Universidad de La Salle

Ciencia Unisalle

Medicina Veterinaria Facultad de Ciencias Agropecuarias

2008

Efectos patoldgicos de las infestaciones branquiales por el
copépodo Pseudochondracanthus sp., parasito del pez botete
Diana Sphoeroides annulatus Jenyns, 1842

Leslie Guzman Beltran
Universidad de La Salle, Bogota

Walter Camilo Zarate Rodriguez
Universidad de La Salle, Bogota

Follow this and additional works at: https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria

6‘ Part of the Veterinary Medicine Commons

Citacion recomendada

Guzman Beltran, L., & Zarate Rodriguez, W. C. (2008). Efectos patoldgicos de las infestaciones
branquiales por el copépodo Pseudochondracanthus sp., parasito del pez botete Diana Sphoeroides
annulatus Jenyns, 1842. Retrieved from https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria/327

This Trabajo de grado - Pregrado is brought to you for free and open access by the Facultad de Ciencias
Agropecuarias at Ciencia Unisalle. It has been accepted for inclusion in Medicina Veterinaria by an authorized
administrator of Ciencia Unisalle. For more information, please contact ciencia@lasalle.edu.co.

www.manaraa.com


https://ciencia.lasalle.edu.co/
https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria
https://ciencia.lasalle.edu.co/fac_agropecuarias
https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria?utm_source=ciencia.lasalle.edu.co%2Fmedicina_veterinaria%2F327&utm_medium=PDF&utm_campaign=PDFCoverPages
http://network.bepress.com/hgg/discipline/760?utm_source=ciencia.lasalle.edu.co%2Fmedicina_veterinaria%2F327&utm_medium=PDF&utm_campaign=PDFCoverPages
https://ciencia.lasalle.edu.co/medicina_veterinaria/327?utm_source=ciencia.lasalle.edu.co%2Fmedicina_veterinaria%2F327&utm_medium=PDF&utm_campaign=PDFCoverPages
mailto:ciencia@lasalle.edu.co

EFECTOS PATOLOGICOS DE LAS INFESTACIONES BRANQUIALES POR EL
COPEPODO (Pseudochondracanthus sp.), PARASITO DEL PEZ BOTETE
DIANA Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842)

LESLIE GUZMAN BELTRAN
WALTER CAMILO ZARATE RODRIGUEZ

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
BOGOTA D.C.

2008

www.manharaa.com




EFECTOS PATOLOGICOS DE LAS INFESTACIONES BRANQUIALES POR EL
COPEPODO (Pseudochondracanthus sp.), PARASITO DEL PEZ BOTETE
DIANA Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842)

LESLIE GUZMAN BELTRAN
Cédigo: 14002093

WALTER CAMILO ZARATE RODRIGUEZ
Cédigo: 14002086

Trabajo de Grado presentado como requisito para optar al titulo de

Médico Veterinario

UNIVERSIDAD DE LA SALLE
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
BOGOTA D.C.

2008

www.manharaa.com




DIRECTIVOS

RECTOR Hno. Carlos Gabriel Gbmez Restrepo
VICERRECTOR ACADEMICO Hno. Fabio Humberto Coronado P.
VICERRECTOR ADMINISTRATIVO Dr. Mauricio Fernandez Fernandez

VICERRECTOR DE PROMOCION
Y DESARROLLO HUMANO Hno. Carlos Alberto Pabon Meneses

VICERRECTOR DE INVESTIGACION
Y TRANSFERENCIA Hno. Manuel Cancelado Jiménez

DECANO DE LA FACULTAD DE

MEDICINA VETERINARIA Dr. Pedro Pablo Martinez Méndez
SECRETARIA ACADEMICA Dra. Maria Teresa Uribe Mallarino
DIRECTOR CLINICA VETERINARIA Dr. Juan Pablo Pineda Méndez

www.manaraa.com



DIRECTORA

JURADO

JURADO

SECRETARIA ACADEMICA

ACEPTACION

bl
Dra. Emma Josefina Fajer Avila

Dra. lovana Castellanos Londofno

Biol. Esp. Julio Gonzalez Acosta

Dra. Maria Teresa Uribe Mallarino

www.manharaa.com



COMPROMISO
Las ideas aqui expuestas no son responsabilidad del director del proyecto de

investigacion, de los jurados ni de la Universidad de La Salle, son opiniones de
libre expresién de los autores directos responsables del escrito.

