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Variables hematolégicas y bioquimicas en la trucha
arcoiris, relacionadas con la condicion hepitica
y la edad

Hilda Bastardo'", Cecilia Scorza® y Sara Sofia’

RESUMEN

Se estudio la condicion hepatica y algunas caracteristicas hematoldgicas v
bioquimicas de truchas arcoiris de diferentes edades. Se utilizaron 30
ejemplares de cada grupo de edad (13, 20, 28, 31, 37, 44, 48, 55, 64 y 73
meses) del plantel de reproductores del Campo La Mucuy, ubicada en el
Parque Nacional Sierra Nevada, en el estado Mérida, Venczuela. Sc
determind peso corporal y peso del higado para estimar el Indice
Hepatosomatico (IHS). La condiciéon hepdtica (CH) macroscépica se
establecid haciendo referencia a un higado aparentemente sano. Las muestras
para histologia fueron colocadas en formol a los 10%, procesadas en parafina
y coloreadas en hematoxilina-cosina. Se tomaron muestras de sangre para
determinar hemoglobina, hematocrito y aminotransferasas, en sus dos
formas: aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa. El THS de las
truchas con tumores (P<0,05) fue significativamente mas alto que aquellas
con higado aparentemente normal, coloracién anormal y manchas, perc en
estas ultimas no hubo diferencias significativas. La CH macroscopica de las
truchas con edades entre 13 y 20 meses fue 100% normal. En ese mismo
grupo el estudio histolégico reportd un 3,3% de hepatocarcinoma en
ejemplares de 20 meses de edad. A partir de esta edad la normalidad
descendié alcanzando valores mads bajos en las edades entre 55 y 73 meses.
Se encontré una relacion positiva con r'= 0,499 (P<0,05) entre la CH y la
edad. El hematocrito de las truchas con tumores y manchas fue
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significativamente menor (P<0,05) que las truchas normales y con color
anormal; a partir de los 28 meses de edad disminuyé alcanzando su minimo
v_alqr a los 73 meses. Mientras que los valores de hemoglogina fueron
similares al relacionarlos con la CH, las truchas de 73 meses presentaron un
valor de hemoglobina significativamente menor que todos los demés grupos
Se encontraron diferencias significativas entre las aminotransferasas de laé
truch.as con higado ngrmal y las que presentaron manchas Yy tumores. La

Palabras _clave: Trucha, hematocrito, hemoglobina, aminotransferasas
hepatocarcinoma. ,

Hematological and biochemical variables in the rainbow trout, on
relation with hepatic condition and age

SUMMARY

This research was carried out in the National Park Sierra Nevada in Mérida
Yenezue}a. The objective was to study the hepatic condition and somé
biochemical apd hematology variables of rainbow trout of different age
There were utilized 300 animals of 13 to 73 months of age, was establish texi
lots of each ages. Was determined body weight and liver weight for to esteem
hepgtosomaﬂc index. The macroscopic condition hepatic was established
making reference to healthy liver, any different form was considered
abnormal. _ Samples of blood were taken to determine haematocrit
haemoglobin  and aminotransferase (aspartate  and alanine) Thé
hepatosomatic index of the trout with liver tumors was significantly 'greater
han ‘ t.he normal liver, abnormal coloration and spot. The macroscopic
;ondition hepgﬁc of the rainbow trout between 13 and 20 months old was
lormal. The histology study reports 3.3% hepatic carcinoma in the twenty
nonths old group. From this age to forward the values were falling with the
owest valuqs ‘between the ages of 55 to 73 months. The relation between
iepatic condition and the age indicated positive a lineal relationship with r’=
[,49? (P<0.05). Rainbow trout haematocrit with tumors and spot were
1gmﬁcaptly lower than the normal liver and abnormal coloration. From
wenty e_:lgl}t months old it was to go down to the trout of 73 months old. The
aemoglobin was similar in all condition hepatic, but haemoglobin of the
‘out of 73 months old presented valor significantly lower than the others
roup. The aminotransferase of trout with normal liver was significantly
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greater than trout with spot and tumors. The enzymatic activity of alanine and
aspartate aminotransferase was higher in the male than in the female.

