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.- INTRODUCCION

EnJveéxico, la familia Cichlidae forma el segundo grupo de peces dulceacuicolas mas
diverso, constituido por 57 especies (Soria-Barreto et al. 2011). Las mojarras o ciclidos,
representan partedmportante de los recursos pesqueros de las riberas del estado de Tabasco. Hay
varias especies de)mojarras registradas que tienen distribucion comun en todo el sureste
mexicano. Entre ellas destacan la tenguayaca (Petenia splendida), las castarricas (Mayaheros
urophthalmus) y la mojarra paleta (Vieja melanura Gunther, 1862). La “mojarra paleta” se
distribuye a través de la.cuénca baja del sistema de los rios Grijalva-Usumacinta hasta
Guatemala, habitando ambientes_dulceacuicolas, aunque ha sido reportada en cuerpos de agua
salobres (Paramo-Delgadillo, 1984).-Actualmente existen pocos estudios basicos en la mojarra
paleta (V. melanura), a pesar de que_es-una especie con caracteristicas especiales que la hacen
susceptible para su cultivo comercial (Paramo-Delgadillo, 1994). Los individuos de la paleta,
muestran patrones de coloracion que,son atractivos para ser mantenidos en acuarios, por lo que
la especie tiene alternativas comerciales como,pez de ornato (Fish-Base, 2008). Sin embargo,
los estudios bioldgicos en la especie son reducides, lo que ocasiona inconvenientes para su
explotacion y aprovechamiento sustentable:

El conocimiento de los tipos celulares predaminantes en'tos estadios de desarrollo de los peces,
asociado a las evaluaciones hematologicas son de‘utilidad gn organismos de vida silvestre como
en acuicultura; porque ayuda a comprender el estado sanitario de los organismos, debido a que
estas células forman parte del sistema inmune del pez (Salazar-et al. 2012). Por ello, los
pardmetros hematologicos se han aplicado para determinar el estado fisioldgico y nutricional de
los peces, adquiriendo importancia en la valoracion de condiciones ampientales estresantes, para
el diagnostico y pronostico de enfermedades (Korcock et al. 1988).

En dicho contexto, la hematologia, es la rama de la biologia, que estudia los€lementos celulares
de la sangre, los precursores de la médula 6sea y los componentes bioquimices_en el plasma.
También considera el andlisis estructural, funcional y las concentraciones”hioequimicas
relacionadas (Copete, 2013). Pese a que en las ultimas décadas se han estandarizado
procedimientos para desarrollar pruebas sanguineas en especies silvestres y no convencionales,
aun se presentan algunas limitaciones de aplicacion. Entre tales variaciones se encuentra la

morfologia de las células sanguineas, que existen en condiciones normales entre especies
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(Copete, 2013). Actualmente, los avances tecnoldgicos en contraste con las pruebas de
laboratorio manuales, han hecho posible adaptar analizadores automatizados para la
hematolegia veterinaria, siendo similares a los empleados en humanos que son disefiados para
obtener resultados precisos con alto valor cualitativo y cuantitativo (Maya, 2007). En el caso de
los anfibios, aves,.peces y reptiles, es complejo, debido a que los eritrocitos son nucleados, lo
que dificulta el conteo e interpretacion con métodos automatizados (Copete, 2013).

En tal sentido, la ictiohematologia se define, como la disciplina que estudia la sangre de los
peces (Valenzuela et al~2003). Sin embargo, en términos practicos, esta especialidad estudia
también las células sanguineas, morfoldgica, bioquimica y funcionalmente. También los
organos hematopoyeéticos, enfermedades relacionadas con ellos y cualquier fendmeno o
patologia que enlace las célulasty/e’sus 6rganos productores (Valenzuela et al. 2003).

El conteo de células sanguineas engpeces ha sido dificil de estandarizar, debido a que se han
empleado criterios de la morfologia celtlar humana; tal heterogeneidad en la clasificacion de la
morfologia leucocitaria ictica, ha conducido a confusiones cuando se trata de comparar los
resultados de varios estudios (Salazar et al=2012). En general, en los peces se describen seis
tipos de leucocitos (linfocitos, monocitos; granulocitos, neutréfilos, basofilos, eosinofilos) los
cuales varian dependiendo de la especie-y.de las eondiciones fisioldgicas del pez (Stachura y
Traver, 2011).

Los elementos formes de la sangre (eritrocitos; leucocites y-plaquetas) tienen duracion de vida
limitada; por lo cual se requiere constante reposicion (Queraly2002). Esta queda respaldada en
virtud de la hematopoyesis, que constituye el desarrollo de divisiones celulares mitéticas; cuyo
resultado son las células sanguineas morfoldgicas y funcionalmenté maduras (Luz et al. 2015).
En la actualidad, pueden cultivarse “in vitro” células procedentes de una@mplia gama de tejidos
y organismos diferentes (Cepeda, 2015). El cultivo celular, es adecuado‘como modelo para el
estudio del desarrollo y la diferenciacion celular, en ello, las lineas celulares’que conservan la
capacidad de diferenciarse “in vitro” son objeto de un intenso estudio (Cepeda, 2015).

En las mojarras nativas del sureste mexicano, hay pocos estudios encaminados a.comprender la
dinamica del tejido sanguineo. Tales limitaciones no han permitido discernir la impartancia que
tiene el desarrollo de estudios hematolédgicos enfocados a comprender su empleo en pregramas
de mejoramiento genético, conservacion, monitoreo ambiental, genética molecular/y

citogenética.
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Actualmente, los trabajos realizados en V. melanura, se limitan a abordar basicamente aspectos
biol6giCos-pesqueros. En los Gltimos afios, se han considerado aspectos de genética y biologia
molecular’ (Alvarez, 2009). En este contexto y frente a la escasa informacion sobre células
sanguineasn-peces, este trabajo tiene como objetivo principal, optimizar un protocolo para el
cultivo “in vitre”’,de células sanguineas de V. melanura. Con esto, se pretende aportar una
herramienta sustentable de gran utilidad para estudios hematolégicos en peces nativos de
México.
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O I1.- ANTECEDENTES

2.1- CQ)acién taxondmica de la mojarra paleta
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Figura 1. Mojarra paleta Vieja melanura (Giinther 1862) %
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2.2.- Caracteristicas Bioldgicas e Importancia de la Especie

