test de rangos multiples el
grupo diferente fue el control (0 % de PHB) con un 95% de nivel de confianza, lo que
se expresa en el siguiente gréfico.
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Figura 8. Gréafica de cajas y bigotes del peso final de A. baerii alimentados con 0, 2 y
4 % de PHB en la racion.
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7.1.c- Andlisis de los largos finales de los peces
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Figura 9. Crecimiento en largo de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB
en la racion.
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Figura 10. Largo promedio final de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB en la
racion.

Al establecer que los largos de los peces en los diferentes tratamientos tenian una

distribucion normal y cumplian con los requisitos de homogeneidad de la varianza,
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se realiz6 un analisis de varianza para los largos finales de los diferentes

tratamientos (0, 2 y 4 % de inclusion de PHB en la racion).

Al andlisis de varianza de los largos, se demuestra una diferencia significativa entre

los grupos (F= 4,072,904

con p = 0,020). Realizado el test de rangos mudltiples el

grupo diferente fue el control (0 % de PHB) con un 95% de nivel de confianza, lo que

se expresa en el siguiente grafico.
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Figura 11. Gréafica de cajas y bigotes del largo final de A. baerii alimentados con 0, 2

y 4 % de PHB en la racion.

Para mas informacién, los datos completos de pesos y largos iniciales se pueden

consultar en el anexo Il, y los datos finales en el anexo lIl.
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7.1.d- Andlisis de los indices de conversién

La eficiencia con que los diferentes grupos de peces convirtieron el alimento en peso
animal se evalu6 mediante el indice de conversion que se muestra en la siguiente
grafica. Al anélisis de Chi? para testar la hipétesis de tasas iguales, se encontré que
no hay diferencias significativas entre los tres indices de conversién (Chi*> = 3,02
con p = 0,2204), con un 95 % de confianza. Igualmente el grupo que presentd mejor

indice de conversion fue el control.

Indice de conversion
\l—‘
|

0%

2%

Tratamiento

4%

Figura 12. indice de conversion de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB en la

racion.

7.1.e- Andlisis de la sobrevivencia

Al anélisis de Chi® para proporciones, los grupos no son diferentes entre si (Chi?
=0,71 con p=0,7003), con un 95 % de confianza.
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Figural3. Sobrevivencia de A. baerii alimentados con 0, 2y 4 % de PHB en la

racion.
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Cabe notar que aunque en los grupos 5 y 6 se produjeron muertes importantes o
totales, estas no se tomaron en consideracion para el calculo de la sobrevivencia por
tratarse de un error de manejo, en este caso una intoxicacién por cloro. En el grupo
6 como las muertes fueron cercanas al inicio de la experiencia, se mantuvieron los
ejemplares sobrevivientes y los muertos se reemplazaron por otros peces de la
misma generacion que se habian dejado como reserva, para mantener la biomasa
por tanque y no inducir errores. En cuanto al grupo 5 dichas muertes no afectaron el
calculo de la sobrevivencia por ocurrir el dia previo a finalizar la experiencia.

7.2- Hematologia

7.2.a- Resultados generales

Se realizaron frotis de sangre de una muestra de 10 peces de cada tratamiento con
PHB y de 5 peces del grupo control. Se realiz6 el conteo diferencial de leucocitos y
plaguetas para cada pez. Los valores de porcentajes de linfocitos, neutréfilos y
eosindfilos se muestra en el cuadro 6 y en la figura 14, la distribucién de los valores
se expresa en las figuras 15,16, y 17.

Cuadro 6. Porcentaje de linfocitos, neutréfilos y eosinéfilos en sangre de A. baerii
alimentados con 0, 2 y 4 % de PHB en la racién.

Linfocitos Neutroéfilos Eosinéfilos

0% |59,49 (+11,60)° |37,98 (+10,67)® |2,54 (+2,52)
2% |67,66 (+7,68)° 29,76 (+7,19) 2,26 (+2,36)

4% 49,41 (+10,01)° 45,26 (+10,71)° 4,66 (+3,61)

*En cada columna letras distintas designan grupos significativamente diferentes.
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Figura 14. Porcentaje de linfocitos, neutréfilos y eosindéfilos en sangre de A. baerii
alimentados con 0, 2 y 4 % de PHB en la racion.