Kevwords: Trout. hematocrit, hemoglobin, aminotransferase, carcinoma
hepatic.

INTRODUCCION

La presencia de micotoxinas en el alimento destinado para el
consumo de las truchas puede originar hepatomas, ocasionados por
contaminacion con aflatoxinas, metabolitos téxicos producidos por
Aspergilus sp. Entre las aflatoxinas mas comunes destacan la B1, B2, G1,
G2, M1 y M2. siendo la Bl la mas fuertemente implicada en el riesgo de
contracr cancer (Barrios-Cisnero. 1995). En los Estados Unidos,
cspecialmente en la zona sudeste. esta ultima constituyé una de las
micotoxinas de mayor importancia en la alimentacion animal, por las
propiedades carcinogénicas de su toxico y por su frecuente apariciéon. La
legislacion estadounidense sobre piensos, sefiala que los productos de maiz y
mani no pueden contener mas de 20 ppm de aflatoxinas (Lovell, 1992). Los
dafios que causan las micotoxinas ha motivado la union entre los gobiernos,
los cientificos y los manufacturadores de productos alimenticios para
detectar. reducir y eliminar las aflatoxinas que son encontradas en estos
productos. es asi como Brekke et al. (1977) utilizando amonio logré bajar la
contaminacion del maiz de 180 ng aflatoxina/kg a niveles no detectables, en
12 dias.

Las micotoxinas se originan en el moho de determinados productos
alimenticios, antes de su recoleccion o durante el periodo de almacenamiento
(Tacon, 1995). Los productos alimenticios especialmente sensibles a
contaminarse son la harina de semilla de algodén, la harina de mani, la harina
de copra, los productos del maiz y en menor grado el arroz, la cebada, el
sorgo, la avena, el girasol, la soya y la yuca (Hendricks y Bailey, 1989).

Sinnhuber et al. (1978) sefialan que la trucha arcoiris ha sido
particularmente util en el estudio de la carcinogénesis hepatica, debido a su
sensibilidad a la aflatoxina Bl (AFBI1). La alimentacién con una
concentracion baja de aflatoxina B1, durante un periodo prolongado, causa
tumores hepaticos en trucha arcoiris (Lovell, 1992).

En Venezuela. s¢ ha informado la presencia de hepatomas y
hepatocarcinomas en truchas adultas. El primer registro cientifico sobre este
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problema fue presentado por Coché et. al. (1985), quienes informan que mas
del 50% de los reproductores de trucha mantenidos en el Campo La Mucuy
(Mérida, Venezuela) presentaban hepatomas. Coché y Bastardo (1991)
sefialan que el indice hepatosomatico de ejemplares de truchas con
hepatomas es mayor que aquellos sin hepatomas y la mayoria de individuos
ﬁec@dos han sido reproductores de dos afios y medio a seis afios de edad. En
Mérida, Venezuela se ha encontrado que a partir de los dos afios de edad la
curva de sobrevivencia de las truchas disminuye y cuando los reproductores
alcanzaron la edad de cinco afios y medio habia muerto el 50% de la
poblacién en estudio (Bastardo, 1994). En todos los casos los ejemplares
presentaron tumores en higado semejantes a los reportados por Roberts y
Shepherd (1986) y Lovell (1992). Bastardo (1995) sefiala que entre los
factores que limitan la productividad de las truchas, la presencia de
hepatomas podria ser uno de ellos, debido a que las poblaciones de
reproductores estan afectados por un factor de mortalidad, precisamente
cuando estan entrando a su etapa productiva (dos afios).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la condicién
hepética de truchas adultas con edades comprendidas entre 13 y 73 meses de
edad, asi como también estudiar la histopatologia hepatica y su relacion con
algunos pardmetros hematologicos y bioquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizé en el Campo Experimental Truchicola
Lg Mucuy, ubicado a una altitud de 2.300 msnm, en el Parque Nacional
Sierra Nevada, en el estado Mérida, Venezuela, adscrito al Instituto Nacional
de Investigaciones Agricolas del Ministerio de Ciencia y Tecnologia. Se
estu@i() la histopatologia hepatica de la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss,
considerando cuatro categorias: apariencia normal, color anormal, manchas y
tqmores, las cuales se relacionaron con algunas variables hematolégicas en
ejemplares desde 13 a 73 meses de edad, de acuerdo a la estructura de edad
del plantel de reproductores del 4rea de estudio, compuesta por individuos de
13, 20, 28, 31, 37, 44, 48, 55, 64 y 73 meses de edad.