Los ciclidos o mojarras dulce acuicolas constituyen un grupo ictico con extensa
diversificacion regional, geografica y climatica en la republica mexicana. Por ello, la cuenca del
rio Grijalva-Usumacinta, es considerada un centro de endemismos en el pais, por la presencia
de varias especies de ciclidos como las mojarras paletas, tenguayacas, castarricas, entre otras.
Tal es el caso de lasmojarra paleta (Vieja melanura); un ciclido nativo que se distribuye en los
cuerpos de agua dulce7acuicolas de la region sureste (Figura 2), la vertiente del Atlantico, en la
cuenca del rio Grijalva, al este y.sur hasta la cuenca del rio Usumacinta, Guatemala, de alli hasta
Belice y Quintana Roo (Miller et al. 2009). Es una especie principalmente herbivora, se
encuentra en rios, arroyos y lagdnas. En su cabeza y region toracica presenta coloraciones rojas
0 rosadas, lo que facilita la determinacion de esta especie en vida silvestre. Los estudios de V.
melanura inician con Paramo-Delgadilloy(1984), quien realizé un estudio de la ictiofauna del
rio Gonzélez y lagunas adyacentes en Tabasco; donde se menciona la presencia de diferentes
especies de peces entre ellos los efclidos, con-una amplia distribucién y abundancia. Ademas,
se encontro que la mojarra V. melantra es el segundo pez mas importante, desde el punto de
vista econdmico, debido a su tolerancia en aguas ligeramente salobres y gran distribucion de la
especie. Paramo-Delgadillo (1994), contindia.con los_estudios bioldgicos de V. melanura, con
fines de incorporacion a la acuicultura en el estado de Tabasco. La mojarra paleta es una especie
con caracteristicas especificas de alimentacion que necesita<den alto nivel nutricional, implica
la implementacién de programas para evaluar habitos“alimenticios y requerimientos
nutricionales, para reproduccion en cautiverio, cultivo en estanques y jaulas (Mendoza et al.
2014).
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Figura 2. Habitat natural tipico de la moja

Mecoacan, Paraiso, Tabasco, México.
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2.3.- Cariotipo de la mojarra paleta V. melanura

En‘los ultimos quince afios, en Tabasco, se han generado estudios citogenéticos en
especies de/importancia para la acuicultura. En dicho sentido, Arias—Rodriguez et al. (2006)
realizaron el éstudio citogenético en la “mojarra pinta” (Parachromis managuensis), obteniendo
de resultado el numero cromosdmico modal diploide de 2n=48 cromosomas, que es similar a lo
reportado en otros eiclidos nativos. Por otro lado, Arias-Rodriguez et al. (2008) presentan el
estudio citogenético de”la-mojarra tenguayaca (Petenia splendida), para establecer el cariotipo
aplicando una técnica mejorada, con la finalidad de obtener un numero mayor de dispersiones
cromosomicas. Basandose ‘en estos estudios, Alvarez-Morales (2009) realiz observacion
microscopica de 200 preparacianes.citologicas provenientes de trece hembras y nueve machos
de la mojarra V. melanura; lo que permitiod la cuantificacion de 943 dispersiones metafésicas en
mitosis y meiosis. De ellas, 542 correspondieron a los especimenes recolectados en la cuenca
del rio Usumacinta de los que 441 campes cromosomicos fueron de células branquiales en
mitosis y 101 de células gonadicas’en meiosis=Por otro lado, las 401 dispersiones metafasicas
restantes fueron analizadas a partir delos especimenes recolectados en la cuenca del rio Grijalva.
De esos conteos, 294 fueron metafases mitoticas y 107 dispersiones de origen meiético. El
cariotipo tipico de V. melanura se caracterizd_por mostrarse en condicion diploide (mitosis) y
haploide (meiosis), dos pares de cromgsoemas hirrameos de tipo submetacéntrico-
subtelocéntricos (smst) y veintidds pares de cromosomas-manorrdmeos de tipo telocéntrico-
acrocéntrico (ta), ademas de presentar microcromosomas de’tipo “B” para la cuenca del rio
Grijalva. Con base en el resultado anterior se determina que el ‘ndmero fundamental (NF) del

cariotipo de V. melanura esté constituido de 52 brazos cromosomicas.

2.4.- Secuenciacion Completa del ADN Mitocondrial de V. melanura

La clasificacion taxondémica del genero Vieja ha sido realizada pobremente y con
dificiles problemas sistematicos, debido a variaciones en la morfologia de los peces (McMahan
et al. 2010). Algunos investigadores han propuesto una serie de clasificaciones taxonémicas
para las especies del género Vieja, lo que resultd en confusion acerca de la clasificacion de la

especie V. melanura (McMahan et al. 2010). EI genoma mitocondrial, permite clasificaciones
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taxopémicas, por lo tanto, Xu et al., (2014) secuenciaron el genoma mitocondrial de V.
melanura, una especie nativa representante del género Vieja dentro de la familia Cichlidae. Las
especiesqttilizadas, fueron obtenidas del acuario de la Universidad Oceanica de Shanghai; la
amplificacién-de PCR y secuenciaciéon de productos fueron realizados de acuerdo al método
descrito por He'et.al. (2011) con ligeras modificaciones. EI ADN mitocondrial de V. melanura
fue de 16,543 pb;su secuencia ha sido depositada en GenBank (nimero de acceso: KF879808).
Similar a otros peces~eiclidos, el ADN mitocondrial de V. melanura consta de 13 genes

codificadores de protefnas,\dos genes de ARNTr, 22 genes de ARNt y una regién control.

2.5.- Hematologia en Peces

Los estudios hematoldgicos  en peces se han desarrollado desde los afios 50
aproximadamente y se desarrollé principalmente en salménidos, generando informacion al
respecto. Sin embargo, en los Ultimos afios ha adquirido mayor importancia en la acuicultura
debido a su valor en el monitoreode-los estados.fisiologicos, nutricionales y sanitario de los
peces; ya que la sangre es el principaktejido quesunedas situaciones andmalas por las distintas
patologias (Alvis, 2006).

Los érganos encargados de la produccion de.células sanguineas en peces varian dependiendo la
especie y en ocasiones, cambian el tipo y la distribucién 'de.células sanguineas, especialmente
las que tienen funcion inmune (Anisworth, 1992). En peces, leS-0rganos hematopoyéticos son
el rifion (principal 6rgano productor de anticuerpos) y el baze™(contiene menor numero de

celulas hematopoyéticas) compuesto por sangre alojada en cavidades«(®labuenaga, 2000).

