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* Resumen ejecu‘liiro

El proyecto de 12 meses de duracion es una contribuciot al 6bje’ti’vo general de caracterizar la sangre de los

- salmonidos silvestres y de cultivo desde un punto de vista genético, hematolégico v quimico, como base
. para el desarrollo de futuros estudios poblacionales y patologicos. Las especies obijeto del estudio, trucha

arcoiris (Oncorhivachus mykiss), salmon Coho (O. kisutch) y salmén del Atlantico (Salmo salar). son de
introduccion relativamente reciente v su grado de adaptacién a las condiciones naturales esta pobremente
documentado. El trabajo realizado en animales de cultivo v de vida libre permitio, por lo tanto. discutir 1a
pertinencia de uthizar el término silvestre en especies de reciente introduccion, para las cuales existe una
limitada caracterizactén genética en su rango de distribucion (vida libre) o en los diferentes centros de
cultivo. Asimismo, fue posible evaluar la disponibilidad de marcadores genéticos y su eficacia para
identificar y/o diferenciar poblaciones. En este sentido ¢l proyecto es un esfuerzo preliminar de
caracterizacion, particularmente en lo que se refiere a poblaciones de vida libre, realizado en el Sur de Chile

. (Region X proncipalmente) con la finalidad de generar informacion atil para conocer la estructura genética de

las poblaciones, reconocer stocks, monitorear y manejar la variabilidad genética. Todos estos aspectos son
importantes para optimizar la produccién y conservar los recursos genéticos tanto en amimales de cultivo

. como de vida libre. Por otra parte, la caractenizacion quimico- hematologica permitié establecer los rangos

de vaniacion para un nimero significativo de parametros (14); lo cual servird de referencia para determinar
ringos de normalidad y realizar estudios comparativos sobre estado general de salud de peces, asi como para
evaluar y monitorear los etectos fisiolégicos del stress ambiental v diagnosticar enfermedades especificas.

Un total de 1013 animales de cultivo (17 stocks) v 288 de vida libre se procesaron electroforéticamente en
geles honizontales de almidén para lo cual el estudio contempld el analisis de entre 10-12 sistemas
enzimaticos, E] trabajo hematologico reane  informacion. sobre parimetros quimico sanguineos y
hematologicos para fas tres especies, tanto de cultive {estados de alevin, smolt, juvenil y reproductor) como

- para animales de vida libre (juveniles y aduitos). Las muestras fueron obtenidas por puncion cardiaca en

animales prcviamente anestesiados utlizando jeringas heparimizadas v el plasma. obtenido por

- centnfugacion a 1000 g durante 10 minutos. se congeld a -20 °C para su posterior analisis.

Los resultados electroforéticos dermuestran que las stocks de cultivo de las especies estudiadas, salvo en el
casc de trucha arcoiris. 2xhiben un numero limitado de loci poliméorficos. No obstante. las heterocigosidades
observadas por locus variaron entre 2.00 y 0.36 (salmén del Atantico), 0.16-0.55 (salmén Coho) v entre
0.14-0.70 {wrucha arcoiris), rangos considerados normales; ¢ incluso altos, en comparacion a los seftalados en
la literatura. En animales de vida libre las heterocigosidades variaron entre 0.14 (PGM) y 0.80 (MDH),

- ambos valores observados en trucha arcoins especie que resultd la més variable. Tanto en animales de vida

libre como de cultivo las heterocigostdades observadas se desvian de lo esperado lo que sugiere que no se
trata de poblaciones homogéneas o panmicticas, La comparacion de diferentes stocks de cultivo y de
animales de vida libre demostrd que, en general, no hay diferencias importantes en cuanto a presencia o
ausencia de ciertos alelos que sugieran carnbios genéticos relevantes. Sin embargo, las frecuencias de alelos
compartidos por los diferentes stocks son significaivamente heterogéneas en algunos casos lo cual permite
utilizar este parametro para diferenciarlos. Este crtenio es, sin embargo. relativo en las actuales
circunstancias pues depende del stock/poblacion que se compare, mientras la caracterizacion no inchrya una
muestra significativa de los stocks de cultivo ingresados al pais v no se conozca la estructura genética de las
poblactones de vada libre, lo cual requiere muestreos en zonas especificas en todo el rango de distribucion de

las especies.

En refacion al estudio hematologico, los resultados sﬁg_iefen que los patrones quimico sanguineos v
hematologicos son relativamente conservados entre las especies v los estados de desarrollo. Dentro de los
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estados de desarrollo, la mayor diferencia en cuanto a lo's'paréinetros deseritos la presentén los alevines. En

" cambio la principal diferencia entre los animales de vida libre ¥ de cultivo se encuentra en la concentracion

de lipidos totales plasmaticos, los cuales aparecen rmuy disminuidos en los primeros. No obstante, algunos
animales de vida libre exhiben altas concentraciones de lipidos totales lo que sugiere la necesidad de realizar

~estudios de tiempo de carencia para determinar la cinetica de eliminacion de lipidos desde el plasma. Con

respecto a los parametros hematolégicos, existe una linfocitosis tipica en todos los estados de desarrollo para
las tres especies. tanto de cultivo como de vida libre. Los resultados sugieren que la mayor diferencia entre
los estados juveniles de los individuos de cultivo v de vida libre para las especies estudiadas, se encuentra en
la proporcion de heteréfilos maduros. :

Se discute la importancia de la informacion generada en relacion a cada uno de los objetivos propuestos por
los términos técnicos de referencia. Se concluye que los datos reunidos conforman una buena linea base de
informacion para estudios comparativos v para monitorear los cambios genéticos O en parametros quimico
sanguineos que ocurran en pobiaciones de cultivo o de vida libre los cuales son necesarios para diseriar
planes de manejo y serviran como referencia para futuros estudios poblacionales y/o patologicos. Asimismo
pertmitisin monitorear de manera mas confiable las cventuales interacciones entre animales de cultivo y
“asilvestrados”™ en una importante drea de distribucién de salménidos en Chile, la cual concentra también
gran parte de la industria salmonera.

FIP 95-35; “Caracterizacion genética,” h'ematblégica'y quimicé sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo. .
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PARTE 1

1. CARACTERIZACION GENETICA (ELECTROFORESIS)

" MATERJAL Y METODOS

Origen, cantidad y procésamiento de las mu‘es'tra's. Se :.ob'tu»ieron muestras de musculo ¢ higado
{dependiendo del tamafio) de diferentes stocks de ammalesen cultivo {ver Tabla |, Anexo [) de las especies
Salmén del Atlantico (5 stocks, n=102), Salmdn Coho (7 ﬁécks, n=231) y trucha arcoiris (5 stocks, n=680), |
desde las pisciculturas rio Pescado (Osomo) y rio Trainel (Castro), ambas pertenecientes a la empresa
"Salmones Huillihco". Los salmones del Atléﬁﬁco coneéb;)ﬁdén 4 retornantes de 2 inviernos (stocks Tecmar
Grande, Teemar Chico v Mowi importado) v de 3 imdemo_s. (.s'tock Sunndelsora), mientras que la muestra de
Coho es una mezcla de varios stocks {Aquacultivos, Trusa] Salmosan, Mainstredrn, Quellon).

Los animales silvestres, colectados en Dalcahue, lago Chaﬁé, lago Puvehue y tributarios del fago Rupanco,
corresponden a S salar (n=30), O. kr‘sut’ch'(nzz‘)‘)) v O ﬁr_‘v!d&s ( 159,

Un total de lﬂlﬁ aminales de caltivo (ver Tabla 1y Tzf.ljla"l) y 288 siivestres (Tubla 6) se procesaron

electroforéticamente en geles horizentales de almidén para un total de diez v doce sisternas enzimaticos.

" Entre 3 y 6 sistemnas de buffers, dependiendo de la esp:é:cic o del stock uatilizado, permitieron resolver

satisfactoriamente un maximo de 18 loci. Las enzimas se tifieron siguiendo los protocolos de Shaw & Prasad

| (1970) v Harns & Hopkinson (1976) ‘modificados y las’ variantes alélicas se designaron de acuerdo a

Allendorf y Utter (1978). La comespondencia entre alelos de diferentes stocks se verificé corriendo en un

mismo pel animales de distinta procedencia. Para cada muestra se obtuvo la siguiente informacion: 1)

" presencia o msencia de determinados alelos: ii) cantidad de individuos con un determinado genotipo por

locus; i) namero v frecuencia de alelos por locus: iv) heterocigosidad por locus v heterocigosidad promedio
para el total de loci.
Se sometio a prueba la hipotesis nula de que las frecuencias alélicas observadas en muestras de salmonidos

de vida libre v de cultive no son significativamente djv'f':rgeﬁte‘s de lo esperado. Es decir, se caleulo la

FIP 95-35 Caracterizacion genéﬁca, 'he'matolégiba y qui’mica -sanguinea de
salménidos silvestres y de cultivo. :
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pr‘obabilj.dad.de"que las muestras de vida libre y .dé'Culﬁ{fO conformen un sélo grupo homogeneo o

. panmictico (test Ji cuadrado de b'ondad'de' .ajuste o test-de G3). Bajo la misma hipétesis de trabajo se
~ compararon todos los grupos disponibles péra el analisis. Los datos se pfoccsaron mediante el programa

" computacional Biosys 1 (Swofford & Selander, 1989)

RESULTADOS POR OBJETIVOS

Objetivos 1 y 2. Establecer los patrones g'ené'ticbg' de los salmonidos cultivados/silvestres
actualmente existentes en el pais.

Un nimero tmportante de stocks de culﬁvo'}f: de :mimaiés de .vida libre de las tres especies constderadas en
el estudio fueron caracterizados en cuanto a sus patrd‘neé.e'lecn'oforéﬁcos y niveles de vanabilidad. A
continuacién se resumen, por especie; los 'pﬁncipales dspectos del trabajo desarrollado con énfasis en la

discusion del cumnplimiento de los objetivos,

1.1.SALMON DEL ATLA.LNTI"C‘O ( S'afmzo ..\“'.:.r.Iar).

La Tabla 3 resume el trabajo electroforético :en la especié.: tanto para antmales de cultivo como stlvestres,
proporcionando informacion sobre ios siste’rn:as ennmat.u;)s evaluados, los buffers utilizados, loci resueltos
y caracteristicas de los mismos (monomérﬁ'cox’polimérﬁ:w}. Cuatro tipos de buffer permitieron revelar
satisfactoriamente un maximo de 18 loci. $o6lo el loci EST~1 observado en una muestra de reproductores de
piscicultura, resultd polimarfico (P=4.5%), con tres alel():s:cuyas frecuencias variaron entre 0.064 (alelo 97),
0.113 (105) y 0.82 (alelo 100) (Tabla 6). El loci MDH-SA se descartd para el analisis considerando que el
alelo 110 detectado inicialmente no se resolvio adecuad"am.éinte en posteriores corridas.

1.2, SALMON COHO

En fa Tabla 4 se resume el trabajo eleétr:oforé'tice para énimales de cultivo v silvestres de la especie.

Practicamente todos los loci estudiados (16) son monomér’ﬁeos, salvo EST-1 que presentd, para la mayor

.'&%%-@@%%xﬁﬁ@%%ﬁ?%%?@%%@?%@%@%%ﬁ%%%%@@%%%%@%3%%@%?@?%?%%%%
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parte de los buffers utilizados, alelos alféi‘naﬁvds 97, 100, '105) tanto para animales silvestres como de

O culttvo. -
3. TRUCHA ARCOIRIS

- Fl resumen con 1a caracterizacion electroforética para la especie se encuentra en la Tabla 5. Catorce sistemnas

enzimaticos v 16 loci se resolvieron satisfactoriamente con - tres tipos de buffers. La Tabla 6 contiene los
datos para las stocks de cultivo y para los animales silvestres colectados e el lago Chapo (n=20), mientras

que los datos para tres locahdades de 1os'lagos Puyehue y Rupmco se muestran en la Tabla 7.