La§ truchas se mantuvieron en estanques rectangulares de concreto
con un flujo constante de agua y alimentadas con una dieta comercial
%xpag:dulia y pigmentada, cuya composicion bromatolégica se muestra en el

uadro 1.
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‘Se sacrificaron un total de 300 ejemplares de truchas,- desde 13
meses hasta 73 meses de edad. Se determiné peso corporal, peso y condicion
macroscopica del higado, se tomaron muestras de higado para estudios
histoldgicos y muestras de sangre de cada uno de los ¢jemplares sacrificados.
Se determiné el indice hepatosomatico (IHS) utilizando la relacién entre el
peso del higado y el peso corporal, expresada en porcentaje. El pesaje se
realizé con una balanza con capacidad de 1.600 g y precisioén de 0.01 g. La
condiciéon macroscopica del higado se determind tomando como referencia
un higado aparentemente sano, a partir de esta condicion, cualquier
apariencia diferente se consideré anormal.

Cuadro 1. Composicion quimica proximal de la dieta comercial. utilizada
para alimentar las truchas de la presente investigacion

Parametros Dieta comercial
%
Humedad 13,00
Cenizas 10,03
Grasas 9,44
Proteinas 42,31
Carbohidratos 24,05
Fibra 1,17

Los cjemplares con signos de enfermedad presentaron distension
abdominal, lo que en algunos casos, ocasionaba el roce del abdomen con el
piso del estanque, provocando lesiones ventrales. La diseccion de los
ejemplares mostré la presencia de liquido ascitico y tumores en el higado.
Las muestras para el estudio histologico s¢ tomaron tanto en dreas sanas
como afectadas del higado de un mismo ejemplar; se colocaron en formol a
los 10%, posteriormente procesadas en parafina para luego proceder a los
cortes histologicos con un microtomo manual y finalmente coloreada con
hematoxilina-eosina.

Las muestras de sangre se tomaron por puncién de la vena caudal,
antes de sacrificar al animal. Las determinaciones hematoldgicas se
realizaron en el Centro Ambulatorio Médico Odontolégico de la Univrsidad
de los Andes, utilizando las técnicas de rutina empleadas en humanos. Se
utiliz6 EDTA como anticoagulante para las determinaciones de hemoglobina
y hematocrito. Otra parte de la muestra, sin EDTA, se centrifug6 para obtener
suero y hacer las determinaciones de aminotransferasa (aspartato y alanina
aminotransferasa). Los valores hematologicos y las aminotransferasas se
relacionaron con la condicion hepdtica y con la edad de los ejemplares
estudiados.
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Para los analisis estadisticos se utilizo el paquete estadistico
Statistic. version 4.5, con el cual se realizaron los andlisis de varianza de una
sola via, la comparacion de medias (Scheffe) y regresion lineal.

RESULTADOS Y DISCUSION
Condicion hepatica e indice hepatosomatico

Al relacionar la edad con la condicion hepatica de las truchas, a
través de un analisis de varianza, se encontraron dos grupos diferentes
(P<0.05). En el primer grupo las edades estuvieron representadas por los
ejemplares de 13, 20 28, 31, 37 y 44 meses de edad, los cuales estuvieron
mas relacionados con la condicion hepatica normal. En el grupo representado
por las edades de 48, 55, 64 y 73 meses prevalecio la condicion hepatica
anormal (manchas y tumores).

El Cuadro 2 representa la condicion hepatica macroscopica y
microscopica de las truchas con edades comprendidas entre 13 a 73 meses,
donde se observa que las truchas de mayor edad presentaron la peor
condicidn hepatica, incrementandose las manchas y tumores a partir de los 48
meses. Histologicamente, las truchas presentaron también un incremento en
la aparicion de hepatocarcinoma a medida que envejecian.