2.5.1.- El Tejido Hematopoyeético

La sangre de los peces, estd compuesta por una parte fluida, el plasma y gran cantidad de células
que varian en forma, tamario y funcion (Vega, 2013). El plasma de los peces presentasimilitudes
al de mamiferos. La unica diferencia es el contenido proteico, la cual es menor,) pero la
inmunologia y otras funciones son similares. Los componentes celulares, se dividen“ensttes

grupos: los eritrocitos, encargados del transporte de oxigeno; los trombocitos con actividad
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coagulante y los leucocitos, encargados de la defensa del organismo. La morfologia, presencia
y/o ausencia, depende de la especie (Jaramillo-Schadebrodt, 2005).

2.5.2.- Las’Células Mitoticas Eritrocitarias

Los eritrocitos-o_gldbulos rojos son las células mitéticas mas abundantes en la sangre, similares
en tamafo y estructura a la de los demas vertebrados. Su funcion, es transportar oxigeno de las
branquias a los tejides con ayuda de la hemoglobina (Hb) y en menor grado el transporte de
dioxido de carbono (CO?%))(Satchell, 1991). Morfoldgicamente, tienen forma eliptica con un
nucleo ovoide central dé._cromatina condensada, ademas de un citoplasma abundante y
levemente eosinofilo. En los peees, el citoplasma de los eritrocitos es granular, sin inclusiones
ni mitocondrias. La cantidad de-eritrocitos varia segun la especie y su concentracion esta
afectada por diversos factores, prinCipalmente por el estrés, la concentracion de oxigeno y la

temperatura.

2.5.3.- Las Células Mitoticas Leueocitarias

Los leucocitos, son un conjunto de celulas sanguineas destinadas a mantener la organizacion
estructural y funcional de los individuos y est& genéticamente planificado para la neutralizacion
y eliminacion de agentes infecciosos, células, moléculas extrafias (detritus celulares) y células
propias envejecidas, dafiadas, alteradas y/o transformadas. Estos pueden encontrarse en sangre
circulante, o en tejido y pueden formar complejos.celulares Ilamados centros
melanomacrofégicos (Vega, 2013). De manera general, los leucoeitos se dividen en dos grupos
principales: leucocitos granulosos (neutrdéfilos, eosindfilos y basofilos).y leucocitos agranulosos
(monocitos o nacrofagos y linfocitos) (Jaramillo-Schadebrodt, 2005)+Les granulocitos, por lo
general, son moviles y fagociticamente activos. Su citoplasma contiene vacuolas, mitocondrias,
lisosomas, entre otros organelos. El nlcleo generalmente esté abierto y en forma de ovalo, se
encuentra dividido en segmentos, que posiblemente indica la maduracion de las'celulas antes de
migrar a los tejidos. Por otro lado, los monocitos (agranulocitos) son moviles, fagaciticos y
normalmente méas grande que otros leucocitos, con un citoplasma vacuolado y basofilico. En el
caso de los linfocitos, son células que constituyen la base de las reacciones inmunes; en, el
sentido morfologico, regularmente son pequefios con citoplasma azul oscuro y un ndcleo

condensado en tinciones de rutina (Vega, 2013).
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2.5.4.41.0s Trombocitos

Los trombocitos son células sanguineas de origen mitético que pueden presentar formas que van
de redondas a elipsoides, la cual corresponde a elementos maduros e inmaduros
respectivamente; Algunos investigadores se han referido a los trombocitos como “células
fusiformes”; estas pueden dividirse en cuatro tipos morfoldgicos: formas de nucleo puntiagudo,
fusiforme, ovalado«y solitario (Ellis, 1977). En la mayoria de las células trombocitarias, el
citoplasma es carente y'no-es posible su observacion. La ausencia del citoplasma se estima que
es debido al estrés que essometido el pez al momento de su captura, lo que puede confundir
morfolégicamente en su clasificacion debido a la similitud con los linfocitos (Veiga, 2000). La
principal funcion de los trombocitos es la coagulacién de la sangre y la formacion de coagulos;
también se considera una funcién.tipo fagocitosis, pero parcial ya que las particulas no son
engullidas en su totalidad por la célula..Su origen ain no ha sido establecido, pero se sugiere al
bazo como el 6rgano generador de trombecitos dado que se han observado en gran cantidad
dentro de este tejido (Jaramillo-Sehadebrodt,.2005).

2.6.- Cultivo de Sangre Periférica en Peces

El cultivo celular es una de las principales herramientas usadas en biologia molecular, que
proporciona un modelo de estudio para dar respuesta a cueStiones que van desde la fisiologia
celular normal, hasta la deteccion de enfermedades infecciosas¥.céncer (Ager et al. 2018).

Los peces tienen caracteristicas especiales que respaldan su uso en inmunologia y toxicologia;
sin embargo, la mayoria de las pruebas de toxicidad se basan principalmente en pruebas “in
vivo”, que son de interés ético principalmente y sufren de limitaciones como el consumo de
tiempo y altos costos. Por ello, Pierrard et al. (2012) aplicaron pruebas “in vitro” para aislar,
caracterizar y cultivar células mononucleares (PBMC) de la anguila europea (Anguilla anguilla
L.) y el bagre asiatico (Pangasianodon hypophthalmus S.), que pueden utilizarse gemo células
diana trascendentales en la evaluacion de la toxicidad quimica ambiental, a través de'técnicas
protedmicas. Los enfoques protedmicos pueden ser empleados para detectar la exposicion a
xenobidticos a nivel de expresion de proteinas, lo que ofrece una oportunidad de desarrollar

sefiales de alerta temprana mediante firmas moleculares de toxicidad. Las PBMC se obtuvieron
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a partir de muestras de sangre por centrifugacion, usando medio de gradiente Ficoll-paque
PLUSy posteriormente realizaron el cultivo primario de PBMC con medio RPMI 1640 y se
incubaron a.na temperatura de 28 °C para el bagre y 20°C para la anguila. Para el analisis
subprotedmicoy se aislo la fraccion posnuclear en PBMC lo que permitio la identificacion por
cromatografia.liquida-espectrometria de masas en tdndem y busquedas en la base de datos
completa del NCBInr (National Center for Biotechnology Information no Redundante) de 66
proteinas que repreSentan_36 diferentes proteinas validadas a través del software Peptide and
Protein Prophet of Scaffeld, (Pierrard et al. 2012).