- Claramente esta es la especie mas variable de as estudiadas observandose entre 2 v 3 loci polimérficos para

" Jos stocks de cultivo y un fotal de 10 para los silvestres.

1.4. DISCUSION

El procedimiento electroforéico pmm’i resolver con éxito un total de 18 loci en diferentes stocks de

- cultivo yfo de vida libre de las especies salmén del Adiantico. Coho y trucha arcoiris. En general los animales

* de cultivo se caracterizan por: i) poseer un bajo porcentaje de loci polimorficos siendo la trucha arcoiris (2-3

loci polimérficos en stocks de culiivo y vida Iibre, respécﬁ:\'mnente) {a especie mas vanable; 1) un promedio
cercano a los 2 alelos/locus y heterocigosidades que variardn. entre 0.00 v 0.30 {salmdn del Atlantico); 0. 16~ |
0.55 (salmon Coho) y entre 0.14-0.70 (trucha arcoiris).

No obstante, el 'porcentaje de loci polimérficos es muv .bajo en salmon coho vy del atlantico las
hcterocigoéidadeé observadas son concordantes y en 'aigunos casos superiores a los niveles de variabihidad
genética reportados para Salménidos en gener;al (h‘etero{:ig.o.sidad de 0,01 a 0.05; Ryman and Stahl, 1981) y
para cada especie en. particular, Por ejempl.o, para siocks de .cultivo de Salmo salar, rucha arcoins y salmén
Coho, respectivamente, se han mformado het’efocigoﬁdade:’; :ehn‘e 0.130 v 0.240 {Cross v Challanain, 1991);

entre 0.002-0.070 (Nakajima ¥ Fujio, 1988) v promedios de 0.004 para salmén Coho (Winkler, 1996).

- FIP 95-35:. .Caracterizac'iéh' genetica, hematoiégibé y quimica sanguinea de

salmoénidos silvestres y de cultivo.
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El analisis de los resultados permite concluir que. con excepeion de la trucha arcoinis, tanto los animales de

" vida libre como ciltivados comparten unia Baié variabilidad gencnca expresada en un bajo porcentaje de loci

polimoérficos. En cambio las heterocigosidades variaron entre 0.14 (PGM en trucha arcoiris) y 0.8 (MDH,
trucha), rangos que pueden ser considerados normales-o altos. En general, se observa una desviacion

importante respecto -de las heterocigosidades esperadas lo cual puede reflejar la-accion de procesos

 selectivos o estocdsticos en tas muestras de cultivo y de vida libre estudiadas.

Se ha observado que la vanabilidad genética és normalmente baja en stocks de cultivo, en comparacion. con
stocks silvestres. Por gjemplo, stocks de cultivo de salmon del Atléritico pueden exhibir entre 20-30% menos .
heterocigosidad que las poblaciones naturales (Cross y hmg. 1983). Sin embargo, este puede no ser siermpre
of caso. Ward et al. (1994) utilizando técnicas ela,fdforéﬁca de aloenzimas y ADN mitocondrial
concluyeron que ambas técnicas arrojan resultados smﬁejaﬁtés en términos de que la varabilidad genética
nuclear v mitocondrial no ha disminuido al comparar poBIéciOnes ancestrales de salmonidos v las fandadas
en Tasmania. Las leves diferencias sbservadas para e cbznjﬁnto de los lce estudiados en este trabajo entre
los stocks de cultivo y de vida libre existenétes en e}';.aa.is' concuerdan con la observacion de Ward antes

sefialada (ver objetivos 3 v 4),

Objetivo 3. Determinar paririetros genéticos qué' perm:t:m diferenciar satmanidos silvestres de
salmonidos de cultivo | |

En fas Tablas 6 y 7 se resumen los datos de frecuencias aiéhcés v heterocigosidad observada y esperada para
las tres espemes. tanto para stocks de cultive como de‘x’ridﬁ {ibre. La comparacion de diferentes stocks de
cultivo y de anitnales de vida hbre permite wﬁalar que o hav en general, diferencias importantes en cuanto
a la presencia o ausencia de ciertos alelos que sugieren mbios genéticos relevantes. En el caso de la trucha

debe verificarse la presencia del loci MDH 34 en poblaciones de cultivo o de MDH-2 en animales de vida

FIP' 95—35:' Caracterizaciéh genetica, 'h'em'atolégica y quimica sanguinea de
salimonidos silvestres y de cultivo. :
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- libre. Sin efnbm»'go. las heterocigosidédes -que en la mayor parte de los casos difieren de lo esperado- varian
- amplizmente entre los grupos compamdos

C La hetefrogenmdad observada en las frecuencms alehca& en algunos casos altamente significativas (ver

valores de G y'FSt en tabla 8 v 9), demuasum-que tanto los peces de vida libre como de cultivo no

--conforman un grupo panmictico. ‘Dé esta forma las frecuencias alélicas sirven al propésito de diferenciar

stocks y pam’culénnente para diferenciar salmonidos silvestres de salménidos de cultivo. Sin embargo, esta |
aftrmacion es parcialmente efectiva (solo para determinadas E:émpamsiones} puesto que se requerinia haber

caracterizado todas las poblaciones -tanto de cultivo como de vida libre- para poder asignar un determinado

| grupo de animales de vida libre a un particular centro de cultivo. Es necesario, ademds, considerar que las

_  frecuencias alélicas de las poblaciones naturales de salmanidos varian con la localidad geografica de manera

que el valor de un marcador es relativo mientras 'no s¢ conozea su comportaniento en todo ¢l dmbito de

. distribacion de ta especie. El trabajo de Sanchez et al. ( 1:95?6) es diddctico en este sentido. El loct marcador
- MDH-34 &5 polimérfico o monomorfico dépen.dicndo'de: la poblacion geografica de salmon del AttAntico

estudiada.” Mientras algunas poblaciones poseen mas de un aielo con diferentes frecuencias, - otras

sencillamente no lo poseen. En resumen; la capacidad diseriminadora de alpunos marcadores es refativa a las

poblaciones que se comparan, mientras no exista suficiente informacion para el conjunto de las poblaciones.

Objetivo 4. Determinar parémetrﬁs g'eﬁéﬁcos:que perm:tan identificar v diferenciar poblaciones de
salmonidos.

El resubtado electroforético demostr, c‘o'mo'.se difa zﬁtéﬁérmeme, que las frecuencias génicas difieren
significativamente entre stocks lo cual pemute diferenciéf@s. .Sin embargo. dada la variabilidad de stocks
disponibles en las pisciculturas v su précﬁcfamente nulé"cérﬁcterizacién genética, no es posible asociar un

animal o grupo de animales silvestres 4 una piscicultura en pa:ﬁcular.

"FIP 95-35; Caractenzacxon genetaca hematologlca y quimica sanguinea de
- saimonidas silvestres y de cultivo. -
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DISCUSION GENERAL

Las alozimas son los marcadores genéticos mias frecuentemnente utilizados para la discririnacion de peces

 cultivados o :silvestresfwcapados', El més stmple procedimiento utilizado es verificar diferencias en las

. frecuencias alélicas entre peces de cultivo 'y'silve'sh*es (Taggart & Ferguson, 1986: Garcia de Leaniz et al.,

1989: Skaala 1992). Fl caso mas claro es cuzando un grupo tiende a estar fijado para alelos altemativos para
un determinado locus. Sin embargo, la probabilidad de'eﬁc'on'trmf alelos especificos para una determinada

poblacién dependera de la estructura genética de la rmsma de manera que especies con gran cantidad de

. flujo génico inter poblacional tendrém con menor probab’iii&zid alelos confinados a poblaciones especificas.

A menudo, sin embargo, las diferencias en frecu‘enc.iaé 'aiéli'cas enire peces cultivados v silvestres no son
suficienternente grandes y en el caso particular de Chi]e'ésto se hace aun mas evidente considerando el
tiempo de introduccion de los salmonidos. - . |

El concepto "silvestre” estabiecido par las bases tecmcas del provecto es dificil de venficar para los
salménidos introducidos en Chile, pudiendo ser un caso &cepcionai la trucha arcoints. Algunos autores
nacionates reéoné)cen este hecho refiriéndose a las mu,has ébmc asilvestradas {Veloso et al.. 1990). la
verificacion objetiva de la condicion silves&é fy no de ammal escapado) requiere muestrear rios en los cuales
exista un stock 6 unidad reproductiva siivestre vy en donde o coexistan salménidos escapados. fo cual

requicre antecedentes ecologicos y conductuales de los animales, ademds de antecedentes sobre eventuales

~ liberaciones. En resumen, en este caso particular hay sitﬁécio‘nes que impiden por el momento responder
* objetivamente al problema de diferenciar poblaciones “silvestres™ de las de cultivo. Un trabajo serio para

 estos efectos requeriria: 1) conocer los stocks originales y nirnero de individuos ingresados al pais para

estimar tamarios efectivos v evaluar el impacto de fenomenos estocdsticos o selectivos; i) muestrear a lo
largo de distribucion de las especies para establecer la distribucion de la variacion alélica y determinar
probables loci marcadores; iii) derhostrar que el marcador no tiene ventajas o desventajas selectivas. iv)

comparar estos marcadores con sus homologos en los stocks fundadores. etc.

FIP 95-35; Caracterizacién genéticia, hematof'é'gica y gquimica sa'ngumea de
salmonidos silvestres y de cultivo. L
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Un factor de complejidad adicional es la diversidad de stocks ingresados al pais. Conviene destacar, a

manera de gjemplo, que en'solo dos de las pisciculturas muestreadas se manejaban alrededor de cuatro

“stocks diferentes por especte.

" CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

. Se dispone de una base inicial de datos electroforéticos necesana para conocer la estructura genética de las
poblaciones de salménidos (3 especies) reconocer stocks y monitorear la variabilidad genética. Esta
caracterizacion inicial basada en datos obienidos én 1013 amma]e:. de cultivo {17 stocks) v 288 de vida hbre

¢s una buena base para el desarrollo de futuros estudios poblamonales, cumpliéndose de esta forma el
objetivo general f)ropuesto por el Fip para el presente proyéét’o’.-

2. No hay diferencias genéticas significativas, paniculanncnté enlo que se refiere a presencia o ausencia de
ciertos alelos, entre animales de cultivo y de vida libre. Sin embargo, las frecuencias de alelos compartidos
por los diferentes grupos comparados son ﬁg&xiﬁcativmﬁéﬂté heterogéneas en algunos casos lo gue permite
utilizar este parametro para identificar/diferenciar saimonidos (objetivos 3 v 4). Este criterio es, sin embargo.
relativo en las actuales circunstancias p'ues: -depende: dei_ stock/poblacion que se compare, mientras la
caracterizacién no incluya una muestra éi@ﬁﬁcmiva de :lc').s stocks de cultivo ingresados u! pats ¥ om0 s¢
conozea la estructura genética de las poblaciones de vida libre.

3. Se discute la ;ﬁtinencia del términio siivesire, utilizado: en lbs términos técnicos de referencia, en especies
de reciente introduccion para las cuales existe una 1umtada caracterizacion genéfica en su rango de
distribucion (vida hibre) o en los dif‘ereﬁtés centros de éulﬁ#o. Se sugiere un procedimiento para evaluar
objetivamente 1a condicion “silvestre” y evmwﬁ intérééciones {zenéticas) con animales de cultivo.