Cuadro 2. Condicion hepatica de los reproductores de trucha de diferentes edades en el
Campo La Mucuy, Mérida, Venezuela.

Condiciéon macroscopica Condicion microscopicat

Edad Aparienci  Color  Manchas Tumores | DGF FdN HC
anormal anormal

mes % %
13 100 0 0 0 0 0 0
20 100 0 0 0 10,0 6,7 3,3
28 96,7 0 33 16,7 33 33
31 86,7 6,7 0 6,7 - - -
37 56,7 0 333 10,0 - - -
44 56,7 133 30,0 0 - - -
48 40,0 0 333 40,0 29 29 413
55 10,0 0 34,8 55,2 10,3 6,7 52
64 16,7 0 40.0 433 - - -
73 16,7 0 6,7 76,7 30,0 3,3 50,0

+ DGF: Degeneracion grasosa focal. FAN: Focos de necrosis. HC: Hepatocarcinoma.
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En ejemplares de 20 meses de edad, con lesiones de tipo tumoral, s
observé infiltracion linfocitaria difusa y densa en la cépsula hepitica,
trabéculas conjuntivas intraparenquimatosas y trabéculas de células
hipertrofiadas, con gran basofilia, micleos grandes con nucleolos evidentes.
Se aprecié también dos agrupaciones constituidas por células fusiformes,
nicleos excéntricos hipercromaticos y areas indiferenciadas, estas
caracteristicas son compatibles con un carcinoma hepatocelular. Las muestras
analizadas de este mismo lote presentaron un 66,7% de lesiones
inflamatorias, de las cuales la mitad correspondié a lesiones de tipo
histiolinfocitario, ubicadas dentro del parénquima hepatico. El porcentaje
restante presentd marcada degeneracion vacuolar de los hepatocitos y
picnosis de los nucleos. Se encontraron ademas extensas areas de necrosis €
intenso infiltrado linfocitario.

En ejemplares de 28 meses de edad se encontr6 una trucha con un
tumor tnico (3,3%); el estudio histologico reveld la presencia de carcinoma
hepatocelular. También se observaron lesiones degenerativas, representadas
por degeneracion grasosa focal en un 16,66%, pequefios focos de necrosis
(3,3%).

La muestra de 48 meses de edad presento lesiones de tipo tumoral en
41,3%, asi como también 2,9% de degeneracién grasosa focal y necrosis en
2,9%. Las lesiones tumorales se presentaron en 12 truchas, observandose
agrupaciones de células con intensa basofiilia, muchas de ellas fusiformes
formando trabéculas y micleos hipercromaticos. Esta descripcion es
compatible con un carcinoma hepatocelular. De las doce truchas con tumores,
cuatro presentaron tumores Ginicos, mientras que ocho tenian varios tumores.

En los ejemplares de 55 meses de edad se encontraron diferentes
lesiones hepaticas entre ellas, esteatosis severa, hepatomas 'y
hepatocarcinomas.

La Figura 1 muestra el IHS, donde se observa que las truchas con
tumores presentaron un mayor indice que las de apariencia normal, color
anormal y manchas. El analisis de variancia indic6 diferencias entre las que
presentaron tumores y las otras tres categorias (P<0,05).

Los resultados obtenidos indican que hasta los 28 meses de edad el
higado presenté una condiciéon normal. Por el contrario, a medida que las
truchas envejecieron se hizo mas evidente la presencia de manchas y tumores
en el higado, como lo demuestra el estudio microscopico al pasar de 3,3% de
tumores malignos en truchas de 20 meses a 55,2% en ejemplares de 55 meses
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de edad. Los tumores encontrados son similares a los reportados por
Reichenbach-Klinke (1977), Roberts y Shepherd (1986) y Lovell (1992),
quienes coinciden que se debe al efecto quimico de una toxina que produce la
aflatoxicosis originada por el hongo Aspergillus flavus. Esta micotoxina tiene
un clevado efecto cancerigeno y constituye la causa de los frecuentes
hepatomas de la trucha. Las aflatoxinas penetran en el animal a través de los
alimentos enmohecidos, pasan a la sangre de los peces y en el higado produce
degeneracion, hipertrofia celular y formacién de nédulos o tumores,
pudiéndose diagnosticar al final un hepatoma maligno. Estas caracteristicas
reportadas por estos autores son similares a los resultados encontrados en este
trabajo.
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indice Hepatosomatico

Apariencia Color Anormal Manchas Tumores
Normal

Condicién Hepatica

Figura 1. fndice hepatosomatico de adultos de trucha arcoiris en relacion a la condicion hepatica
en un criadero venezolano.