En otro estudio, Tillit et @l. (2988) realizan mitogénesis “in vitro” de linfocitos de sangre
periférica de la trucha arcoiris (Salmo Gairdineri) para valorar la utilidad de este procedimiento
en la evaluacion de la salud de_les peces. Los linfocitos se aislaron por medio de gradiente
(Percoll y Ficoll) y se cultivaronzen.medio RPMI 1640 ajustado a un PH 7,3, donde se
proporcionaron abundantes nutrientes”para el crecimiento de linfocitos. De los mitgenos
probados en el estudio: Concanavalina A{(Con A), Fitohemaglutinina (PHA) y lipopolisacarido
(LPS), el mayor grado de proliferacion de linfoCitos se obtuvo con Con A, observandose a los
4-5 dias de incubacion. Tillit et al. (1988)-concluye que el uso de su trabajo como herramienta
de diagndstico en la evaluacion inmuneldgica estadimitada en las condiciones especificada en
la literatura, y considera que el desarrollo de,procedimientos de ensayo que utilizan medios
quimicamente definidos puede ayudar a estandarizar das=técnicas de cultivo “in vitro” de
linfocitos en la trucha arcoiris y mejorar las posibilidades«de su uso como herramienta de
diagndstico.

Por otro lado, debido a las propiedades bioldgicas particulares de*fos peces, han sido de gran
importancia en estudios de filogenia y citogenética. Tal es el casa, Majtanova et al. (2017)
recolectaron muestras de sangre (0,2-0,5 ml) de dos juveniles de Amia calva pertenecientes a la
Division Académica de Ciencias Bioldgicas (DACBiol UJAT). El plasma rieo en leucocitos se
utilizo para preparar cultivos primarios en 5 ml de Medio 199 (sigma, St. Louis,.MO, USA)
suplementado con suero fetal bovino, antibidtico y Fitohemaglutinina. Después de.220 horas de
incubacién a 20°C, se afiadid colchicina (dos gotas al 0,1%) al medio de cultivory selucion
hipoténica de KCL (8 min), posteriormente se colocd fijador (metanol: acido acético 3:1) tres
veces. Los cromosomas se tifieron con solucion Giemsa (5%, 10 min), analizando en total,.20

metafases de cada individuo para analizar la morfologia cromosémica y la composicion del
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carigtipo. ElI nimero de cromosomas diploides de A. calva fue 2n= 46, el numero fundamental
fue NIF? 58. El cariotipo se basa en el cultivo de leucocitos que confirmd la presencia de un par
de cromosomas metacéntricos, cinco pares de submetacéntricos, cuatro pares de
subtelocéntrices y trece pares de cromosomas acrocentricos. La heterocromatina constitutiva

mostro sefiales.endos centromeros de todos los cromosomas.
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I11.- JUSTIFICACION

En el sureste de México, que abarca los estados de Campeche, Chiapas y Tabasco, se
han realizade-diversos estudios taxonomicos, ecologicos y en las ultimas décadas de genética
en la ictiofauna‘nativa. Entre las especies nativas mas importantes en el estado de Tabasco, se
encuentran los ciclidos o mojarras dulceacuicolas, que comprende el grupo de peces mas
numeroso Y diversificado.,La mojarra paleta Vieja melanura es un ciclido nativo, que ha sido
empleada como modelarpara estudios poblacionales que han enriquecido la informacion sobre
el potencial para la acuicultura; abordando aspectos bioldgicos, distribucién, habitat y habitos
alimenticios (Hernandez et al. 2020). En la Gltima década se describi6 el genoma mitocondrial
de V. melanura (Xu et al. 2016)y"con el fin de esclarecer la clasificacion taxondmica de la
especie. Sin embargo, estudios “hematoldgicos en estos ciclidos no existen, siendo la
hematologia una herramienta util para €l diagnéstico y control rutinario del estado de salud de
los peces; debido a que la sangre participa directa e indirectamente en los procesos fisiol6gicos
y nutricionales de los organisnos (Gallegos et al. 2011). Trabajar con sangre periférica,
especialmente con linfocitos y monogitos; es indispensable en diagnosticos en inmunologia y
su campo en la investigacion; su uso en-el-ambito eientifico ayuda a conocer las caracteristicas
de los elementos formes de la sangre y a entender el*comportamiento de enfermedades. Frente
a la escasa informacion de la hematologia en peces y la<€arencia de estudios hematoldgicos de
la “mojarra paleta”, este trabajo plantea, desarrollar una téenica para el cultivo “in vitro” de
sangre periférica de V. melanura, con el fin de incrementar~Su conocimiento biologico y
favorecer con ello los estudios de biologia celular, citogenéticage inmunologia. En segundo
término, establecer un protocolo para la separacion por gradiente_de” células leucocitarias;
asimismo, aportar significativamente informacion bésica que contribuya‘al conocimiento de la

hematologia en peces y su potencial uso en ciencia basica y aplicada.
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V. OBJETIVOS

4.1 OBJETAVO GENERAL

Desarrollar unt protocolo para el aislamiento y cultivo “in vitro” de leucocitos de la

sangre perifériea’de la mojarra V. melanura.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1. Comparar el aislamiento leucocitario por gradiente vs el protocolo estandar.

4.1.2. Identificar y comparar la sobrevivencia celular del protocolo por gradiente vs el método

estandar.

4.1.3. ldentificar indicios de la activacion-del ciclo celular basados en las condiciones de cultivo
“in vitro” de las muestras del protocolo-por.gradiente Vs el método estandar.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Recoleeta de Organismos y Mantenimiento en Cautiverio

Quince.especimenes fueron recolectados en los méargenes del rio carrizal, en la ciudad
de Villahermosa,, Tabasco, por pesca artesanal, utilizando una atarraya. Para el transporte y
traslado de los orgamismos, se utilizd un contenedor térmico con bombas para mantener
aireacion continua. Posteriormente los especimenes se colocaron en tanques de soporte en las
instalaciones del Laboratario.de Acuicultura Tropical perteneciente a la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco, de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas (UJAT-DACBIOI). El
permiso de pesca bajo el que se.recolectd los especimenes para el desarrollo del estudio es el
PRMN/DGOPA-006/2024.

5.2 Obtencion de Muestras de Sangre, Aislamiento Leucocitario y Cultivo Celular

La extraccion de sangre se realiz0 en el Laboratorio en Genética y Ecofisiologia y para
ello las mojarras fueron anestesiadas con benzocaina al 0.2%. A cada pez, se les extrajo dos
veces 0.5 ml de sangre periférica por puncién en la vena caudal, con una jeringa estéril de 1 ml
que rapidamente se colocd en tubos de 1.5 mi=que contenian 20 uL de heparina con el fin de
evitar coagulacion. Una muestra con 0.5 ml de sangre, se empled para aislar los leucocitos a
través del protocolo ficoll (Ficoll-Paque™ PLUS) que consiste en generar paquetes
leucocitarios aislados que se generan por centrifugacion a 10,000 rpmbasada en un gradiente
de densidad celular (eritrocitos/leucocitos) en sangre periférica. Los leucocitos y plaquetas, no
son pesados, por lo tanto, no logran penetrar en las capas del medio de Ficoll-Paque. Estas
células, se reinen como una franja concentrada en el inferior de la muestra; estasbanda permite
aislar las células leucocitarias para ser recuperadas con alto rendimiento ‘en” un pequefio
volumen.