www.manharaa.com




DEDICATORIA
A mi mama por su apoyo y dedicaciéon para que saliera adelante, a mi papa que
desde el cielo me cuid6 y ayudd, a los dos que con su amor y ejemplo me han
ensefiado el valor de la vida. Gracias por darme las alas que necesitaba para
volar.

A Karen mi hermana y complice. Gracias por esperar lo mejor de mi.

A Cami por ensefiarme a sofiar y creer en mi, aunque yo en ocasiones deje de

hacerlo.

A mis amigas del colegio Dalis, Pao y Sandra por estar a mi lado durante estos

largos diez afios.
A Vane por su confianza y su alegria.

A mi familia, en especial a mi abuelita porque detras de cada abrazo dado a lo

largo de mi vida, siempre me ha dado la fuerza para ser mejor.

A Marce, Pao, Dianis, Erika, Andreuchis por acompafarme en este largo camino.

Por compartir sonrisas y lagrimas, pero sobre todo, sus vidas.

Y a todos los amigos y personas que estuvieron pero que por circunstancias de la

vida se han ido, gracias por los buenos y malos momentos.

Q(//( &ima///

www.manaraa.com



A la vida inmensamente por haber reunido en un sin fin de causalidades a mis
padres, Maria Esther y Alfonso, quienes con gran firmeza y envidiable desenfreno,
han luchado siempre por hacer de mi hermana y de mi las personas que mejor
habremos de imitar sus vidas.

A Lina, por su ayuda y por ser mas que la hermanita, la mejor amiga.

A mis abuelitos, los angeles que a diario guian mis pasos y avivan mis suefios, a
mi abuelito Polo por aun regalarme sus eternas historias y llenarme de esa fuerza
luchadora y perseverante, por recordarme que siempre he de andar “con la cincha

apretada”.

A mi tio Ciro, quien continda siendo un gran apoyo en mis proyectos y un gran

aliado en mis triunfos.

A mi tio Willys, por formar parte de un gran suefio.

A Les por acompafiarme, compartirme sus suefios y por ensefiarme a vivir.
A mi familia ja mi gran familia!

A mi Auris.

. N
%2{////’/0 @ wrale

www.manaraa.com



AGRADECIMIENTOS

A la Doctora Emma Fajer por abrirnos las puertas de su laboratorio, por creer y

depositar su confianza en nosotros.

Al CIAD vy el equipo que lo conforma por permitirnos descubrir el mundo cientifico

marino.

A la Biol. Rosa Maria Medina Guerrero, al MC Oscar Basilio Del Rio Zaragoza, a
la MC Selene Abad Rosales, a la MC Noemi Garcia Aguilar, al M.V. Rodolfo
Lozano, a la MC Ana Puello Cruz, al Dr. Fernando Garcia Vargas y al Dr. Pablo

Almazan Rueda por su tiempo, apoyo y Su Compromiso con nuestro proyecto.

Al Dr. Samuel Gémez Noguera por envolvernos maravillosamente en ese pequefio

y vasto mundo de los copépodos.

Al Dr. José Fernandez M., a la Dra. lovana Castellanos y al Biol. Julio Gonzalez,

quienes nos apoyaron en el desarrollo de este proyecto.

A Janneth, Esmeraldita y Freddy por seguirnos, apoyarnos y facilitarnos lo

esencial en la elaboracion de este proyecto.