Luego de comprobar que los datos del conteo diferencial de células de la serie
blanca de los peces en los diferentes tratamientos se ajustaban a una distribucion
normal y cumplian con los requisitos de homogeneidad de la varianza, se realizé un
analisis de la misma para el conteo de linfocitos, neutrdfilos, y eosinofilos cada 100
leucocitos, de los diferentes grupos tratados (0, 2 y 4 % de PHB en la racion).

7.2.b- Andlisis del conteo de linfocitos

Al andlisis de varianza del conteo linfocitario, se demuestra una diferencia
significativa entre los grupos (F= 8,86 ,,; con p = 0,016). Realizado el test de rangos
multiples se observé una diferencia entre los grupos con 2y 4% de inclusion de
PHB, no asi entre estos y el grupo control (0 % de PHB) con un 95% de nivel de
confianza, lo que se expresa en el siguiente grafico.
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Figura 15. Gréfico de cajas y bigotes que muestra la distribucién en el conteo de
linfocitos de sangre de A. baerii alimentados con 0, 2, y 4% de inclusion de PHB en
la dieta.

7.2.c- Andlisis del conteo de neutréfilos

Al andlisis de varianza del conteo de neutréfilos, se comprueba una diferencia
significativa entre los grupos (F= 6,51 ,,1 con p = 0,0063). Realizado el test de
rangos multiples se observé una diferencia entre los grupos con 2y 4% de inclusion
de PHB, no asi entre estos y el grupo control (0 % de PHB) con un 95% de nivel de
confianza, lo que se muestra en el grafico siguiente:
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Figura 16. Grafico de cajas y bigotes que muestra la distribucion en el conteo de
neutrofilos de sangre de A. baerii alimentados con 0, 2, y 4% de inclusion de PHB en
la dieta.
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7.2.d- Andlisis del conteo de eosinéfilos

Al andlisis de varianza del conteo de eosinoéfilos, no se observa una diferencia
significativa entre los tres grupos (F= 1,71 con p = 0,2048), con un nivel de
confianza del 95%.

10 12

Figura 17. Gréfico de cajas y bigotes que muestra la distribucién en el conteo de
eosinofilos de sangre de A. baerii alimentados con 0, 2, y 4% de inclusion de PHB en
la dieta.

Para mas informacion los datos completos del conteo diferencial de la serie blanca
se pueden consultar en el anexo IV.

7.2.e- Analisis del conteo de plaguetas cada 100 leucocitos

Se calculé el numero de plaquetas cada 100 leucocitos en cada pez, lo que se
muestra en la cuadro 6 y en la figural8.

Luego de comprobar que la distribucién de los datos del conteo de plaguetas se
ajustan a la de una curva normal, se realiz6 un analisis ANOVA donde F=0,099,,;y
p=0,9153, el cual mostré que no hay diferencias significativas entre los grupos
tratados, con un nivel de confianza del 95%.
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Cuadro 7. Promedio de numero de plaquetas cada 100 leucocitos en sangre de A.

baerii con 0, 2, 4% de inclusion de PHB en la dieta.

Plaquetas/100leucocitos

0%

124,59(+48,75)

2%

126,67(x30,07)

4%

133,84(56,07)
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20
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Figura 18. Conteo de plaquetas cada 100 linfocitos de sangre de A. baerii
alimentados con 0, 2 y 4 % de PHB en la racion.

Para mas informacion los datos completos del conteo de plaguetas cada 100

leucocitos se pueden consultar en el anexo V.
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8- DISCUSION:

El polihidroxi-butirato, aislado por primera vez en 1925 por Lemoigne en el instituto
Pasteur de Paris, es un polimero usado por ciertas bacterias como reserva de
carbono y energia. Permanecié sin utilidad aparente hasta que despertd interés
empresarial por tener propiedades similares a las de los plasticos, pero presentar la
ventaja de ser biodegradable, por lo que se pensé que podria remplazar a los
polimeros derivados del petréleo. Esto no fue viable debido al costoso proceso de
obtencion y la poca cantidad obtenida, por lo que su uso como reemplazo total del
polipropileno, polietileno, y otros plasticos no es econémicamente rentable hasta que
se mejore el proceso de obtencion. En los dltimos afios se sugirid su uso como
agente de control microbiano lo que desperto interés en la comunidad cientifica. Su
mecanismo de accion sospechado se da mediante el aporte de acido butirico que
penetra a la célula bacteriana y acidifica el citoplasma lo que interfiere con el
metabolismo microbiano.