Reichenbach-Klinke (1977) sefiala que los hepatomas crecen muy
lentamente y se observan en truchas de tres o mas afios. En nuestro caso la
histologia hepética demostré la presencia de hepatomas a los 20 meses de
edad, sin embargo, macroscopicamente se observaron en una proporcién baja
2 los 28 meses de edad. Estos resultados coinciden con lo informado por este
autor si sus datos son a nivel macroscopico. De igual manera, Coché y
Bastardo (1991) registraron la presencia de hepatomas en reproductores de
trucha de dos afios y medio a seis afios de edad. Bastardo (1995) sefiala que
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los reproductores de trucha estan seriamente afectados por la presencia de
tumores en higado, iniciandose su aparicion a partir de los dos afios de edad.
cuando constituyen el potencial productivo del criadero, resultados similares
se encontraron en esta investigacion. Bastardo et al. (1997) informaron que
las truchas alimentadas con RP (alimento comercial) presentaron un mayor
deterioro del higado que las alimentadas con otras dietas. RP fue el alimento
utilizado en este trabajo, por ser el {nico alimento disponiblc en ¢l mercado
venezolano para ese momento.

Hematocrito y hemoglobina

El hematocrito de las truchas con manchas v tumores fue
significativamente mas bajo que aquellas que presentaron condicién hepatica
normal y con coloracién anormal, mientras que los valores de hemoglobina
cuando se relacionaron con la CH fueron similares. A partir de los 31 meses,
el hematocrito descendié alcanzando el valor mas bajo a los 73 mescs de
edad (Figura 2). En la misma Figura sc presentan los niveles de hemoglobina
en relacion a la edad, observandose que no sigue una tendencia definida
como se aprecia en los valores de hematocrito, encontrandose que a partir de
los 55 meses los valores de hemoglobina presentaron un descenso manteitido
hasta la edad de 73 meses. En el Cuadro 3 se presentan las concentraciones
de hemoglobina, hematocrito y actividad enzimatica, discriminadas por s¢xo,
no se observaron diferencias significativas.
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Figura 2. Niveles de hematocrito y hemoglobina en adultos de trucha arcoiris en relacion a la
edad (13, 20, 28, 31, 37, 44,48, 55,61 y 73 meses), en un criadero venezolano.
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Las truchas con manchas y tumores presentaron valores de
hematocrito significativamente mas bajos que en aquellos aparentemente
sanos. Rehulka (2003) encontré en truchas afcctadas por la enfermedad
septicemia hemorragica viral niveles de hemoglobina y hematocrito mas
bajos que en los cjemplares sanos. De alli que las determinaciones
hematolégicas se apliquen cada dia mas en investigaciones biolégicas y
particularmente en acuicultura, permitiendo asi valorar los cambios que
ocurren en estos parametros como indicadores no solo de enfermedad sino
también en cambios fisiologicos, deficiencias nutricionales, habitat, cambios
ambientales y otros (Bastardo et al., 1992).

Cuadro 3. Concentracion de hemoglobina, hematocrito, enzimas
ALT y AST en relacion al sexo de la trucha arcoiris,
en un criadero venezolano

Sexo
Variables Macho Hembra
Hemoglobina, g/dL. 895+1.,64 9,35+2,03
Hematocrito, % 50,02+8,24 51,77+10.69
ALT, U/L 22,39+22,05 16,59+15,35
AST, UL 385,34+ 2157 302,84+192,95

Actividad enzimatica

La actividad de las enzimas ALT y AST de las truchas con higado
normal fueron significativamente diferentes a las otras tres categorias (Figura
3). La mayor actividad enzimatica del grupo normal puede atribuirse a que se
corresponden con los ejemplares mas jovenes, por lo tanto son truchas
inmaduras, como puede observarse en la Figura 4. Las truchas mas jovenes
(13 meses) presentaron una actividad enzimatica significativamente mayor a
los otros grupos de edad, excepto en el caso de la AST, donde las truchas de
28 meses presentaron valores similares a las de trece meses de edad. La
actividad enzimatica de ALT y AST fue discriminada por sexo encontrandose
que los niveles en los machos fueron significativamente mayores que en las
hembras (Cuadro 3).