Por otro lado, 0.5 ml de sangre periférica, se empled para la siembra por el métode_estandar
tradicional que consiste en transferir el fluido celular hematologico en condiciones™de

esterilidad, a un tubo estéril de 15 ml con cinco mililitros del medio de cultivo KREAvital
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Lymphocyte Karyotyping Medium compuesto por L-Glutamina, suero fetal bovino, y
Fitohemaglutinina (FHG), suplementado con antibidtico (10 uL de penicilina).

En el caso del aislado leucocitario, las muestran fueron transferidas al medio de cultivo bajo un
procedimiento-similar al sefialado en el parrafo anterior. En todos los casos, donde fue necesario
el cultivo celular, los tubos con las células en el medio de cultivo fueron incubadas por 5 dias a
24 + 0.1°C y en los cuales diariamente se agitaba suavemente con el fin de homogeneizar los
componentes nutriciopales y evitar la formacion de agregados celulares que propicien pegado

en las paredes internas de.los tubos de cultivo.

5.3 Cosecha Celular y Elaboracion de Preparaciones Citoldgicas

A las 120 horas de incubacion’ (o cinco dias), a cada cultivo celular se le agregd 100 uL
de colchicina al 0.05% diluida en citrato de sodio a 0.1% Y se incubaron durante 30 min a 30 +
0.1 °C. Posteriormente, los tubos con lassmuestras celulares, fueron centrifugados a 3,000 rpm
durante 10 min y el sobrenadante”se reemplazé7por agente hidratante compuesto por 5 ml de
citrato de sodio al 1.0% durante 30 min-a-30 +0.4°C. Luego, el hidratante fue reemplazado por
5 ml de fijador frio (4°C) compuesto._por metanel'y acido acético glaciar (3:1). La ultima
operacion se dejo repartir por tres 0 mas veces.hasta que’el tejido adopto6 coloracion blanqueada.
Para las preparaciones citoldgicas fue necesarie“inducir elFaumento del volumen celular a través
del tratamiento hipoténico, con el fin de asegurar una dispersién apropiada de los cromosomas
dentro de la membrana celular. Finalizando el proceso de fijacion, se realizaron goteos de las
muestras obtenidas, dejando caer 3 0 4 gotas en portaobjetos sobre‘una placa fria, a una altura
de 1m aproximadamente. Una vez seca las laminas, se cubrieron con colorante giemsa al 70%
(14 ml giemsa madre y 56 ml de buffer de fosfato) dejando actuar durante 8 min, que permitio
la diferenciaciéon de las células sanguineas; posteriormente se realizd unslavado con agua

destilada y un secado al aire para el analisis microscopico.
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5.4 Andlisis Microscépico y Descripcion Celular

Las preparaciones citologicas fueron analizadas bajo un microscopio optico (Zeizz
AxioScope Al) con una camara digital fotografica incorporada (AxioCam ERc5s) empleando
el programa ZEN/2011 (Carl Zeizz® microscopy GmbH, 2011). Se tomaron fotografias de
diferentes campos con los objetivos de 10x y 40x, con la finalidad de realizar el contaje y la
identificacion de leucocitos y eritrocitos. La descripcion de cada tipo celular sanguineo se

realiz6 con lo establecido por Ainsworth (1992).

5.5 Base de Datos y Analisis'Estadisticos

Los datos generados en'cada experimento fueron capturados en base de datos con el
programa Microsoft Excel 2016©-y con las herramientas de célculo se lograron generar los
porcentajes, el promedio y la desviaciom'estandar. Asi también, el graficador del programa Excel
fue util para disefiar las graficas y los atributos descriptivos de cada una de ellas. Por otro lado,
se calculd el coeficiente de determinacion (R para determinar la proporcion de varianza en
base a la mejor parsimonia de distribucién espagial de los datos generados. Posteriormente, los
datos fueron analizados mediante analisis.de varianza (ANVA) de una via y al haber diferencias
significativas con P<0.05 se aplicd la comparacion“maltiple de Tukey. Todos los anélisis
estadisticos, se realizaron con el empleo de las’herramientas-de célculo del programa SigmaStat
para Windows®.
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VI. RESULTADOS

Eleultivo “in vitro” de células periféricas del tejido hematopoyético, es una herramienta
ampliamente utilizada para estudiar el comportamiento celular en la mitosis de los mamiferos,
aves, reptiles, anfibios y peces. Este tipo de estudio permite comprender el desarrollo y
diferenciacion de\las células como modelos en investigacion basica y aplicada, para producir
vacunas, anticuerposy proteinas terapéuticas. En dicho contexto, en el presente estudio se
realizaron 30 cultivos “inwitro” de sangre periférica, empleando como modelo biolégico 15
ejemplares adultos de la“mojarra paleta (V. melanura). Quince cultivos celulares, fueron
realizados por el método convencional (Figura 5), y otras quince muestras de sangre periférica
con la técnica de aislamiento leucQcitario por gradiente de densidad (Figura 6).