En la acuicultura se ha estudiado el uso de PHB como prebibtico, ya sea en
adicionado en el agua o en la racion.

En nuestro estudio evaluamos el efecto de la inclusion de poli-B-hidroxibutirato sobre
los varios parametros productivos en el esturion: crecimiento en largo, ganancia de
peso, indice de conversion, sobrevivencia, conteo diferencial de leucocitos, y
cantidad de plaguetas cada 100 leucocitos. Partiendo de pesos y largos iniciales
similares el grupo control presenté mayores pesos Y largos finales con una diferencia
estadisticamente significativa, en contradiccion con el estudio en esturiones
siberianos de Najdegerami y col. (2012) que no encontrd diferencias estadisticas en
el desempefio entre los grupos, aunque en el grupo con 2% de inclusion la
respuesta fue mayor en ganancia de peso y crecimiento en largo. En lo estudiado
por De Schryver (2010) en rébalos en lo que respecta a la ganancia de peso, los
grupos tratados con 2 y 5% de inclusidn presentaron una mayor ganancia de peso
demostrada estadisticamente.

En cuanto al indice de conversion no se observo una diferencia significativa a nivel
estadistico entre los grupos tratados y el control, al igual que lo observado por
Najdegerami y colaboradores (2012), aunque en nuestro estudio el control presentd
una mejor eficiencia en la conversién. Sin embargo De Schryver y colaboradores
(2010) encontraron un mejor indice de conversion en los grupos tratados 2% y 5%,
estadisticamente demostrable.

En el parametro sobrevivencia nuestro estudio no obtuvo diferencias significativas, al
igual que lo estudiado De Schryver y col. (2010), pero el grupo 2% presentd un
mejor desempeiio. En discrepancia con esto, en el estudio realizado por
Najdegerami y col (2012) en esturiones, que obtuvo una sobrevivencia mayor en los
tratamientos con 2 y 5% de inclusion, al igual que lo observado por Defoirdt y col.

(2007) en el agua de cultivo de nauplios de Artemia franciscana infectados con
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Vibrio campbelli, y The Nhan y col. (2010) en larvas de langostinos de rio
alimentados con artemia cultivada con PHB en el medio, que presentaron una
sobrevivencia significativamente mayor en los grupos tratados.

Algunas de las posibles explicaciones para el pobre desempeiio de los lotes con
PHB en la racion son:

Alteracion del alimento al agregar el PHB

Si bien se siguid el protocolo descrito por Najdegerami y col. (2012), durante el
desarrollo de la experiencia se observaron varias cosas que podrian indicar
problemas técnicos en la forma de adicionar el PHB.

Las propiedades fisicas del alimento se ven modificadas por la adicion de PHB, ya
que al comportarse como un plastico, el polimero flota, lo que ocasiona que la racion
se mantenga en la superficie y esto puede interferir con los habitos alimenticios del
esturion, un pez de alimentacion bentéfaga.

La palatabilidad asi como otras propiedades organolépticas pudieron verse
modificadas por el solvente organico usado en la dilucién y adicion del polimero

Pudo ocurrir una alteracién de la composicion nutricional del alimento. Se observo
en el proceso de adicién del polimero que el fondo del recipiente donde se hizo la
mezcla quedaba un sedimento de consistencia oleosa, arrastrado del alimento, que
se podria deber a que el solvente arrastrd parte del contenido en lipidos de la racion,
quedando esta con una composicién diferente a la racién control.

También es importante notar el efecto de sustitucion, al tener un cierto porcentaje de
PHB, el alimento de los grupos tratados tiene una menor cantidad de la racion
original.

Podria suceder que el solvente al ser de naturaleza organica causara alguna
modificacién en el valor nutricional, por una alteracion de proteinas, vitaminas,
lipidos, u algun otro componente. Es sabido que los disolventes organicos tienden a
desnaturalizar las proteinas (Voet y col., 2006)

Es posible también que el agregado de la solucién de PHB y cloroformo a una
temperatura elevada a la racion, cause algin dafio sobre componentes termolabiles
del alimento, como vitaminas y proteinas.