A la Sefora Tita por el techo y el calor de hogar.

A la Doctora Gabriela del Valle por hacernos la vida mas amigable.

A los pescadores de la Bahia de Santa Maria de La Reforma, Navolato, Sinaloa,

México, por su tiempo, su esmero y sus valiosas ensefianzas.

www.manaraa.com



A la MC Catherine Soler Jiménez, por su gran apoyo Yy por sus brazos de

esperanza.

A Evis, MaFe, Eric, Beto, Daniel, Sauma, Nuri, Rosalina, Gus y Martha por

dejarnos descubrir sus almas y ser parte infinita de nuestra existencia.
A los Botetes diana, por sus vidas.

iA México por ponerle chile a nuestras metas!

Lestie &gma?ﬂ/ Comite %ﬂm

A Matrtin, Jesus, Andrea, Karen, Sofi, Marce y a todos los buenos amigos que me

han acompafado durante este camino.

Coomile %}fm‘&

www.manharaa.com




RESUMEN

EFECTOS PATOLOGICOS DE LAS INFESTACIONES BRANQUIALES POR EL
COPEPODO (Pseudochondracanthus sp.), PARASITO DEL PEZ BOTETE DIANA

Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842)

Mediante el uso de la hematologia y la histopatologia se estudiaron los efectos
patologicos del copépodo Pseudochondracanthus sp., sobre las branquias del pez
marino botete diana (Sphoeroides annulatus), especie promisoria para el cultivo en
el noroeste de México. Para realizar esta investigacion se capturaron un total de
80 botetes diana procedentes de la Bahia de Santa Maria de La Reforma,
Navolato, Sinaloa, México; durante los meses de Agosto y Septiembre de 2007.
Los peces se colocaron vivos en un tanque de traslado con agua de mar y
aireacion hasta su arribo al area de bioensayos del Laboratorio de Parasitologia
del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.. Se distribuyeron en
cuatro grupos homogéneos compuestos de 14 individuos por tanque a la
temperatura de 28 £ 2 °C con aireacion constante y se aclimataron durante 15
dias. Finalizado este periodo se realizé la extraccion de sangre de 12 peces, para
determinar el hematocrito (Ht), hemoglobina (Hb), concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) y caracterizar los grupos celulares de la serie
leucocitaria (linfocitos, granulocitos, monocitos y trombocitos). Inmediatamente se
sacrificaron los peces para extraer las branquias y realizar el conteo de los
parasitos, luego las branquias con y sin presencia del parasito fueron procesadas
para histopatologia. Se describieron los cambios morfopatoldgicos asociados a la
presencia del parasito. Este muestreo se repitié siete dias después. Los datos de
tipo cuantitativos: niamero de parasitos y parametros sanguineos de los peces
muestreados, fueron comparados estadisticamente mediante un analisis de
ANOVA con un nivel de confiabilidad del 95%. Los estudios de histopatologia,
fueron evaluados bajo variables cualitativas. ElI ciclo de vida de