4. La técnica de electroforesis permite obtener distintos tipos de informacion. El proyecto establece uba base

referencial sobre las fortalezas v debilidades dela apli'caéién de la técnica a los problemas propuestos. Solo

FIP 95- 35: Caractenzac;on genética, hematoioglca y quimica sangumea de

salmonidos silvestres y de cu{two
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el uso de una base conceptual v de interpretacion comiin permnitira la verificacion o complementacion de los

. datos presentados en firturos estudios. |
5. Finalmente, los tesultados del presente trabajo concuerdan con otros, particularmente con aquellos
: reahzados en Salmo salar, qué demuestran que o niveles de variabilidad genética y diferenciacion dentro y

~entre poblaciones son bajos. Considerando la 'divemidad de’estmctmn‘s genéticas descritas para las especies

objeto del presente estudio se sugiere la-verificacion/complementacion de los resultados expuestos con

- téenicas de mayor senstbilidad.

FiP  95-3%5: Caractenzacuon genetlca hematologma y quimica sangumea de
salmonidos silvestres y de cultivo. :
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I PARTE 2
CARACT ERIZACION DE PARAMETR()S SANGUINEOS

MATERIALES Y METODOS

- 1.0, Toma de Muesira .

1.1. Anestesia: La narcosis de los peces én ¢l estado de reproductor {cultivo) y juvenites, fue obtenida

sumergiendo loé'peces en un tanque con"agda gue contehia entre 150 v 200 ppm en benzocaina (BZ-20,

© Veterquimica). Para los estados de alevines y smolt fue necesario ajustar en cada caso la anestesta hasta la

fase profimda (pérdida de los reflejos defensivos), evitando la asfixia y muette de ios individuos.

1.2. Puncion: Para los estados de smolt, Ijuv'enii v fepmductor, la muestra tie obtenida por puncion de ia
arteria caudal. Dicha puncién se obtiene insertando la aguja exactamente en la mitad de la linea media justo
atras del esfinter anal hasta tocar la columna vertebral. ‘con una leve succion se uhica el punto exacto justo

debajo de la columna vertebral vy paralela a los rayos de la aleta caudal. En todos los casos se utilizaron

jeringas previamente hepaﬁhizadﬁs. '
. La extraccion de sangre d¢ los peces en el estado de aleﬁries; fue realizada mediante la centrifugacion a baja

* velocidad del animal entero, el cual previamente habia sido anestesiado, secado y seccionado el pedancudo

candal: El pediriculo seccionado ripidamente se hurnedece con heparina (anticoagulante), v el animal se

‘ubica en un tubo de centrifuga con una perforacién en su extremo inferior ¢f cual a su vez s introducen en

un segundo tubo que serd el que recibe la muestra

2.0. Parametros Quimico Sanguineos =

FIP 95-35: Caractenzamon genetlca hematologlca y qu1m|ca sahguinea de
salmonidos silvestres y de cuitlvo :
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2.1. Muestra; Los analisis quimico sanguineos fueron realizados utilizando plasma, el cual fue obtenido por

' céntrifugacion dé la sangre entera obtenida en la pun’ci()ﬁ candal (1000 x g x 10 min.). El plasma asi

separado, fue congelado a - 20 °C, hasta la realizacion de los analisis.

Los parametros quintico sanguineos a determinados y la metodologia a utilizada fueron los siguientes:

I Glucosa: Deferminacién enzimética de punto final mediante ghucosa oxidasa-peroxidasa Lectura 405
L

2. Proteinas Totales: [)etenniﬁacién colorimeétrica pot el mét’o’do de Biuret. Lectura 545 nm.

3. Albimina: Determinacion colorimétrica con verde de btdmo cresol. Lectura 630 nn,

4, Lipidos totales: Determinacion enzimatica mediante ésterésa oxidasa/peroxidasa. Lectura S00nm.

5. Alamina Aminotransferasa (ALT/GPT): Determinacion cinética. Lectura 340 nm.

6. Aspartato Aminotransferasa (AST/GOT): Determina:cién cinética. Lectura 340 nm

7. Creatinina: Determinacion cinética picrato alcalino. tectura 500nm.

3. Nitrigeno ureico: Determinacién enzimatica colorimétrica ureasa-hipoclorito, Lectura 600 nm.

9. Calcio: Determinacion especrofotométrica medianté azul dé metiltimol. Lectura 610 nm

10. Fésforo: Determinacion por fosfomolibdato. Lectura 340nm.
3.0.- Pardmetros Hematolbgicos

Los parametros hematologicos realizados fueron: hemoglobma hematocrito, recuento de globulos rojos,
recuento de glébulos blancos v formula leucocitaria Todés los analisis fueron realizados a partir de sangre
entera anticuagulada con heparna. -

El trabajo expeﬁmental fue realizadd en dﬁs’ etapas:

1. En terreno: En la misma piscicultura, a‘nte§ de 20 miriutés de tormada la muestra, se preparo:

a) las diluciones para el recuento de feucocitos y enitrocitos; .

FIP 95- 35 Caractenzac:on genetica hematologma y qu1m|ca sangumea de
salmoénidos silvestres y de cuitnvo
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- b) las extenciones para la formula feucocitaria, lo cual es ﬁmdamenml para evitar las deformaciones celulares
~ que dificultan,, simplemente, impiden el reconocirniento de céhulas:

- ¢) el llenado 'y.centﬁﬁlgacién de los tubos de micro—heinatoérito, lo cual es fundamental para impedir el

“efecto sweelling”, es decir, el “hinchamiento” de los Eritrocitos, cuya consecuencia es un aurnento en vivo

del Hematocrito.

2. En el laboratorio se hizo:

a) el Recuento de Leucocitos y Eritrocitos; *

 b) la tincion de las extensiones y el reconocimiento 'y conteo porcentual de los Leucocitos (Formula

Lencocitaria).

¢) La observacion microscopica de ta sene roja .

3.1. Recuento de Leucocitos y Eritrocitos: Para el recuento celular, la sangre se diluyd 1/100 con solucion

. de Natty Hetrick ( 1952). Los Laucocitos Fu&(jn contado.s en 2 cuadrantes mavores (volumen = 0,2 mim de

la camara de Neubauer. El valor sera expresado como Leucocitos/ mm”. Los Eritrocitos fueron contados en

~ 5 cuadrantes menores del cuadrante central. El valor serd expresado como Ertrocitos/mm”

T La optimizacion del reconocimiento v conteo se logrd utilizando contraste de fase.

3.2. Formula Leucocitaria y Morfologia Entrocitaria: Para el estudio morfologico vy reconocimiento de
Leucocitos v Enfrocitos las extensiones sangumeas fueron fefiidas con fincion pandptica May Grunwald-
Giemsa. Sin embargo, dada las prandes variaciones cuali v cuantitativas detectadas v la escasa informacidn

ilustrativa al respecto, para optimizar la caractenzacién vy reconocimiento de los distintos tipos celulares

estimamos necesario, aplicar otras tinciones, cuyo estudio comparativo se describe a continuacion:

2895995595553 9892550899392599P83599988058925999900509 3
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a) Tineién May-Grunwald Giemsa: Esia, sobre la base de la éxperiencia en mamiferos, en peces MArinos
'y" en O. mykiss (Silva etal., 1994; Ce;-r&é .ér.af., 1994;: Coiwilez, 1994), es la tecmca de eleccién y de
referencia ya que permite una buena definicion de los contormos celulares, Ta resolucion del nacleo y el
citoplasma, I caracterizacion de la madurez de la Cromaina y la caracterizacion de formas inmaduras de los
Entrocitos, entre otros. Sin embuargo, aI éitoplasxna &e' los Polimorfonucleares (PMN) “Neutrofilos”
corrienterriente no se les distingue bien Ioé gﬁ'muios citoplééfhéﬁcos vy €ste se observa con basofilia que va de
leve a regular (ver reproductores), dificultando la diferenciacion cetular. Esta Basofilia citoplasmatica fue la
que nos llevd a ﬁrefe‘ﬁr ladenominacion de “H.eteréﬁl.oéz“,' de acuerdo a la recomendacion de al gunos autores
(Braxhall etal., 1973; Campell, 1990).

b) Tincion Giemsa: Ests tincion 1o cdﬁuiguyé sig‘niﬁ:caﬁﬁamente a la visualizacion de los granulos v la
resolucion de la estructura cromatinica es de menor calidad que con la tincion May- Grunwald Giemsa

Tampoco alcanza la calidad de ésta en la caracterizacion de 1a serie roja.

) Tincion de Wrigt: Con esta tincidn diﬁﬁinu‘y’é sig':ﬁﬁc’#u’vameme la basofilia citoplasmatica y puso de
manifiesto una fina granulacion de ﬁﬁo neﬁtréﬁ‘.ﬂ en los PMN razon por la cual desde este informe adelante

los rrencionaremos indistintamente como “Hetersfilos™ o "‘Ne’mrd filos™.

d) Tincion Wright-Giemsa: Esta tincion no comn'bﬁy() significativamente ya que persistio ta principal

dificultad del W:right {indefinicion de la‘estructura de la C‘fbméﬁna), sumandose a elio efectos ndeseados en

la Serie Roja. No es recomendable.

3.3. Hematocrito: £l test de microhematoctito se realizo en todos los casos con sangre entera anticoagulada
con heparina v antes de los 20 minutos de tomada i muestra. La muestra fue centrifugada en centrifuga

para microhematocritoa 12.000 x gx 5 mirnutos. Los valores son entregados como porcentaje (%a).

FIP 9'5—35.:” Caracterizacion 'génética, hematologica y quimica sanguinea de
salmobnidos silvestres y de cultivo.
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- RESULTADGS

Patrones Quimico Sanguineos y He‘xhamlégicos de los Salménidos Cultivados Actualmente en el

Pais.

1.1, Patrones de los Parimetros Quimicos Sanguineos ﬁ:’am‘ Salmo salar, Oncorkynchas kisutch y |
Oncorhynchus mykiss.,
Los patrones de los parametros quimico -sanguineos para Salmo *salar, Oncorhynchus  kisutch y

Oncoriynchus mykiss en los estados de alevines, smolt. juveniles v reproductores, se encuentran resumidos

- enlatabla i,

Glucosa: Las concentraciones de giucosa .(mé/df). encdn&adas en el plasma de los peces en las especies
estudiadas, es uno de los pardimetros mas variables, con gnindes desviaciones estindar. L.a variabilidad de
este pardmetro es debido fundamentalente al estado de esiress de los animales en cultiva, explicado por el
gje hipofisis tefido interrenal descrito para la elevacién_ “del cortizol plasmatico, - como hormona
htpergticemiante (Brown e af., 1989 v Sapo.lsky.i?ml)); L:os:alew“nm de Salmo salar es el estado que

presenta los mencres valores, en tanto los reproductores de 0. mykiss presentan los valores mayores. Se

. observa un patron similar entre los mismos éstados de desarrollo en las tres especies estudiadas (tabla 4 para

 los estados de alevin, smolt, Juvenil y reproductér respectivimente) (ver tabla 1),

Urea: Los valores promedio de urea (mg/ml) se encuentran en ¢l rango entre 6,1 v 17.9 mg/ dl para todos
los estados de desarrollo de las tres especxes estudiadas, siendo asi uno de los parametros estudiados menos

variables (tablas 4,5.6.7). Estos valoreés son bajos tal coma se éspc'raria para los teleonsteos.

~Creatinina: Los valores promedio de creatinina (mgj’m]j se encuentran en el rango entre 0 v 3.6 mg/ dl para

“todos los estados de desarrollo de las tres especies estudiadas. Este parametro resulto ‘ser particularmente
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~ bajo, lo cual indicaria que el metabolismo de los individuos estudiados es netamente anabolico, con muy

poca actividad muscular, lo que es consistente con la condicién de hacinamiento de los peces en cultivo.

" Proteinas Totales: Los valores promiedio de proteinas'totales' plasmaticas estn en el rango entre 28 a 51 g/l

 (tablas 1.2.3). Siti embargo, ¢ valor de 28 p/l estd dado por los alevines de O. Mykiss. los cuales estén por

abajo del resto de los valores para los cuatro estados de des’aﬁéﬂo de las tres especies estudiada. El valor de
este pardmetro parece estar conservado entre las especies y :e;siados de desarrotlo.