Samsonova et al. (2003) sefialaron que las enzimas alanina y
aspartato aminotransferasa son indicadoras de estados fisiologicos y
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responden a reacciones adaptativas en los salmonidos. Estos autores
investigaron la actividad de estas enzimas en ctapas tempranas de
Oncorhynchus keta, encontrando una mayor actividad en las larvas durante la
etapa de reabsorcion de vesicula vitelina y nado libre. Luskova ( 1997a)
investig6 con adultos de Salmo trutta, Thymallus thymallus, Leuciscus
cephalus y Chondrostoma nasus, encontrando que la actividad de las enzimas
ALT y AST muestraron una dinamica estacional en el curso del afio,
observandose diferencias especificas entre salmonidos y ciprinidos. En los
salmoénidos encontré que la actividad de ALT y AST present6 diferencias
significativas con el sexo y la estacion del afio; la dinAmica anual mostré un
incremento tanto en machos como en hembras en dos periodos del afio, uno
de estos incrementos coincidié con un aumento en la temperatura del agua 'y
el otro con el periodo de desove.
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Figura 3. Actividad de las enzimas ALT y AST de truchas adultas en relacion a la condicion
hepatica, en un criadero venezolano. AN: aparentemente normales, CA: color anormal,
M. manchas, T: tumores.

En esta investigacion se encontr6 una actividad enzimatica
significativamente mayor en los machos, lo que es congruente con Luskova
(1997b) quién registr6 una mayor actividad de estas enzimas durante el
periodo de maduracién, siendo mucho mas alta en los machos. La mayor
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actividad de los machos en el presente trabajo pudiera estar relacionada con
la actividad de maduracion de las gonadas, la cual es casi constante durante
todo el afio, a diferencia de las hembras que su actividad de maduracion esta
concentrada en una época del afio (septiembre a febrero). Bajo las
condiciones en las cuales se realizO esta investigacion la temperatura
posiblemente no influy6 en la actividad de estas enzimas porque la toma de
muestras fue durante los meses de marzo y abril cuando comienza a ascender
sin alcanzar ¢l maximo de temperatura que se registra en un periodo anual en
el sitio de muestreo. Por otro lado, Venezuela se encuentra en la linea
ecuatorial por lo que la temperatura del agua no registra cambios bruscos que
pudieran ser determinantes en la actividad de estas enzimas.

60
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Figura 4. Actividad de las enzimas ALT y AST en adultos de diferentes edades (13, 20, 28, 31,
37, 44, 48, 55, 61 y 73 meses) de trucha arcoiris, en un criadero venezolano.

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de esta investigacion se concluye que a medida
que las truchas envejecen la presencia de tumores malignos en el higado es
mayor. El hematocrito se encuentra afectado por la presencia de manchas y
tumores, registrando los valores mas bajos en estas categorias. De igual
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manera, el hematocrito presenté un valor significativamente mas alto en los
individuos jovenes (13, 20 y 28 meses), mientras que en ejemplares de 31 a
73 meses se presentd un menor valor.

Las implicaciones de estos resultados son determinantes en las
empresas cultivadoras de trucha que realizan el ciclo completo, puesto que el
problema comienza a manifestarse después de los dos afios de vida,
coincidiendo esta edad con la maduracién gonadal de las truchas. lo que
representa un problema econdmico por la perdida de reproductores y por
ende del potencial productivo del criadero. A nivel de engorde no tiene
ningun impacto porque la trucha porcion se obtiene entre los diez y doce
meses de edad, periodo en el cual aun no se observa manifestacion de esta
enfermedad nutricional.
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