En dicho sentido, para evaltarfa eficacia de los tratamientos en estudio, se analizaron
cinco preparaciones citoldgicas por cada cultivo celular, del cual resultaron el total de 150
preparaciones, las cuales fueron el punto‘de inicio para evaluar la sobrevivencia y proporcion
celular del tejido hematopoyéticoiEnztodos les tratamientos empleados se registrd 100% de
sobrevivencia celular, en términos de presencia.descélulas rojas y blancas, posterior al cultivo
por 120 horas. Las células eritrocitarias fueron el grupoicelular predominante en los cultivos de
sangre periférica de V. melanura. Tales céldlas se caracterizaron por presentar forma eliptica y
nacleo compactado en la regién central de la'célula (Figura4). En contraste, se observo poca
variacion en la concentracion de células leucocitarias en “los/cultivos de V. melanura. Los
leucocitos se diversificaron con morfologias que van desde.itregulares hasta esféricas,

adoptando distintos tamafios, formas del nucleo y citoplasma (Figura4, 5y 6).
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Figura 4. Microfotografias (A y B) de alta resolucién por microscopia éptica de luz transmitida
a 10X+1.25X, que muestran el panorama tipico de las maravillosas células eritrocitarias
leucocitarias del tejido hematopoyético de la mojarra paleta V. melanura. Las flechas con Iineao
continua muestran las células leucocitarias y aquellas con linea discontinua a los eritrocitos. .
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Figura 5. Microfotografias (A, B, C y D) de alta resoIU(onr micr@ ia Optica de luz transmitida a 40X+1.25X
del optovar, que muestran las células eritrocitarias y leucocitarias de fa sangre periférica de la mojarra paleta V.
melanura, que fueron obtenidos mediante cultivo “in vitro” convencional. flechas con linea continua muestran
las células leucocitarias y las flechas con linea discontinua a las células eritr(@ias.
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Los ‘resultados de los porcentajes de eritrocitos y leucocitos en las muestras control, cultivo
estandarsy cultivo por aislamiento de células se presentan de forma comparativa en la Tabla 1
y de modografico en las Figuras 7, 8 y 9. Durante la evaluacion del recuento celular en las
muestras control, se observo que antes del cultivo “in vitro”, todos los especimenes (100%)
mostraron presenciaide leucocitos, con promedio de 3.30%, rango que oscilo desde 2.18% y
hasta 5.32%; sin diferencias significativas (P <0.05) entre las muestras de los especimenes. En
la observacion de la preseficia de eritrocitos, en las muestras de cultivo hematopoyético control,
los porcentajes fueron mayores, mostrando promedio de 96.7% con rangos registrados desde
94.7% vy hasta 97.8% de eritrocitos observados (Tabla 1 y Figura 9); sin diferencias
significativas entre los quince especimenes empleados (P <0.05).

Hubo diferencias significativas (P~ < 0.001) en los porcentajes observados de ceélulas
leucocitarias y eritrocitarias en las muestras del cultivo estandar. En dicho sentido, en el
crecimiento del tejido hematopoyéticoino tamizado se observd en promedio 16.6% de
leucocitos, con valor minimo registrado desde 7.90% y maximo de hasta 36.0 %. Lo anterior
con diferencias significativas entre 1os:valores registrados entre especimenes (P < 0.001), con
presencia de dos grupos estadisticos—a.y b”,¢fque representaron valores altos y bajos
respectivamente (Tabla 1). Las células “eritrocitarias (no tamizadas) mostraron el registro
promedio de 83.4% con valores minimos desde 64.0% yhasta 92.1% de eritrocitos observados
(Tabla 1y Figura 9). Tales resultados mostraron diferencias-significativas (P < 0.001) entre
los valores registrados con presencia de dos grupos estadisticos “a%y b”, lo que represent6 valores
bajos y altos entre ellos (Tabla 1).

Por otro lado, los resultados del anélisis de varianza de una via (ANVA) y la comparacion
multiple de Tukey del cultivo por aislamiento de células, mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.001). En dicho sentido, en las dispersiones de céltlas eritrocitarias
tamizadas y cultivadas se registrd promedio de 57.1%; presentando valores ‘minimos desde
29.8% y hasta 69.9% de eritrocitos, con diferencias significativas entre especimenes/(P <0.001).
En el caso del crecimiento de las células leucocitarias tamizadas y cultivadas, sariaron
significativamente (P < 0.001) entre especimenes con el valor minimo de 30.1% y €l valor

méaximo de 70.2%, con promedio global de 42.9% (Tabla 1 y Figura 9). Por ello, fueron
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observados tres grupos estadisticos, caracterizados por valores altos, medios y bajos,
respeetivamente (Tabla 1).

En las Riguras 7 y 8, fue registrada la relacion que existe entre los tratamientos y los valores
observadoséen-las muestras hematopoyéticas de las células cultivadas de cada espécimen, pues
los resultados.obtenidos con el andlisis de determinacién R?, que oscilaron entre R>= 0.91 y
hasta R?= 0.97.

Finalmente, en la Figura_ 9 se describe el crecimiento comparativo promedio de las células
leucocitarias y eritrocitarias, procedentes del cultivo celular estandar y de aquellas células que
fueron aisladas por un gradiente de densidad. El andlisis comparativo, muestra diferencias
significativas entre tratamientos”(P < 0.001), con presencia global de mayor nimero de
leucocitos (42.9%), cuando estos.fueron tamizados con el gradiente de densidad en comparacion
con las observaciones del cultivo*gelular estandar con 16.6 % de leucocitos; siendo ellos el
control como el tratamiento con menor;conteo leucocitario 3.30 % (Figura 9). En el caso de los
eritrocitos, el contraste fue similar a las observaciones anteriores (Figura 9).

38



TablasL. Resultados comparativos de los porcentajes promedio (X) y desviacion estandar (D. E.) de
leucacitosry eritrocitos registrados en las muestras control, cultivo estandar y cultivo por aislamiento de

células.
Cultivo por aislamiento
Control Cultivo estandar de células
Porcentajes Porcentajes Porcentajes Porcentajes Porcentajes Porcentajes
eritrocitos leucocitos eritrocitos leucocitos eritrocitos leucocitos
Espécimen X& D E. X +D.E. X +D.E. X +D.E. X +D.E. X +D.E.
1 97.8 £0.86°¢« 2.18+0.86* 72.7+5.80* 27.3+5.80° 30.3+7.90° 69.7+7.90°
2 95.1+2.56° +74.17 +2.56° 64.0+£3.70° 36.0+3.70° 29.8 £5.10° 70.2 £5.10°
3 95.0+1.86° ©4/96+1.86° 87.8+5.22° 12.2+5.22° 39.2 +3.50° 60.8 + 3.50°
4 95.9+2.07° 4.05+2.07° 80.5+6.86° 19.5+6.86° 69.0 + 3.242 31.0+3.24°
5 96.6 +1.91* 3.45+ 1.91>-84.1+6.40° 15.9 +6.40° 62.9 +6.83° 37.1+6.83°
6 96.6+1.38%° 3.44+1.38%° 80.9+241" 19.1+2.41® 65.0+3.70® 35.0+3.70°
7 97.8+1.01*° 2.20+1.01° 81:2+4.62" 188+4.62° 62.6+4.17° 37.4+4.17°
8 96.7+0.78 3.33+0.782--85.1+1279* 149+1.79° 69.1+4.15® 30.9+4.15°
9 97.2+0.70° 2.78+0.70°\.795+5.12" 320.5+5.12° 60.8+3.53® 39.2+3.53°
10 94.7+2.24* 532+2.24*° 913+3.83° \.870+3.83° 69.6+3.20° 30.4+3.20°
11 97.7+0.897 2.30+0.89° 89.0+2.65* 110#2.65° 69.9+8.20° 30.1%8.20°
12 97.0+0.99° 3.00+0.99° 92.1+2.70®° 7.90+2.70> 51.7+592° 48.3+5.92°
13 97.0+1.177 3.00+1.17° 87.7+5.27° 12.3+5.27%_>67.0+8.95°> 33.0+8.95°
14 97.6+0.54° 2.40+0.54° 87.0+8.12® 13.0+8.12> 65.0+2.67° 35.0+2.67°
15 97.4+0.98%° 2.60+0.98° 88.7+3.71° 11.3+3.71® 443+11.3° 55.7+11.3¢
X+D.E 96.7£1.33 3.30+1.33 83.4%+4.55 16.6 + 4.55 57.1+5.49 42.9 +5.49