Albumina: Los valores promedio de la albumina estanen ¢l rango entre § a 29 gﬂ (tablas 1,2,3). Sin
embargo, en este caso es el valor mas altb’(iuﬁcniles 'Sci/rho ﬁé‘alar), el que no esta dentro de los patrones

penerales para los estados de desarrollo y especies estudiadas,

- 'GOT y GPT (Aspartato Aminotransferasa y Alanina ,:Aminotransferasa): Estas dos enzimas hepaticas

poseen en mismo patron pard todos los estados de desarrollo de las tres especies estudiadas. siendo siempre

_ el valor GOT mayor que el valor GPT. Este éomporm‘miehfd va ha sido observado por otros autores ( Lusk,

$. and Hiavova, V..1993.

Lipidos Totales : Los valores de lipidos .'totales resuitar(;ﬁ ser uno de los parimetros quimico sanguineos
mas variablei- péro que sin embargo. el patron comim.es: de valores muy elevados en todas las especies ¥
estados de dcsim;ol]o. :
Calcjo v Fosforo: Los vaiorcsprmﬁedio dt, caicio f_mgf'nil‘) se encuentran en el rango entre 7.3 v 14.6 mg/
di v de fosforo entre 8,5y 16.6 mg/dl pam todos los 'esﬁd.ozs de desarrollo de las tres especies estudiadas. El
valor de calcio resulto ser bajo que en coﬁparacién cb.n. ei'fésforo en todos los estados de desarrollo para

las tres especies estudiadas.

1.2. Patrones de los Hematdlogicos para Saimo sa!dr."()ﬁwrhynch us kisutch y Oncorkynchus mykiss.

FIP 95-35: Caractefizacién géhética,' hematolégica y quimica 'sangui'nea de
salmoénidos silvestres y de cultivo.. :
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© Los patrones de los parimetros hematoldgicos para Salmo salar, Oncorhynchus kisutch v Oncorhynchus
' m_'pkz‘ié ent los estados de alevines, smolt, juveniles y reprddﬂéiofés. s enicuentran resurnidos en la tabla 2
- para Saimo saldr, Oncorhvnchus lals‘u':’ch.'_v para Oncorfvichus mykiss. -

" Hematocrito: Los valores promedio de hematocrito se encieritran entre 25 a 48 % en los estados de

desarrollo de las tres especies estudiadas. Los valores ménofes'cotresponden al estado de alevin el cual

~ incrementa con el estado de desarrollo. Esto altimo es consistente con el incremento de los requeﬁmientoé

de oxigeno con respecto al peso.

Hemoglobina: Los valores de hemoglobina siguen el mismo patron que el hematocrito descritos en el

- parrafo anterior.

Recuento de globulos rojos y blancos: Los valores de 10s recuentos de gldbulos rojos v blancos parecen
ser los més variables de los parametros hematologicos, cuya vanacion podria ser interpretada en ténminos de

stress. Este pardmetro requiere de un nayor analisis.

© Formuala Leucocitaria: Las formulas  leucocitarias “para  Salmo salar,  Oncorhvnchus  kisutch v

Cmcorhynchus mvicss en los estados de alevinés, smolt, juveniles y reproductores, se encuentran resumidos

en latabla 3.

- Formula Leucocitana paca Ccorftynels pivkiss: La morfologia v distribucion porcentual es similares en

todos los estados de desarrollé, mostrando 1a tendencia linfocitica clasica (Braxhall et af., 1973; Campeil,
1990; Ordoticz, 1991). La serie roja también es similar; conuna discreta tendencia a presentar mayor

Policromatofilia los alevines, los cuales 'presénmn tarmbién algunos blastos tipo Pro-eritroblastos.

- Los reproductores, en cambio, presentaron morfologia v, distribucion porcentual celular diametralmente

diferemte, destacando:

- Mayor porcentaje de heterdfilos,

- Gran porcentaje de Heterofilos inmaduros.

- Heterdfilos con mavor basofilia citoplasmatica

"FIP_ 9535, 'Caracte.n'zacién gen'éti'ca,mherﬁatolégica y Quimica sanguinea de

salmodnidos silvestres y de cultivo.
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- L.a mayoria de los Monocitos y los Heteréﬁlos'preseﬁtabaﬁ vacuolas citiplasmaticas. .

de ids‘ alevines preséntaba gran cantidad de eritrocitos inmaduros
enor en los juveniles. En reproductores. en
indica que en stos la eritropovesis estaria inhibida.

en Salmo salar. Los alevines pré’séntﬁr’oh morfologias y Formula Leucocitaria { F.L)

del mismo tipo de la de los alevines de €. kisutch. La F.'L. de smolt v cosecha es. similar, destacando la

existencia de un porcentaje menor de linfocitos y con un rango mas amplio en comparacion con alevines,

heteroﬁlos No s obseno en esta especie los dramaticos cambios

observados en O. kisutch al pasar de 'alevines a'rcproductore& hecho para el cual no tenemos ain una

respuesta clara, salvo que se trate de una respuesta al eswés. Los smolt y los de cosecha presentaban en
algunos individuos heterofilos con mayor basofilia’ mtoplasmética: taimbién se observd monocitos ¥

heterofilos con vacuolas citoplasmaticas en diferentes szrados :

En coante a los entrocitos ef 100% dn, los alevines pr‘*sentaba arn cantidad de eritrocitos inmaduros

(Policromasia de regular a muy tntensa), siendo levemente'menor en los juveniles. En los de cosecha, hubo

una disminucion significativa de la Policromasia. legando a ser pracicamente nula en algunos individuos.

Formula Leucocitaria en (. mykiss: Los alevines preseﬁtéfoﬁ.morfologia y Férmula Leucocitaria (F.L.) del

mismo 1po de-alevines de 0. kisutch y 5. salar.a suvez, s F L. de alevines. juveniles y smolt. a pesar de no

ser todos del mismo centro, presentan il cuadro leucocitanio similar. Los reproductores presentaron cambios

similares a los descritos para O, kisutch ._tantd Ia F.L. combo en la morfologia erirocitaria.

COMENTARIO GENERAL

Los resultados de la citologia sanguinea muestran en los leucocitos una tendencia linfocitica en alevines y

juveniles en las tres especies. Sin embargo, ain cuando las F.L. son similares, cuaiitativamente hay

diferencias qué requieren de estudios aixihiares pOSteﬁdres para la completa definicion. La gran respuesta

FIP'9'5 35 'Céract'eri'zacio'n genet:ca hematotog:ca y qu1m|ca sangumea de
salmonldos silvestres y de cuitwo -
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. hetero-neutrofilica de los reprddﬁctofes :(O. kisutch y 'O."ﬁrykiss)'esmdiados a la fecha, requieren un mayor

estudio; sin embargo, la situacion de estrés que el estado en si fismo representa, podrian explicar por lo

menos en gran parte la gran leucocitosis nentrofilica, tipb de “Reaccion Leucemoide™ en alpunos, puesto que

' hubo individuos que sobrepasaron incluso [os 100,000 leucocitos por mm’, la mayoria de los cuales a su vez

- presentaban morfologia similar a la observada en “Sindromes Sépticos™ en estados finales.

Por otra parte, la serie roja también presenta cambios considerables dentro de una misma especie,

- particularmente- en el grado de madurez. Entre especies también sé obseevd cambios, destacando en
- particular la présencia de individuos de los 'reﬁroductores de O. mykiss con eritrocitos con relacton nicleo-

- citoplasma mayor gue el resto.

Otros hechos destacables son los relacionados con individuos en todas las series que escaparon a 1a normna,

*. indicando la posibie presencia en la pobiécién de individuos con alguna alteracion no detectable a simple

vista
Patrones Qdiﬁiico Sanguineos v Hémétﬁiégicns de los Salmonidos Silvestres que Existen en el
| Puis. :_: :
2.1. Patrones de los Pariametros Qui_mico; Sanguinéds hém Salmo salar, Oncorhynchus kisutch y
Oncorkynchus mykiss, capturados én el Cahai Da’icah’ﬁe.y i;aggu Chapo {Salmonides de Vida Lib.r"e)
Los patrones de los parz’:metr‘oé qtiimi'co_ sangumeog para Salmo salar. Oncorhvichus kasutch y
Oncorhynchus mﬁkis‘s capturados en el Canal Dalcah‘ue"y'f;égo Chapo (Salmonidos de Vida Libre), en

estado’ juvenil, se encuentran resumidos en la tabla 4. Los patrones observados para todos los pardmetros

determinados, poseen las mismas tendencias que para los salmdnidos en cultivo,

© 2.2, Patrones de los patrones Hematologicos 'pafa Salmo salar, Oncorhynchus kisutch v Oncorhynchus

. mykiss, capturados en el Canal Dalcahue v Lago Chapo (Salménidos de Vida Libre)

"FIP 95-35- Caracterlzamon genetlca hematoiogica y quimica sangumea de
~salmonidos silvestres y de cultlvo
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~ Los patfones de los patrones 'hematolégicbs para Sa!mc:)ﬁ:safar, Oncorhynchus kistitch y Oncorhynchus
" mykiss capturados en el Canal Dalcahue v Lago Chapo (Salménidos de Vida Libre), en estado juvenil, se

- encuentran resumidos en la tabla 5 para Saimo salar, pam Oncorhvnchus kisutch: v para Oncorhynchus

myiiss. Los patrones observados para todos los parémeti'bé determinados, poseen las mismas tendencias que

para los salménidos en cultivo. La formula leucocitaria sé fuestra en la Tabla 6.

- Pardmetros Quimico Sanguineos v Hematolégicos en la Diferenciacién de los Salménidos de

Vida Libre y de Cultivo

3.1, El estado juvenil es el tinico estado de desarrollo que se puede comparar para las tres especies en

_ estudio,

Pardmetros quintico sanguineos: La comparacion de estos pardmetros se encuentra resumidos en la tabla
7. Los resultados sugicren que para el estado juvenil de Sahmo salar las mayores diferencias estan dadas por

la concentracidn de ured, stendo ligerameste mas alfa ‘en los individuos de vida litee, en tanto la albimina

~ esta en relacidn inversa, sin embargo. dicha diferencia pueden ser efecto del estado nutricional de los

individuos de vida libre. L.a mayor diferencia entre los individuos de cultivo comparados con los de vida
libre para las especies Salme salar, Oncorlvncing kisutch se vbsérva en la concentracion de lipidos totales.
indudablemente dicha diferencis es producto de la alimentacion rica en acidos grasos utilizada en los

individuos de cultivo. Sin embarpo, dicha diferencia no s¢ observa en fa especie O mvkiss, fo cual puede

- corresponder a que Jos animales de vida libre habian sido capturados aproximadamente un mes antes de
tomada la muestra v mantenidos en un tanque. Durante el tempo de cautiverio, los individuos fieron

- alimentados con alimento para peces de cultivo, Sumado a lo anterior, ta concentracidn de glucosa en los

animales de vida libre también es mds alta que los individuos de cultivo, lo cual es consistente con la

caracteristica de “animales diabéticos asignado a (. mykiss (Robert, 1981).

FIP 95-35; Caracterlzacnon genet:ca hematologsca y guimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo.
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. Uno de los estudios plaumbies a realizar con respecto a los 11p1dos plasmaticos totales, tiene referencia a la

- cinética de la concentracion dé estas substzmcxas en los penodm de carencia.

Parimetros Hematolégicos: La co'mparﬁc'ién de estos parametros s¢ encuentran resumidos en la tabla 8
para Salmo salar. ( ncorhynchus !asutch y O MMVKRISS. En Jas tres espec:es. los resultados sugieren que tanto
la concentracidn de hemoglobina, como el valor del hematocmo son mayores en los individuos de vida libre

con respecto a los de cultivo, lo cual es con'sistént‘e con o mayor requerimiento de oxigeno que deberian

 tener los individuos de vida libre. En tanto, la formula leucocitaria. fa mavor diferencia estd en los heterofilos

maduros, los cuales se presentan siempre en inencjr} proporcion en los individuos de vida libre,
Consistentemente con lo observado para los parametros quirni¢o sanguineos de . mykiss, la diferencia

heterofilica no parece existir.