El efecto tanque también debe ser tenido en cuenta. Aunque cada contenedor
presenta condiciones similares, en cuanto a volumen de agua, carga animal, y
alimentacion, cada uno es un ecosistema diferente con variantes en los parametros
fisicoquimicos y biolégicos. Cada grupo genera un ambiente propio con distinta
microbiota (plancton), y temperatura. Para eliminar en parte este efecto es que se
disefio la experiencia con tres repeticiones por tratamiento. Un hecho que podria
haber alterado los ecosistemas con racion con PHB, es la accion del producto en la
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flora microbiana del tanque, ya que parte del producto se separ6 del pellet y quedé
en el ecosistema. Puede haber un efecto de inhibiciébn bacteriana asi como también
que algunos microorganismos lo puedan usar como sustrato energético.

En la parte hematoldgica de nuestro estudio como se menciono en los resultados, no
hubo diferencias significativas observables en la formula leucocitaria entre los
grupos tratados y el control, aunque los tratados fueron estadisticamente diferentes
entre si, en cuanto a linfocitos y neutrdfilos. Esta diferencia se pudo haber dado por
un aumento de linfocitos y/o una disminucion de neutréfilos en el grupo tratado con
un porcentaje de inclusién del 2%, o una disminucién de linfocitos y/o un aumento de
neutrofilos en el tratado con 4% de inclusion. No se puede conocer cual de estas
situaciones se presentd, debido a que el conteo se realizé de forma diferencial, o
sea gque no se conoce el numero de células por unidad de volumen. Esta diferencia
puede deberse a cuatro situaciones posibles, linfocitosis, linfopenia, neutrofilia, y
neutropenia.

Segun lo mencionado anteriormente en la seccion de hematologia, una linfopenia
presente en los peces puede deberse a un factor de estrés asociado a la presencia
de PHB en el alimento, como por ejemplo un cambio en el habito alimenticio, o dicho
PHB influir negativamente en la formacion de linfocitos.

La linfocitosis se asocia a infecciones bacterianas o viricas, esto relacionado con la
adicién de PHB podria explicarse como infecciones debido a la modificacion de la
flora bacteriana intestinal, o como un efecto favorable del PHB en la produccion
linfocitaria por el organismo.

La neutrofilia se presenta en infecciones agudas, esto en relacion al agregado de
PHB podria asemejarse a lo ocurrido en la linfocitosis, modificacion de la flora
bacteriana intestinal o efecto favorable del PHB en la formacion de neutrdfilos.
También podria deberse a lesiones tisulares mecanicas producidas por el PHB a
nivel intestinal.

La neutropenia puede ser causada por infecciones bacterianas y viricas, esto puede
ser debido al cambio de la flora intestinal. También debe tenerse en cuenta que el
PHB podria influir de manera negativa en la formacion de neutrofilos por parte del
organismo.
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9- CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que el uso de PHB como
prebiotico en la racion de esturion siberiano no acarrea resultados positivos, por lo
menos en lo que respecta a los parametros peso, largo, sobrevivencia, e indice de
conversion, en las condiciones en que se realiz6 nuestro estudio. Se podria incluso
decir que la influencia es detrimental, como se ve en el mayor largo y peso promedio
del grupo control respecto a los tratados.

En lo relativo al estudio hematologico no se observaron diferencias significativas
entre los grupos tratados y el control.
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11-ANEXOS

ANEXO I: Registro diario

Alimentacion

Observaciones

23-oct
24-oct
25-oct
26-oct
27-oct
28-o0ct
29-oct
30-oct
31l-o0c
01l-nov
02-nov
03-nov
0d-nov
05-nov
06-nov
07-nov
08-nov
09-nov
10-nov
11-nov
12-nov
13-nov
14-nov
15-nov
16-nov
17-nov
18-nov
15-nov

Si
50
si
Si
No
Si
50
si
si
si

nicio de la administracién de prebidtico

12 dias de alimentacidn (60 gr. Porgrupo)
Censo. MUERTE G3

Reajuste de la alimentacidn segln biomasa (3%)