Literales en minuscula, indican un analisis comparativo entre ellas; en el caso de que las literales sean_similares no existen
diferencias significativas con la comparacion maltiple de Tukey y nivel de significancia de P>0.05, ‘en"caso contrario las
diferencias existen. X= media y D. E= desviacion estandar
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Figura 9. Crecimiento comparativo promedio de las células leucocitarias y eritrocitarias que fueron o no
tamizadas por un gradiente de densidad a partir de muestras sanguineas‘de.15 especimenes de la mojarra
paleta V. melanura. Las literales en mayuscula o en minascula, indican un analisis comparativo entre ellas;
en el caso de que las literales sean similares no existen diferencias signifigativas con la comparacion
maltiple de Tukey y nivel de significancia de P>0.05, en caso contrario las difereneias existen.
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VII. DISCUSION

Ensel,sureste mexicano, particularmente en Tabasco, se han utilizado peces nativos y
exoticos comasmodelos biologicos en diversos estudios. Tal es el caso de la mojarra paleta V.
melanura, un ciclido con estudios en biologia, pesqueria, ecologia (Chavez et al. 1989, Castillo
et al. 2015), genética (Alvarez-Morales 2009), cultivo, desarrollo embrionario (Hernandez et al.
2020), y recientemente enhematologia experimental (Jiménez-Morales, 2024).

En el torrente sanguineorde los peces, los leucocitos son indispensables en los procesos
inmunoldgicos ante la respuésta a un agente invasor o patdgeno mediante la produccion de
anticuerpos (Rubio-Godoy, ¢2010; Olabuenaga, 2000). En afos recientes, el tejido
hematopoyético en peces se ha centrado en el cultivo “in vitro” ante el poco conocimiento de
las funciones inmunoldgicas de los ledcecitos, siendo este un procedimiento sencillo que evita
el sacrificio de los especimenes, dando.pauta positiva a las leyes y normas que regulan el uso
de animales en experimentacion (Molina et al. 2018; Martinez-Flores 2023). Por ello, los
protocolos para realizar cultivos celulares deben optimizarse para cada tipo de célula o especie
de interés, con el propdsito de obtener‘tesultadas significativos respecto a las caracteristicas a
las que se adapta una célula (Ager et al; 2018). Por-lo-anterior, es necesario el desarrollo de
técnicas de cultivos de sangre periférica confel fin de estimular la proliferacion celular del tejido
hematopoyético (Mclintyre et al. 1962), para estudios en ciencia basica y aplicada.

En el grupo de los peces, se han reportado diversas metodologias para el cultivo “in vitro” de
sangre periférica; en los cuales la temperatura, el medio de cultivory el componente celular son
importantes (Denman 1973; Fujiwara et al. 2000). Todo ello, con el fin de obtener cultivos
viables capaces de sustentar las funciones leucocitarias y eritrocitarias.normales de los peces
(Denman 1973; Fujiwara et al. 2000). Asi también, la capacidad de diferenciacion de las células
leucocitarias es variable, dependiendo de factores como la especie, la condicion del pez donador
y las condiciones de la toma de las muestras de sangre (Miller et al. 1994). Endicho sentido, el
protocolo desarrollado en este estudio para el cultivo “in vitro” de sangre periférica gn’la mojarra
paleta V. melanura es congruente con los estudios realizados en especies como Salmogairdneri,
Carassius auratus (Sakai, 1981), Salmo trutta, Cyprinus carpio (Blaxhall, 1983, 1985), entre
otras especies; ya que adaptaron el procedimiento estandar para el cultivo leucocitario en peces.
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En los"treinta cultivos de sangre periférica realizados de la mojarra paleta; se encontré alta
sobrewvivencia celular (100%); es decir, que las condiciones del medio de cultivo suplementado
con Fitohemaglutinina (FHA), el antibidtico y el periodo de incubacion fueron adecuados para
la vitalidad,proliferacion y crecimiento de los eritrocitos y los leucocitos de la especie
estudiada. Asi-también, Fujiwara et al. (2001) reportaron alta sobrevivencia celular en cultivos
de linfocitos del la trucha arcoiris, mencionando que la propiedad mitogénica de la
Fitohemaglutinina sesdesencadena en la proliferacion de las células leucocitarias en 24 a 48
horas. Ademaés, observaron que el tiempo de incubacion influy6 considerablemente en los
cultivos, ya que los valores aumentaron de 4 a 8 veces entre los 3 y 6 dias 0 a las 120 horas de
incubacion. Por otro lado, Sadique et al. (2010; 2013) mostré la existencia de actividad
promotora del crecimiento de leueocitos cultivados de Channa punctatus con FHA, después de
48 y 72 horas de empleo.

En los resultados promedio del presente estudio, las muestras control (antes del cultivo “in
vitro ") registraron un 3.30% de leucocitosy un 96.7% de eritrocitos (Figura 4). Tales resultados
son consistentes con el trabajo realizade porMorales-Jimenez (2024) en V. melanura, donde se
registro valores promedio de 3.74% de leucocitos y 96.2% de eritrocitos. Por otro lado, en el
ciclido africano Oreochromis niloticus,~ha, sid@ analizado hematoldgicamente en varios
estudios, y en ello se ha reportado que lasproporcién«de células sanguineas normales tiene
presencia de 1.8% de leucocitos y 98.2% de eritrocites™(LOpez-Garcia, 2024), 14.1% de
leucocitos y 85.9% de eritrocitos (Von-Hessberg et al. 2011)7En dicho contexto, la proporcién
porcentual de eritrocitos y leucocitos en el comparativo de Jos.resultados obtenidos como
muestras control en el estudio con la mojarra paleta y el contrasté con la literatura citada, nos
muestra que los especimenes adultos empleados como donadores desSangre periférica de V.
melanura se encontraban saludables.