: Parametms Quimico Sanguineos y Hcmatulugmos que Permitan Identificar y Diferenciar

Poblaciones de fmlmomdos

© Parece no existir pardmetros hematologicos y quimico sanguineos capaces Uules en la diferenciacion

poblacional de salmdnidos. Los resultados sugieren que existen patronies cornunes en {os pardmetros antes

mencionados entre las especies v estadios de desarrollo. La diferencia mas marcada entre los estadios de

desarrollo para las tres especies estudiadas éorresponde a los parametros encontrado para los alevines de los

~ individuos de cultivo. Sin embargo; entre los individuos de vida libre v culfivo para las especies Salmo salar

v Oncorhtvnchus kisutch la diferencia radica én”el contenido de lipidos plasmaticos, pudiendo ser estos
alterados por el tipo de alimcntacié'n'recibida como en el ¢aso mencionado para (). Mykiss. La diferencia en
la proporcion de heterdtitos maduros sigue siendo ¢l pammétro hematologico que podria ser diferencial. La |

comparacion de la formula lencocitaria para stocks de cultivo v vida libre se observa en la Tabla 9.

FIP 95- 35 Caractenzacnon genetlca hematologlca y qu1mlca sangumea de
salmonidos silvestres y de cultivo.
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Los resultados sugieren que no existen diferencias significativas entre sexo, para las especies estudiada. La
informacién para animaies de cultivo (diferentes especies v estados de desarrollo) v de vida libre se

encuentra desde la Tabla 10ala 16, ¢

- Determinar Parametros Quimico Biolégicos Para Diferenciar Patologias En Salménidos De Vida

' Libre Y Cultive -

. Todos los parametros determinados en este trabajo eventualmente pueden ser tiles en la identificacién de -

patologias en peces. En especial las relaciones entre los pardmetros pueden ser ttiles indicadores del estado
fhisiologico. - Por: gjemplo  la - relacion. Albamina/Proteinas Totales; Caleio/Fosforo;  GPT/GOT. y
Hematocrito/Hemoglobina, parecen ser constantes entre las especies v estadios de desarrollo. Para testar lo

anterior de debe trabajar con individuos enfermos y de patologias reconocidas.

. Sin embargo, el valor y significado diagnéstico de los parametros individuales sugeridos hasta este momento

[

L. Glucosa: La glucosa puede ser un buen indicador pard evaluar ios estados de inanicién en el limite

inferior del rango normal (LIRN), o bien'pm:evaluar el stress agudo v cronico sobre el limite superior del
rango normal (LSRN) (Wedemeyer and Vasutake, [977).

2. Proteinas Totales: Bajo el limite inferior del rango notmal puede ser un buen indicador de enfermedades

- infecciosas, dafio renal, desbalance nutricional ¢ inanicidn. En tanto sobre el lmite superior del rango

normal puede significar hemoconcentracién por desbalance hidrosalino (Wedemeyer and Yasutake, 1977),

- También, bajo el LIRN se ha observado qué dichos valores disminuidos estin asociados a una disminucion a

la resistencia de enfermedades infecciosaé'(PﬁhOda, 1. and :B'iének, P.. 1993} En tanto fa correlacion con

* variables ambientales, indican que una baja concentracion de las proteinas plasmaticas esta asociada a una

alta concentracion de nitritos y amonio en el medio (‘Prihoda;'J. and Bienek. P., 1993).

B23953898P53553059929353899992595530223599302309595203009592
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" 3. Albamina: Esta proteina asociada a 10s procesos de transporte de sustancias es generalmente sintetizada

" enel higado. La dismiiucion est generalmentc asociada a dafio hepatico crénico (Henry, R.J, et.al,,1980)

4, Lipidos totales: Las variaciones dé las céﬁcenu'acioﬁés'plaéméﬁcas de colesterol tanto en LIRN y LSRN
serian indicadores de un desbalance dietario. En tanto en el limite superior también puede ser un indicador
de stress cronico. cuando las variables de Ta dieta han sido subsanadas (Wedemeyer and Yasutake, 1977;

Jirasek et af 1993).

5. Alanina Aminotransferasa (AL'I‘/GP'T') ¥ A'spamt:d Aminotrans-ferasa (AST/GOT): Estas enzimas

son sintetizada en el higado, siendo intracelulares, luego el plasma sanguinco no representa su

compartimiento funcional. La deteccion de una alta actmdad de estas enzimas en dlChO compartimiento,

- puede sigmificar un dafio hepatico agudo (infeccion wral o bacteriana), o un daijo hepatico cromco

{contaminacion ;Sor hidrocarburos policiclicos aromaticos) {Lusk, S. and Hlavova V., 1993)
6. Creatinina: La creatinina es un metabolito de la creannmaqmnm la cual es una enzima involucrada en
la acnvxdad muscutar. Una alta concenu'acron de creanmna puade ser products a de una alta actividad

muscular o bien de una disminucion de la depurac:on renal ( Henry, R 5 el.el., 1980).

7. Nitrégeno ureico, Calcio y fasforo: ‘¢l balance de estas substancias depende de la depuracion renal,

luego tanto im aumento como disminucion con respectoza '165 rangos plasmaticos norinales pueden sei un
indicador de una disfuncion renal (Henfy. R.]. eral.,1980). Sin embargo, variactones significatrvas de calcio
y fosforo, también pueden estar asociadas a de:sbai@&s nﬁﬁicionales' referentes a la ingesta de vitatminas
(irasck et al 1993).

No se puede dejar de mencionar, que cua]qmera de tos mdxces antes discutidos, no son indicadores fmicos de
una patologia, luego el dlasmosnco de estas debe reahzarse por medio de la conjuncion de los sintomas

clinicos en concordancia con las dctmninat;iénes quimic’:a‘ Sangtﬁneas. '

FIP 95 35 Caracterizacion genetlca hematoiogaca y qu1mlca sangumea de
salmonidos silvestres y de cultwo . .
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Tabla 1. Stocks de cultivo utilizados para el anslisis electroforético.

Espeic (origen) " Stk . [N

8. salar
Huillinco Tecmar Grande 17
Tecmar Chico 14
- Mowi importado 35
Sunndeisora 5
Reproductores’ 31
Q. kisurch | _ Reproductofes _ 22
Poleura Smolt . 40
Aquécm.ti.vo-Homopirén _ | _ Aquacﬁ_lu'v.o . .54
Aquacultivo-Osormo - Aguacultivo 22
: Trusal : 25
Salmosan 4
_ Mainstream 16
Quellén 8
0. mykss _ Reproductores 93
Cofradex (alevines) - 133
| Trout-lodge 266
S Sivertrout 1 168
| {
1
Huillinco ' Huillinco 20
Total | T 1013

- (1) Ei términe reproductores corresponde a I designacion establecida por ta empresa para.
animales separados con fines reproductivos. -

FIP 95 35: Caractenzacxon genet:ca hematologlca y qmmrca sangu:nea de
salmdnidos snlvestres y de cultivo. :
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 Tabla2. Parametros morfométricos de saimoénidos de cultivo. -

Longﬁud Total (cmj

% Peso cofporal (ke)

Especie/onigen N

3 x+de (minmax) . |x+d.e (min-max)
Salmo salar : !
(N-71) : o | :
Tecmar Grande 17 . 100,5+5.52 {92-112) 112.0+£185(94-15.8;
Tecmar Chico 14 93 324 80 (82-100) 63111 (63-11.0)
Mowi importado 35 | 94.1£3.53 (86-103) 19.1+1.18 (6.8-12.6)
Sunndelsora 5 103,02 .28(100-106) 12.7+0.79(11.2-13.3)
Oncorfivachus kisutch ’
(N-27) :
Aquacultivo 20 74.8+2.09 (70-78) . 5.6+0.58 (4.5-6.5)
Trusal 13 72.9+3 97 (65-79) . 5.0:20.90 (3.53-6.2)
Salmosan 5 71.04£3.63 (63-73) 4 720 80{3.4-5.6)
Mainstream 17 - | 69.0+3.24 (64-76) 14 3+0.76 (3.0-5.4)
Quellon 8 73.5x£3.08 (67-77) . 5.0£1.24(2.9-6.7)
Oncorinme s mvkiss i
(N-27)
Trout Lodge 27 243+1.73(21.28). 0.2+0.03 (0.1-0.3)

N= Tamaio de la muestra; x =d.e.: Promedio = desviacion estandar, min: minimo v mdx: mexin.

FIP 9535, Caracterizacion genética,
salmonidos silvestres y de cultivo..
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Tabla 3. Resumen del trabajo eléctroforético en Saimo salar..

Tampén Codigo Eﬁz:iina L Lom _ Alelos Comentario

Tris Borate  {3.4.11.1 Aminopeptidasa - AP-1- Monomorfica
pH 36 - - :
AP-2 Monomorfica
3111 |Esterasa ~ [EST-1___ 97.100.105 | Polimérfica
EST-2. Monomorfica
EST-3. Monomortica
1.1.1.37 | Malato " TMDH-1 Monomorfica
deshidrogenasa e
MDH-3-4 100,110 Polimorfica?*
1.15.1.1 Tetrazolnnm TO-1 _ _ Monomaorfica
Onxidasa ' Sl _
TO-2 Monomortfica
! .
27.5.1 Fosfoglucomutisa PGM-1. Monomorfica
: PGM-2 Monomorfica
Tns citrico, | — . Proteinas . PT-1 Monomorfica
pH 8.0 : musculares S
112  |Isocitrato [DH-1 Monomorfica
| deshidrogenasa o o
: DH-2 Monomarfica
4212 Fumarasa FH-1 Monomaorfica
1.1.1.8 a-Glicerotosfato a-GPDH-1 Monomdrfica
deshidrogenasa R
Poulik 3611 | Asparmtoamino | AAT-1. Monomérfica
pH87-82 - transferasa SRR '
Litio . 1.1.1.27 Lactato deshidrogenasa LDH—l Monomorfica
pH835

*La observacmn mlcml del alelo 110 no pudo repemse consxstentememe durante el estudio. La con-
dicién de polimorfico es dudosa por lo tanto. -

FIP 95-35: Caractenzacron genetlca hematologwa y gquimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo. o



- Tabla 4. Resumhen del trabajo electroforético en salmén coho.

.A.lelos .