MUERTE G5 ¥ 8

[Ajuste de racidn segln biomasa, rotacidn de tanques

12 muertes en Gb, reemplazo para mantener biomasa®

Muerte en grupo 1Y G3

[Aumento de laalimentacidn (4% de labiomasa de 1,/8)

Reajuste de la alimentacidn segun biomasa (4%)

Cambio parcial de agua. Muerte en G8y 3 Pesada

[Ajuste de racidn segln biomasa (5% del peso de 5/11)
Muerieen G4

Muerte total en G5

Pesgje final

*Debido a tratarse de una
intoxicacion por cloro,
dichas muertes no se
tomaron en cuenta para el
calculo de la sobrevivencia
por ser factores externos.

**Debido también a una
intoxicacion por cloro,
tampoco se tomé en
cuenta para el calculo de
la sobrevivencia.
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ANEXO II: Pesos y largos iniciales

13,5 11,6
14,0 9,8
15,0 11,9|
15,0 11,6
14,0 10,0
14,0 11,5
14,0 10,2
15,0 12,1
14,0 8,6
17,0 13,3
15,0 13,6
13,5 9,7|
14,5 12,6
16,0 11,4
16,0 14,2
14, 11,5
172,
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ANEXO llI: Pesos y largos finales

23,0 31,0 24,5 38,5

20,0 23,5 23,5 36

23,5 40,0 16 13

26,0 44,0 22,5 30

21,0 25,5 26 47,5

26,5 48,5 26 44

14,5 9,5 25 48,5

20,0 22,5 28 72,5

19,5 21,5 21 24,5

23,5 37,0 2 34,5

22,5 27,0 22 32

20,5 24,0 26 51,5

16,5 19,5 22 30,5
# # #
# # id #

27 387

22,5 32,0
19,0 21,0
22,0 33%|
19,0 18,0|
18,5 18,5|
19,5 19,0
2.0 1 Para largo y peso solo se tomaron en
22,0 265 cuentaestosindividuos, el resto son
22,0 305 ejemplares agregados para mantener
21,0 29,5 |a biomasa, alterada debido a un accidente.
23,0 35,5
18,0 18,5
20,5 25,5
# #
# #

26,0 45,0 21,0 32,3

16,0 13,5 25,0 45,3

27,0 54,5| 26,5 49,5

26,0 43,5 22,0 30,0

28,0 63,5 25,0 46,0

22,5 30,0 28,0 65,5)

16,5 14,5 24,0 47,0

23,5 33,0 23,0 34,0

20,0 20,5| 26,0 43,5

26,0 50,0 19,0 21,0|

27,0 52,5| 23,0 25,0

25,0 41,0 24,5 39,5

25,0 45,5 22,5 32,0

18,0 17,0 24,5 46,0

# # & # |

37,4 g_gd
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ANEXO |V: Resultados del conteo diferencial de la serie blanca

Control
linfocitos neutréfilos eosindfilos
65,82 34,19 0
76,15 22,94 0,92
49,55 46,85 3,6
48,65 49,55 1,8
57,27 36,36 6,36
promedio 59,486 37,977 2,536,
PHB 2%
linfocitos neutréfilos eosindfilos
66,21 28,38 54
60 33,33 6,67
66,08 33,04 0,87
66,4 32 1,6
72,03 26,27 1,69
60,02 26,55 4,42
69 30 1
57,14 42,86 0
85,71 14,28 0
65,04 30,97 0,97
promedio 67,66 29,76, 2,26,
PHB 4%
linfocitos neutrofilos eosindfilos
47,58 44,35 8,06
53,51 44,74 1,75
42,24 44,4 10,34
59,48 39,65 0,86
49,17 43,33 7,5
52,24 42,86 1,9
52,17 44,35 3,48
60,8 32 7,2
27,43 71,68 0,88

promedio 49,4 45,26 4,66




ANEXO V: Resultado del conteo de plaguetas cada 100 linfocitos

promedio

Plaquetas/100 leucocitos

2% 4% control
82,43 193,55 98,29
145,83 84,21 65,14
89,56 231,03 140,65
152 133,62 123,42
143,22 87,5 195,45
150,44 133,33
137 121,74
82,86 165,6
157,14 53,98
126,21
126,669 133,84 124,59
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