Por otra parte, los resultados de las muestras sanguineas que se cultivaron por€l método estandar
(células no tamizadas) se encontraron diferencias significativas (P=0.001) en-Ja‘proporcién de
células leucocitarias y eritrocitarias (Tabla 1). Subsecuentemente, en los cultivos-del tejido
hematopoyético no tamizado se obtuvo en promedio 16.6% de leucocitos y 83.4% de“eritrocitos.
Tales resultados, presentan diferencias en el promedio porcentual registrado de la sobrevivencia
celular, obteniendo reduccién de los porcentajes de células eritrocitarias y el incremento en-as

células leucocitarias. Lo anterior, fue debido a que la técnica empleada para la siembra celular
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del cultivo convencional, que abarca una mezcla de soluciones en distintas concentraciones y
tiempe“de exposicion; ademas, se comprueba que el empleo de la Fitohemaglutinina como
inmunomodutador en el medio de cultivo (Lymphocyte Karyotyping Medium) genera una alta
afinidad par.les receptores de los leucocitos y poca por la reactivacion de los eritrocitos
(Movafagh et.'al, 2011). En dicho sentido, Morales-Jiménez 2024, observo variacion
significativa de lasiconteos celulares en la mojarra paleta Vieja melanura, después de 24 horas
de la aplicacion del miteestimulante Fitohemaglutinina, obteniendo reduccion del conteo celular
mitotico eritrocitario de<93.2 + 3.11 %, pero con incremento significativo en los valores
porcentuales leucocitarios@dell6:77 + 3.11%.

En el caso particular de los resultados en los cultivos de aislamiento de células por gradiente,
variaron significativamente en el _parcentaje promedio celular; los hallazgos encontrados en las
células eritrocitarias (tamizadas y“eultivadas) fue de 57.1% y en las células leucocitarias de
42.9%. Estos datos evidencian que el"empleo del medio de gradiente (Ficoll), permitio la
recuperacion y aislamiento de los leucocitos a partir de las muestras totales de sangre periférica
de V. melanura. Lo anterior, es debido a la~densidad elevada que tiene el medio de gradiente
Ficoll, lo que causa una migracion diferencial de/Celulas durante la centrifugacién, que da como
resultado la formacion de capas que centienen diférentes tipos de células; los eritrocitos, los
granulocitos y las células muertas al entrar€n.centacto-con.el agente hipertonico de Ficoll, tienen
sedimentacion répida y se acumulan en el fondo del tubo~(capa inferior), mientras que en la
interfaz entre el plasma y la capa de Ficoll-Paque se encuéntran las células leucocitarias junto
con otras particulas de sedimentacion lenta con baja densidad. Dicho acontecimiento, ha sido
documentado en la literatura cientifica, donde el uso del medio de;gradiente Ficoll ha resultado
eficiente en aislar y concentrar células de la sangre periférica en peces../Tal es el caso, como lo
reportado en el estudio por Sakai (1981) donde utilizaron Ficoll-Paque como gradiente de
densidad estratificado en diferentes concentraciones (12%, 15%, 18%, 20%)-para la separacién
de linfocitos en cultivos de sangre periférica de Salmo gairdineri y CaraSsius auratus; los
linfocitos se acumularon exclusivamente en la capa de Ficoll al 18%, mientras que.les eritrocitos
y leucocitos en la capa de Ficoll al 20%, la viabilidad de los linfocitos y leucocitosfue-entre el
70%-80% y del 98%, respectivamente. Asi mismo, ha sido reportado en especies comg Salmo
trutta y Ciprinus carpio, que utilizaron diferentes métodos para la separacion de linfocitos;.entre
ellos, el medio de gradiente ficoll-paque; mismo agente que genero un promedio de 26% en la
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recuperacion y viabilidad de linfocitos (Blaxhall 1981; 1985), siendo esta técnica una opcién

par %er altos rendimientos de células leucocitarias.

)

7
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VIIl. CONCLUSIONES

Ens€l presente estudio se establecieron dos técnicas de cultivo “in vitro” que favorecieron
el crecimiento~y desarrollo de células leucocitarias y eritrocitarias en los treinta cultivos
realizados; la viabilidad de leucocitos obtenida por la técnica de aislamiento de células por
gradiente es mayor con*respecto a la técnica de cultivo convencional. Ademas, se recomienda
la utilizacion del medio_ de cultivo suplementado con Fitohemaglutinina, ya que promueve en
las celulas la desdiferenciaeion que da inicio a la division celular en un periodo de 24 a 48 horas.
El cultivo “in vitro” y la separacion de leucocitos por gradiente, ofrece un gran potencial para
futuras investigaciones, para indagar sobre las funciones inmunoldgicas de los leucocitos “in
Vvivo” e “in vitro ”, brindando ventajas,éticas, practicas y econdémicas.

Sin embargo, cualquier método puede’ser empleado en dependencia de la disponibilidad de los

reactivos y componentes bioquimicos neeesarios para uno u otro método.
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55
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eficaz en cultivo estandar y cultivo con Ficoll; siendo
una técnica sencilla y econémica que no requiere
equipos e instalaciones de alta complejidad y que
mantiene a los especimenes vivos.

Palabras claves de la Tesis:

Hematologia, cultivo “in vitro”, Ficoll-paque, V.
melanurus,

Referencias citadas:

Tillitt, D. E., Giesy, J. P., & Fromm, P.O. 1988. In
vitro mitogenesis of peripheral blood lymphocytes
from rainbow trout (Salmo gairdneri). Comparative
Biochemistry and physiology. A, Comparative
Physialogy, 89(1): 25-35.

Ainsworth,s A. J. (1992). Fish  granulocytes:
Morphology, distribution, and function. Annual
Review of Fish’Diseases, 2: 123-148.

Almaguer-Gaona, €,(2003). Interpretacion clinica de
la biometria hemaética. Medicina Universitaria. 5(18):
p. 35-40.

Chavez, L., M., Mattheeuws, A, E, Pérez, M., H.
(1989). Biologia de los peces.del rio San Pedro en
vista de determinar su potencialspara la piscicultura.
lra. Edicion INIREB, Xalapa, Veracruz, México.
222p.

56