Comentanos

Tampdén | Codigo f Enzima Loci

Litio 3111 Esterasa EST-1 | 100,105.97.95* |  Polimorfico
EST-3 Monomorfico
_ EST-4 Monomérfico
2751 Fofoglucomutasa PGM-1 Monomorfico
Poulik 2.6.1.1 | Lactato deshidrogenasa | LDH-1.° Monomorfico
N _ _ LDH-2 Monomorfico

3111 Esterasa .. EST-1. MR
1.1.1.37 | Malato deshidrogenasa | MDH3-4 Monomorfico

26.1.1 Aspartato amino | AAT SA

: transferasa . o

SDH MR
EM-1. ‘Monomérfico
L EM-2 Monomorfico

N 34.11.1 Aminopeptidasa AP MR
Hishdina 6PGDH-2 Monomorfico
_ . _ 6PGDH-2 Monomorfico
TC-6,9 1.1.1.27 | Lactato deshidrogenasa| LDH-1 Monomoérfico
' : LDH-2 Monomartfico
i.1.1 Fsterasa EST-1 100,103.97 Polimorfico
! EST-3 NMonomortico
EST+4 Monomortice
2.7.5.1 Fosfoglucomutasa PGM-1 Monomérfico
6PGDH-2 Monomorfico
6PGDH-2 Monomarfico

SDH . MR

%%%%?%é@%%%ﬁﬁ@f@%%%@%@%?ﬁ%%%#%%%%%@%@%3%?‘%'@?%'@?%%?Q%@@?’%@f@%

MR= Muaia reschucion

SA-= S acmvidad
* $9lo presente en una piscicultura en este buffer.
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“Tabla 4 Continacién, Resnmen del trabajo electroforético en salmén coho,

Aiélos

Tampon Codigo | Enzima Loci Comentanos
_TC-8 1.1.1.27 | Lactato deshidrogenasa LDH-1 Monomortico
LDH-2 Monomorfico
3.1.1.1 Esterasa EST-1 100,105 97 Polimaorfico
EST-3 Monomorfico
_ _ . ESTH Monomorfico
1.1.1.37 | Malato deshidrogenasa MDH 34 Monomorfico

2.6.1.1 | Asparato amino transferasa | ~ AAT ~SA
6PGDH-2 Monomortico
EM-1 Monomorfico

EM-2

G3PDH Polimorfico

MR=. Mala résolucién

SA= Sin actvidad

* Solo presente en una piscicultura en este buffer.
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Tabla 5. Resumien del trabajo electroforético en trucha arcoiris

C(’)digo

Loci® Alelos |

Comentaric

Tampon Enzima _

2 L1.L1 Deshidrogenasa alcoholica ADH-2 -90,100 | polimdrfico
3 2.6.1.1 Aspartato aminotransferasa | AAT monomérfico

1 I 311 Esterasa EST-1 94,100 pohimérfico

REN Esterasa-D ESTD 95,100 | polimérfico

1 [.1.1.40 {Enzima malica MEP-1 100,105 | polimorfico

L MEP2 _ |97.100 | polimérfico

2 15422 |Fosfoglucomutasa  |PGM-1 | 100,110 | polimérfico

3 1.1.1.44 | Fosfogluconato-3-fosfato PGM-2 90,95.100 | polimorfico

_ deshidrogenasa R o

1 { deshidrogenasa PGDH monomoeice
3 [53.19 | Glucosa-6-fosfato isomerasa | GPI monomérfico

1 1.1.1.42 | lsocitrato deshidrogenasa - | IDHP-3,4*| 100,110 | polimérfico
1 1.1.1.14 | L-iditol deshidrogenasa IDDH monomorfico
| 1.1.1.27 | L-lactato deshidrogenasa_ LDH monomortico

1 1.1.1.37 | Malato deshidrogenasa MDH-2 110, polimorfico

10090
MDH- 100,95.90 | polimértico
. : o L 34%

i L.15.0.1 | Superoxido dismutasa SQD-i* 1100115 | polimorfico

2 12532 |Xantina deshidrogenasa XDH | monomérfico
j ; L

L. Tris EDTA eitrato pH 7.1
2. Tris EDTA borato pH 8.6
3 Hidréxido de Litio-acido borico pH 8.0

(*) polirmortico solo en algunas poblaciones .

de vida libre.
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Tabla 6. Valores de frecuencias alélicas, heterocigosidad observada v heterocigosidad esperada para las especies
Salmo salar, Oncorfynchus kisutch y Oncorivrchus miykiss en las muestras de cultivo y de vida libre.

Especie Localidad/ Loci Alelos | Frecuencia | Ho He D
: Origen S e Alélica
S. salar Reproductores Est-1 100 0.823 .36 031 0.14
n=31 N 97 0.064
_ 105 - 0.113
Vida Libre
Dalcahue Est-1 100 1.000 0.00
n=730
O. kisutch | Cultivo
Polcura R _
Reproductores Est-1 100 0.682 0.55 0.44 0.22
n =22 {97 0.318
Smolt Est-1 100 | 0738 0.40 0.41 -0.03
n=4{ 97 y 1212
o5 0.050
Hormoptrén | Aquacultvo Est-1. | 105 : 0,053 (.25 0.36 -0.30
n =94 } 100 0.776 _ !
97 G.171
Osomo Aquacultivo Est-1 105. 0.03 041 45 -0.08
'n=22 100 0.75
97 - 0.20
Trusal Fst-1 105 0.040 0.16 0.34 -0.53%*
n=25 106 0.840
' 97 0.120
¢ Salmosan Est-1 100 0.875 0.25 (.46 -0.46
[n=4 97 0.125 ! ;

FIP 95- 35 Caractenzac:lon genetlca hematologlca y quimica sanguinea de
- salmonidos silvestres y de cultivo..
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Tabla 6 (Cont.). Valores de frecuencias alélicas, heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada para las
especies Salmo salar, Oncorfynchus kisutch y Oncorhynchus mvkiss en las muestras de cultivo y de vida libre

Frecuencia

Especie Loci Alelos Ho He D
_|Ongen . L | Alélica
Mainstream Est-1 1100 0.650 031 0.43 -0.28
n=16 97 0.350
Queilon Est-1 |105 0.375 038 {029 057
n=3 100 0.562
97 0.063
Vida Libre Est-1 | 105 0.010 028 |0.18 -0.03
Dalcahue 100 0.748
n=299 97 0.242
. mvkiss Cuitivo
Polcura o
Reproductores Est-1 [ 103 0.018 (.55 017 2.23
n=28 100 0.893
97 0.179
n=19 Pem-2 | 100 0.789 032 034 075
03 0211
n=46 Mdh-2 | 110 0.7%6 043|034 0.28
100 0.178
90 0.036
| Alevines
Cofradex Pom-2 | 100 0.702 0.44 1042 0.05
=52 95 0.298
n =81 Mdh-2 | 110 0.468 0.52 1050 0.03
- 100 0.531
%) 0.001

FIP 95-35: Caracterizacion genéticé‘ hématolc')'gicé y qui’mica sangui'hea de
salménidos silvestres y de cultivo.
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Tabla 6 (Cont.). Valores de frecuencias alélicas, heterocigosidad observada v heterocigosidad esperada para las
especies Salmo salar, Oncorhvnchus kisuich y Oncorfynchus mykiss en las muestras de cultivo y de vida libre

Especie Localidad/ Loci | Alelos .  Frecuencia Ho He D
- Origen : : |- Alélica _
Trout-lodge | Pgm- | 100 0.932 0.14 0.13 0.07
n=117 95 0.068
i n= 149 Mdh-2 | 110 0.181 0.36 046 022
i 100 0.736
% [0.08]
Silvettrout | Pem 100 | 0.820 0.36 030 021
n=61 | 95 0.180
n=107 Mdh-2 | 110 0332 045 0.50 -0.09
100 0.626
%0 0.042
Hullinco Est-1 | 100 0.625 5.50 047 0.06
n=20 IRE: 037
Mdh2 110 | 0650 0.70 051 037
Ty 0.225
90 0125
Vida Libre = | |
Lago Chapo | Est-1 | 100 0786 043 024 0.26
n=20 197 0214
Pem | 100 (.620 014 3 0.10
95 0071
Mdh-2 | 110 0.600. 70,80 0.54 0.48
100 0.100
90 0300

FIP 95-35: Caractenzacxon genettca hemato}ogxca y quimica sanguinea de
- salmonidos silvestres y de cultivo.
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Tabla7. Valores de frecuencias alélicas; hetf':r:dcigos.idéd observada para Oncorhynchus |

mykiss silvestres, :
LOCALIDADY LOCI ALELOS | FREC. ALELICAS
~ ORIGEN. - B g
Huillin n = 103 Adh-2 100 0.951
: 00 0.049
Est-1 100 1.000
94 0.000
Est-D 100 0.874
_ - 0§ 0.126
Idh-3,4 110 0.000
100 0.743
90 0.257
Mdh-3,4 100 0.699
- 95 0.228
50 0.073
Mep-1 105 - 0.000
100 1.000
Mep-2 - 100 0.820
} 97 0.180
Pemn-| 110 0.000
_ 100 0.006
Pem-2 100 0.850
95 0.i31
%0 0010
Sod-1 115 - 0374
100 0.626
Pescaderon=13 |  Adh-2 100 LoD
90 0.000
Est-1 100 0.962
Est-D 100 1.004
95 0.000
94 0.038
Idh-3.4 110 0.000
100 0.846
o0 0.154

FIP 95-35. Caracterizacion genética,

salmoénidos silvestres y de cultive.

'hematoiégica y quimica sangquinea de



%@@ﬁ%%?@@@ﬁ@%%%%ﬁ%%%@5@"%@@?@'@@ﬁ%%ﬁ?%%%%%ﬁ@%3%%.@_?@%%-@@%&

Tabla 7 (Cont.).~ Valores de frecuencias al

élicas, heterocigosidad observada para: Oncorhynchus' ;

o .. mykiss silvestres.
LOCALIDAD/ LOCI ALELOS | FREC. ALELICAS
ORIGEN .- o o
Mdh-3 4 100 0577
05 - 0.231
90 0192
Mep-1 105 “0.000
100 1.000
Mep-2 100 1.000
_ 97 0.000
Pgm-1 110 0.000
100 0.000
Pam-2 100 0.846
95 0.154
90 0.000
Sod-1 115 0.346
100 0.654
Pilmaiquen =33 Adh-2 100 0773
90 . 0227
Est-1 100 1.000
T £.000
Est-D 100 0.924
03 0.076
1dh-3.4 10 0.212
100 0.864
90 0.015
Mdh-3,4 100 0.636
95 - 0.364
90 0.000
Mep-1 105 0.985
100 0.015 .
Mep-2 100 0.985
97 0.015
Pem-1 110 0.030
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Tabla 7 (Corit.). Valores de frecuencias alélicas, heterocigosidad observada para Oncorhynchus mykiss silvestres.

LOCALIDADY/ LOCI ALELOS | FREC. ALELICAS
_ ORIGEN : _ o
Pegm-1 100 0.970
Pgm-2 100 0.712
95 0.167
R 0121
Sod-1 115 0.106
100 0.874

FiP_ 95- 35 Carac;tenzacmn genetlca hemato!oglca y guimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo. .
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- Tabla 8. Test de homogeneidad para fas frecuencias alélicas de las diferentes stocks de cultivo comparadas.

Especie Loci 5 G

Coho EST-1 | 53,365

Trucha PGM-1 32,088
MDH-2 105331

FIP 95-35. Caracterizacion génética, hématolégic:a_ y quimica 'sanguinea de
. salmdnidos silvestres y de cultivo. .
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Tabla 9. Prieba de heterogeneidad para frecuencias alel'icés'entre muestras
y valores Fgr para 10 loct polnnorﬁc:os en trucha’ arcolm de vida

hbre
Locus X2 G.L. Fyq P
~ Mdh-3.4 14.929 4 0.025 *
Mep-1 3.527 2 0.010 s
Mep-2 16.315 2 0.109 o
Idh-3.4 44527 4 0.051 *Hk
Sod-1 16.843 2 - 0.072 e
Pem-1 - 7.073 2 0.020 ¥
Ppm-2 21282 4 0,023 *xk
Est-1 - 10.497 2 0.025 |
~ EstD 4673 2 0.043 n.s.
~ Adh-2 23.385 2 0.114 xxt
G.L.=Grados de libertad
*=:D() (01, **P<0.01,*P<0.05

Fo=Gst

FiP 95 35 Caractenzacnon genet[ca hematolog;ca y qmmlca sangumea de
-saimonidos su[vestres y de cultlvo
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ANEXO 2 (TABLAS)
PARAMETROS SANGUINEOS

- FIP 85-35: 'Cérécteﬁzacién”genética,' 'hém'atolégica”y' quimica san'guineé de

salmonidos silvestres y de cultivo. -
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O kisutch y Q. Mykiss en los estadas de alevin juvenil smolt y reproductores.
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Tabla 1: Valores promedio de los p‘arzimetrbs 'quinﬁto:sanguineos para stock de cultivo de Salmo salar,

Alevines

Smc.a.]t

Juveniles

=

Especie _ " Parametro _ n nf Reproductores
Glucosa {mg/dl) - 12] 395+11,9 |24} 183622204 | 15] 76,02£27.94 | 30| 101,024 150
Urea (mg/dl) 6 61+29 [20{ 99=%18 |[17| 1402+£228 [30] 127+25
Creatinina (mg/dl) -~ ond- |23 053%029 [17| 052002 [30( 082+037
-~ [P totales (g/D nd 26| 43.5%7.05 [17} 5085=642 |30 51,8%72
Salmo salar |Albimina (g/1) 7 8022057 |27 135£3.04 {17} 2919501 {30 - 129+24
GOT (UM - 15 50 & 25 30| 135£53 15} 6486+ 1458 |30) 11611
GPT (UM 15 385, 6 - 814 15{ 9,27+896 |30 17410
Lipidos tot.(mg/dl) | 9 |127,51 46,46 15| 311,7x67,5 | 17] 523,7+161,6 | 27| 3474+ 426
Calcio {mg/dL} nd 200 10410 |17 123+12 [27] 146£15
Fosforo (mg/dL.) - nd 13] 14,1£38 17 13124 (17 159+35
Parametro n Alewvines n Smolt 0 Juveniles n | Reproductores
Glucosa (mg/dl) 39} 829427 [26]150,23=41,19)25] 745+13.6 |33]9506=2017
Urea (mg/dl) 18] 146=18 (29| 1794287 [30] 10515 [35] 17.9+43
Creatinina (mg/dl) oond |21} o56+06 11| 034007 |14] 191209
o . [P totales (g/) 390 421262 |[30{3883£10187 21| 41833 [32] 376+68
O kisutch |Albumina (g} 371 101=19 |27] 1876+553 [23] 94+21  [31] 1962£321
GOT (U 20 158=45 |30]129.00+13.81] 28 113+35 | 31]140,090+2201
GPT (U/) 18 20£13 271 21664680 |17 35+16. |31 23.67+182
Lipidos tot.(mg/dly ] 18] 2715669 |24} 2456243 121] 39733539 |24 22124389
Calcio (mg/dL) 13)..89+19 24| 83517 28] 79+18 [|20] 83=20
Fosforo (mg/dl.) o 166+40 Jre| 1613 LSy o1zox31 Jle| 157x28
Parametro n Alevines n . Smaolt n Juveniles n | Reproductores
Glucosa (mg/dl) 15] 674479 [27] 1391182 | 18] 761+81 [32] 259+137
Urea (mg/di) - 15 127+48 [30] . 8913 |30 114203 {23( 901+185
Creatinina (mg/dl) ‘nd 30 098%0.34 21 0,702 32 0,17 £0,5
: - [P totales (g/1) IS} 283+126 {24f 484&351 [23] 483+55 [|32] 368119
O.mykiss |Albumina (g/) 15 106+43 (251 11814 (25 134=17 |32] 239=78
|GoT (um 14 67 + 14 301 9118 30 101235 {30 T
GPT (U/) 14 20+ 5 30] 724218 30 11+10 30 26+ 9
Lipidos tot.(mg/dl) | 13] 2305+846 [10] 34252347 |23 4905+53,8 |32 21534168
Calcio (mg/dLy |27 73217 |27 73=17 |24 102216 |27 835=19
Fosforo(mg/dl) | 6 | 92=21 [18] 85+19 |t6] 152434 |27} 100+44

FIP 95 35 Caracter:zacuon genetlca hematologica y quimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultlvo
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Tabla 2: Vaiores promedio de los parametros 'hematblégicos para stock de cultivo de Salmo salar, O.kisutch y O.
Mykiss en los estados de alevin juvenil smolt y reproductores :

Juveniles

- Especie |Parametro Alevines Smolt Reproductares
Hto(%%6) 25 1+5.2 43 =51 15 43.1+24 42 +39
Saimo salar [Hb(g/dl) 43209 73212 {17 103+£195 7808
Rrojos 561786 + 160067 503730+ 100475) 171805411 £231153 734630 = 132860
R.Blancos 39571 £ 12679 8406 £ 2906 - §15) 30293 £ 10741 15796 £ 4412
Parametro Alevines Smolt n Juveniles Reproductores
Hto(%) 372+4.0 3046 =361 (30| 407+53 341 3464+35
. Kisutch |Hb{g/d) 7,55+ 0,85 504073 30 7.0£1,14 26 5,04+ 0,08
R.rojos 822308 £ 258001 295588 = 158200| 15753333 = 143685} 30 | 868500 + 164829
R Blancos 12192 £ 6069 - 2298 £1934 150 1413345783 {30} 10166+ 4567
Parametro Alevines Smolt n Juveniles i | Reproductores
- Htol%a) 255+45 42+ 55 30 4324306 32 48+ 10,6
O.mykiss  [Hb(g/dl) 50£1,7 68+ 1.9 30 7.6+ 09 31 11,522
R.rojos 657848 + 87428 308448 = 93800 [ 20 [ 578966 £ 132506 )30 1262267200159
R.Blancos 7834 £ 2870 113623243 |29] 12845 +£4398 28] 20830+ 13884
Hto = Hematocrito
Hb = Hemoglobina -
R Rojos- = Recuento de Gicbulos | rojOs {Ce]ulasfmm )
R.Blancos . -

= Recuento de (Globulos Blancos (Células/ )

FiP 95 35 Caractenzamon genet:ca hemato!ogsca y qwmlca sanguinea de
salmomdos silvestres y de cu]tzvo
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Tabla 3: Formula lencocitaria para stock de cultwo de Saimo’ ca!ar O kisuth y O.mykiss en los estados de alevin

smoit, juveml y reproductor.

Especie

Linfocitos

Monocitos

H.inmaduros

Estado‘ n | H.maduros Blastos
. Alevines 12] o94=s5 - P+l 444 141 -
S. salar Smolt 24| 6229 6£3 . 2450 7=4 11
- Juveniles 20| 88=+3 34-1' 4472 4+2 1= 1
Reproduc. 303 7316 3=l 21+8 22 1=1
Estado n Linfocitos Monocxtus H.maduros | H.nmaduros Blastos
Alevines 30 G} £5 . 11 T 6%3 = 1£1
O.kisutch Smolt 271 . 8T+d 2+ 1 742 241 2+
Juveniles 30 87+7 2l 9&5 T+1 141
Reproduc. 33 1711 2+1 682 11 12£6 RER
Estado n Linfocitos Monocnos H.maduros | H.nmaduros Blastos
Alevines 20 0+6 43 53 1£1 1+1
O. mykiss, Smolt 30 G145 1=1 61 11 S
Tuveniles 29 84+ 7 2x1- 1386 1+2 13
Reproduc. 33 SE6 - [IEN 76+ 18 1711 -
H.maduros . = Hetérofilos maduros
H inmaduros = Heterofilos inmadros

FiP 9'5-35':' 'Car'acteﬁzacién ge'nética, hémat.o{égica “y quimi’ca - sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo.



Tabla 4: Valores bro:ﬁedio de los parametros quimico sanguirieos para stock silvestre
© Q.kisuth y (. mykiss de agua dulce (lago Chapo) y agua deé mar {Dalca.hue)
- Peso Promedlo =700 g,

de Salmo salar,

Especiw

-_3%éﬁ%:‘jﬁ3?@?@%%‘?@%@@%%%@Q%%@%@%%%%?ﬁ?@%%%*ﬁ%@%%%%%-@@#@%%@@Q

Parametro i § Saimo salar |'n . kisuich n | Cmvkiss(a.d.}| a { O.mykiss{a.m.)
Glucosa (mg/dl) 11]66.42 £ 17,781 76| 86,76 £ 27,30} 7 |113,97 £.19,37] 3 | 154,53 + 57.27
Urea (mg/dl) ol gox22 78] 112+32 |7]| 717064 |3 13,34 3.6
Creatinina (mg/dl) {11| 006013 (66] 019023 [ 7] 0.465£053 (3] 0242021
P.totales (g/h) 11] 48.50+9.14 | 76| 44990353 | 7] 5140724 | 5| 3407+057
Albumina (g/1)- 11] 1445109 [76] 13852397 | 7] 13404320 {3 ] 1847114
GOT (UN) 1|l 13 +sz 176] 0 8938 7 102£40 |3 128 £65
GPT (UN) | 11 19+12 |76 17+ 10 7 20 13 3 16=11
Lipidos tot.(mg/dl) | 9 | 282,8 64,0 |42| 2454610 1 7 [3955£1343] 3 [ 4363 %825
Calcio (mg/dl) of 124+14 |71 131217 |6) 1L,7£15 |3 13,413
Féstoro (me/dl) - 4| 162+438 |28] 17,5235 {5 12,7£23 |2 16,6+ 4.3
a.d. = agua dulce
am. - = agua de mar
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FiP  95- 35 Caractenzacmn genetlca hematologlca y qmmlca sanguinea de
salmonidos silvestres y de cuitlvo
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Tabla 5:Valores promedio de los parametros hematolégicos'-.para stock silvestres de

2000032005890 0000 305D D S0U0DIBRIHDIBVIDEBINSIBIBDED

S.salar, O.kisuich y O.mykiss de agua duice (Lago Chapo) y Agua de mar (Dalcahue)

Especies -

Parametro | n Salmo salar i O, kisutch | o | O.mvkisstad) | o} O.mykissia.m.)
Hto(%) | it] 51,09+=1034 |76 51,62 = 8,98 7 44 14 =771 3 53721
Hb(g/dl) il 78s=z22 76| 837+315 | 7| as4x188 [3]| 973117
R.rojos 111843214 = 309184| 76| 834051 = 2964533 77 |827194 £ 265212| 3 | 55803 £ 371915
R.Blancos 1] 11286+ 5473 |76] 129236457 | 7| 10869 +£35229 | 3 | 8049 = 3983
Hto - = Hematocrito

~ Hb. = Hemoglobma :
R Rojos - - = Recuento de Globulos ro;os { Ce[uias/mm )
R Blancos = Recuenta de Globulos Blancos (Celulas:’mm )
ad. = agua dulce

Cam - = agua de mar

FIP - 95 35 Caractenzacuon genetlca hematologma y quimica sangumea de

salménidos silvestres y de cu[tlvo
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* Tabla 6: Formula leucocitaria para stock silvestres de Salmo salar, 0. kisutch
y ().mikiss de agua de mar (Dalcahue) en estado juvenil, -

H.maduaro

H.inmaduro

Blastos

Eépecie n Linfocitos Monociios
o |Ssatar 11 62+ 15 2+1 3214 3472 1+1
| Qlkisuich 76 61+ 14 3£2 31+24 4+3 1x1
O.mykiss(am) { 3 86+ 11 EN IREE I 232 11
am = gyua de mar
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FiP 95-'35: 'Car'act'erizacién 'genética,_ hematolégica y quimica 'sangu'l’héa de
salmodnidos silvestres y de cuitivo.
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“Tabla7: Comparacion de parametros :qu'imicc'sanguinéo's entre stocks silvestres y stocks de cultivo
de S. Salar, O. Kisutch y O. Mykiss en estado juvenil (stock silvestres: Dalcahue; stock de cultivo: Rio

Cudeo). : .
|
|
) Saimo satar  Oncorhyvnchus kisulch Oncnr!r_mcirﬁ mykiss
Parametro n Cultivo n | Vida Libre . n Culbivo n Vida Libre n}| Cultive |n] VidaLibre
Glucosa gmgrdl) | 157602 £27,94| 11| 66,42 +£17,78{ 25 74.5+£136-176( 8676 £2730 |18 76,1 % B |5 1543315727
Urea (mg/dl) 7 14022228 9| Bo£22* 30| 103215 |78 112+£32 30 11,4£203 )3 13336
Creatinina tmg/dl) | 171 0.5£002 |11 0.06£0,13* [11] 032007 p66]  019£023 2| 0702 |3} 024021
Protles (@) J17] 3085642 114 4859914 21| 418233 % $4.99£933 23] 483 %35 |3 ) 34072957
Albamina (g/h 17§29,19£ 500 111 14456195 |23 9,4:2_1‘. 6] 1385397 25| 134 L1753 1847114
GOT (U 15)164.86 £ 14,387 11 1132352 J28(- 11333 76 86 =38 0] I0IE35 |3 128 £65
GPT (UM 15] 9,27£89%6 | 11 w12+ 17| 3sEler |76 1710 O n£e |3 16+ 11
Liptdos tolgme/dDy | 17 |523.7 £ 161,6] 9 | 2828 64,0 | 21 | 3973 £ 53,97 | 42 24542610 2304905 £ 338 3 | 4363826
Calelo (mgrdl) | 17] 123+12 {9 2ax14 |28 7918 |7t 13 +1.7 Ml 1W0ixl6 |3 134+13
Fosforo (mp/dD | 17] 13.0%24 {4 ] 162£48 |13 129%£31 |28 17.3%35 lo] 13,2434 |2 166443

* 5 << 0,05

- FIP 9'5-35:'"Céracterizacic'n'h gené't.ica,' hematoiégicé y quimica sanguihea de
saimonidos silvestres y de cuitivo.. S '

DDV EHOBPDIVPD92290985090890255938883950209895903039




" Tabla 8: Comparacion de parametros hematologlcos entre stock de cultlvo y stock de

vida libre de S. salar y O. mykiss en estado juveml (stock sﬂvestres Dalcahu::,, stocks
de cultivo; Rio Cudeo)
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Salmo Sa.f.ar

Oncorhvrchus kiswich

Oncarmmchus mykiss

%@}ﬁﬁ??éﬁ@%ﬁ&ﬁ%%@&%ﬁ%@%%%@%ﬁ%%?%ﬁ%&%%%3%%%%%?i%%.&%%ﬁiﬁ%%%

Parametro | n Cultiva n Vida [ibre n | Culuve n Vida Libre n Cultive n Vida Libre
Hie(%o) 15)  43,1+£2,4*% 1] s51,09=1034 [30f - 40.7£33* T4 . 31,62 +898 30 43,243 6% 3 53 4+721
Hivg/dl} 171 103+195% {11} 785222 30 : 70+1.14 76| 837315 30 T.6+£09* 3 973+ 1,17
R.rojos 17180541133 11534 11| 843214 2309184 | 15| 753333 & 143685 | 76 | 834051 7206453 | 20| $78066 £ 132306 | 3 [35803 £ 371915},
R Blanees | 15 §30293 2 10741*] i1 11286 & 3473 151 14133 £3783 1761 129236457 120 12843 4598 3 2049 £ 3988

Hto = Hematocrito

Hb - = Hemoglobina

R.Rojos = Recuento de Globulos tajos {Celu]asfmm ) _
R Blancos = Recuenta de Globulos Blancos (Celulas/mm )
* p << 0,05 . S

FlP 95- 35 Caractenzac:lon genetlca hematologlca y quimica sangumea de

aalmaAnidne silvestras v de r-ulhun




' Tabla 9: Formula leucocitaria para stock de cultivo y stock de vida libre de S.salar, O. kisutch.

v O. mykiss en estado juvenil (stock silvestres: Dalcahue;stock de cultivo: Rio Cude)
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Linfocitos

H.inmaduro

Blastos

Especies |Estado ~ Mongcitos | - H.madure

S.salar Cultivo 62 = 15* 251 - 32+ 14 % 3x2 1+1
Vida libre B £ 5 31 S 4x2 452 141
 |Estado Linfocitos Monocitos | Hmaduro | H.inmaduro Blastos
O.kisutch ~ {Cultivo 61 + 14% 32 31247 43 L+
Vida libre 877 o 2E1 95 1+t 141
Estado Linfocitos. Monocitos H.maduro H.inmaduro Biastds
O.mykiss Cultivo 84+ 7 2+ 1 136 [+2 {+3
Vida libre 86+ 11 T£1 - 11+£9 222 141

*p << 0,05

-@%-3?#5%3?#?%?-@@3%%%%%#%}%%%%%3?%?%%%%?%%%3%%%%%3@.%3%%@%%

FIP 9.5-35:.Cérab.tefizacién”genét'icé,. hematolégica y quimica' sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo o
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" Tabla 10: Cb]ﬁparacién entre macho y hembra de los parametros hematologicos y quimico
sanguineos para O. kisutch, del stock dé cultivo (estado de reproductores).

Parametro n Hembras n Machos
Glucosa (mg/dl) 13 1816 £ 673 18 150,9 + 89.0
Albamina (g/1) 15 ] 282=120% | 18 185+7,1
P. Totales (g/1) I5 1 479+ 124% 18 334+ 166
Urea (mg/dl} 151 191+3,6° 18 19343
GOT (U 15 |7 1313x155 18 | 139,9+232
GPT (UM LI5S 18,5463 | 16| 264+ 146
Lipidos Tot. (mg/dl) { 15 |~ 2352676 | 16 | 2334+1066
Creatinina (mg/dl) 13 | 0306 13 22+ 1.6
Fosforo (mg/dl) 10 | 154%£32 6 16,2+ 1,7
Hemoglobina (g/dl) | 15 7.0+0,7 18 79411
Hematocrito (%) 15 17 382=x2, 8 E 18 | 407+£56
. . I
*p<< 0,05

Tabla ' 11:Comparacion entre macho v hembra de los parametros hermatoldgicos v quimico
sanguineos para O.mykiss,; del stock de cultivo (estado de reproductores).

Parametro n | Hembras no| Machos

Glucosa (mg/dl) 13 310,0= 1340 | 15| 2035£1253
Albumina (g/1) 30 21893 15 | 266+54
P. Totales (g/1) 13 366=13,7 [ 15] 39695
Urea (mg/dl). 13 | 85x41 15 10,6 =435
GOT (UM 16| 772+£82° | 16 774+£92
GPT (U/N) 14 200176 | 16 23,4+91
Lipidos Tot. (mg/dl) | 13 | 2343=1069 | 15 | 3055+ 94 4%
Fosforo (mg/dl} 14 6719 | 135 13,6 =35
Hemoglobina (g/dl) { 15 | = 129+14 | 15 110+1,1
Hematocrito (%) 153 4104104 ! 15| 3563+64%
*p<< 005

FIP 95-35 Caractenzac:on genetica, hematologlca Y quimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo .
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© Tablal2:

quimico sanguineos para O.mykiss, para el estado smolt (stock de cultivo).

Hembras B

58
Comparacion entre macho v hembra de los parametros hematoldgicos y quimico
. sanguineos para Salmo salar, para el estado smolt (stock de cultivo).
Parametro l n Hembras n Machos
Glucosa (mg/dl) | 12 | 2089+458 | 14 | 18944542
Albimina (g/1) 12 16269 14 150£95
P. Totales (g/ 12 53,0+350 |14 475 +343
Urea (mg/dl) - 12| 105+47 14 10640
GOT (U/) 12 | 1402+508. | 14 123.3+253.
GPT (U1y 10§  60£37 1 24%£272
Lipidos Tot- (mg/dl) | 9 | 329.1= 88,2 8§ | 3152+105,6
Creatinina (mg/dl) 10 04+04 13 0,4=0,3
Calcio (mg/dl) 9 102+£1,0 8 10,6+ 0,8
Fosforo {mg/dl} 5 16,7+ 2,1 15 12936
Hemoglobina (g/dl) 7 S 7.4+05 13 74+14
Hematocrito (%) 12 46128 | 15 42149
¥p<<0,05 o
Tabla'13: - Comparacion entre macho v hembra de los parametros hematologicos y

~ salmonidos silvestres y de cultivo .

Parametro n n fMachos
Glucosa (mg/dl) 13 | 1369=174 | 15 1611840
Albamina (g/) 13 113224 |15 [14£16
P. Totales (g/1) 13 477+ 106 15 47.6 = 10,1
Urea (mg/dl) 13 88+ 13 15 gn+&14
GOT (UM 13 932192 15 63,7 +£17.5
GPT (U/) 12 27.8+6.1 14 308x54-
Lipidos Tot. (mg/dl) | 13 31954 +858 15 3661+ 79,3
Creatinina (mg/dl) | 13 09+03 15 1,0+03
Calcio (mg7dly | 13 73+£25 14 6,212
Fasforo (mg/dl) 7 . 8723 8 8413
Hemoglobina (g/dl) | 13 L 72+038 15 65+12
Hematocrito (%) 13 ) 43,032 15 42170
* p << 0,05

" FIP 95-35: Caracterizacién genética, hematologica y quimica sanguinea de
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Tabla 14; Cbniparaciéh' entre macho v hembra de los'parzimet'ros hem'atolégicos y quimico
sanguineos para (). Kisutch de stock de vida libre (Dalcahue).

Parametro - Hembras. n Machos

Glucosa (mg/dl) 33 895+254 | 39 84,0 +29 4
Albumina (g/1) 33 148+34  1-39 13,1+472
P. Totales (g/1) 33 46,0+ 104 | 39 432104
Urea (mg/dl) 34 10529 37 11,733
GOT (UM 32 872+ 352 31 889+ 378
GPT (UM 33 17,4+ 10,2 | 37 17.2+10.8
Lipidos Tot. (mg/dl) | 20 2443 + 445 21 2341+ 70,4
Calcio (mg/dl) 34 133418 | 37 12920
Fosforo (mg/dl) 14 18,1+3,5" 14 174+36
Hemoglobina (g/dl) | 33 8527 33 85+33
Hematocrito (%) 33 524+89 33 51,5£ 84

* p << 0,03

Tabla 15:Comparacion eritre macho v hembra de los pardmetros hematoldgicos y quimico

sanguineos para Saimo salar de stock de vida libre (Dalcahue}.

| Parametro n Hembras n Machos .
Glucosa (mg/dl) 7 60.0 % 12,3 2 93,1 + 7,47
Albamina (g/1) 7 148+21 | 2 15,5+ 0.1
P. Totales (g1) 7 462+ 50 2 60,0 = 18.5%
Urea (mg/d!) 71 95+£20° 2 7.0=03
Lipidos Tot. (mg/dl) | 6 2452+ 342
Calcto (mg/dl) | 7 124=x14 2 124+£08
Fosforo (mg/dl) . 5 163 =34 1 11,2+ 0,4*
Hemoglobina (g/dl) | 7 86+19 2 55+ 18
Hematocrito (%) 7 536+81 2 450+ 113

*p<<005

FIP 95.35: Caracterizacion genética, hematologica y quimica sanguinea de
salmonidos silvestres y de cultivo '
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‘Tabla 16; Comjjaracién' entre macho y hembra de los parametros hematologicos v quirtico
sanguineos para O.mykiss, de stock de vida libre (Lago Chapo).

Hé.r.nbras”" Machoé; |

Pardmetro _ n n

Glucosa (mg/dl) 4 1443442 | 5 110,6 £21.7
Albumina (g/1) 4 168+29 |5 13,5+ 3.8%
P. Totales (/1) 4 416227 | 5 51,680
Urea(mg/idl) | 4 | 11639 |5 73+05%
Lipidos Tot. (mg/dl) | 4. | 4363826 1 5 | 57151324
Creatinina (mg/dl) | 4 0302 |5 0,7+06
Calcio (mg/di) 4 12617 |5 1L6+1,7
Fasforo (mg/dl) - 3 143 +4,1 4 13416
Hemoglobina (g/dl) | 4 129 | 5 47£22%
Hematocrito {%o) 4 482+97 |5 46475

* p < 0,05

FIP 95-35: Caracterizacion 'g'enética',' hemat'olégica y quimi'ca sanguinea de
salmoénidos silvestres y de cultivo '