Pseudochondracanthus sp., estd compuesto por 4 fases y 6 estadios: un estadio
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naupliar, cuatro estadios de copepodito, un preadulto y un adulto que se colecto a
los 20 dias posteriores a su eclosion a una temperatura de 22 °C. En los niveles
de infestacion 1 (1-4), 2 (5-9) y 3 (10-13) parasitos/pez; los valores promedio de
los parametros sanguineos fueron: Ht (32, 33.66 y 27.5%), Hb (5.90, 5.74 y 4.59
g/dl), CHCM (18.71, 16.88 y 16.81 g/dl), eritrocitos (93.44, 92.83 y 94.20%),
leucocitos (4.37, 4.46 y 3.26 %), linfocitos (83.80, 89.69 y 83.88%), granulocitos
(13.07, 9.91 y 13.76%), monocitos (3.04, 0.37 y 2.34%) y trombocitos (2.17, 2.69 y
2.61%).Se encontraron diferencias significativas entre los diferentes niveles de
infestacion y los porcentajes de leucocitos y monocitos (P>0.05). Los cambios a
nivel histopatoldgico se caracterizaron por una infiltraciébn celular con predominio
de tipo mononuclear en la lamela primaria y en lamelas secundarias; atrofia y
necrosis del epitelio lamelar; hipertrofia de células caliciformes, hiperplasia del
epitelio lamelar y fusion de lamelas secundarias. Los cambios patologicos indican
la importancia de considerar el grado y la severidad de las lesiones ocasionadas
por Pseudochondracanthus sp., ya que es un parasito que en altas densidades de
siembra, puede generar un impacto negativo en los sistemas de cultivo. La
estandarizacion de los parametros hematologicos de Sphoeroides annulatus,
permitira detectar cualquier anormalidad que se presente a nivel patoldgico,

fisioldgico y nutricional en esta especie de pez.

Palabras clave: Sphoeroides annulatus, Pseudochondracanthus sp., hematologia,

histopatologia de branquias.
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ABSTRACT

PATHOLOGICAL EFFECTS OF GILL INFESTATIONS BY THE COPEPOD
(Pseudochondracanthus sp.), PARASITE OF “BOTETE” BULLSEYE PUFFER
FISH Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842)

Through the use of hematology and histopathology were studied the pathological
effects of copepod Pseudochondracanthus sp., on the gills of marine “botete”
bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus), a very promising species to be
planted in the northwest of Mexico. To make this investigation were caught a total
of 80 S. annulatus from the Bay of Santa Maria de La Reforma, Navolato, Sinaloa,
México, during the months of August and September 2007. The fish were placed
alive in a tank of seawater movement and aeration until their arrival to the
bioassays area of Parasitology Laboratory of the Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo A.C.. They were distributed in four homogeneous groups
with 14 organisms in each tank, with a temperature of 28 + 2 °C with a constant
aeration and acclimated for 15 days. After this period was the blood of 12 fish to
determine the hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb), mean corpuscular hemoglobin
concentration (MCHC) and to characterize the cellular groups of the series
leukocyte (lymphocytes, granulocytes, monocytes and thrombocytes). Immediately
sacrificed to extract fish gills and make counting of parasites, then the gills with and
without the presence of the parasites were processed for histopathology. It
described the morphopathological changes associated with the presence of the
parasites. This sampling was repeated seven days later. The quantitative data
type: number of parasites in blood parameters of the fish sampled were statistically
compared by ANOVA analysis with a level of reliability of 95%. The histopathology
studies were evaluated under qualitative variables. The life cycle of
Pseudochondracanthus sp., consists of phases 4 and 6 stages: one naupliar
stadium, four copepodid stages, one preadult and one adult to be collected within
20 days after hatching at a temperature of 22 °C. In infestation levels 1 (1-4), 2 (5-
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9) and 3 (10-13) parasites / fish; mean levels of blood parameters were: Ht (32,
33.66 and 27.5%), Hb (5.90, 5.74 and 4.59 g / dl), CHCM (18.71, 16.88 and 16.81
g / dl), erythrocytes (93.44, 92.83 and 94.20%), leukocytes (4.37, 4.46 and 3.26%),
lymphocytes (83.80, 89.69 and 83.88%), granulocytes (13.07, 9.91 and 13.76%),
monocytes (3.04, 0.37 and 2.34%) and thrombocytes (2.17, 2.69 and 2.61%).
Significant differences were found between the different levels of infestation, and
the percentages of white blood cells and monocytes (P> 0.05). The changes at
histopathology were characterized by cellular infiltration with a predominance of
type mononuclear in the primary lamellae and secondary lamellae; atrophy and
necrosis of lamellar epithelium; hypertrophy of goblet cells, hyperplasia of lamellar
epithelium and fusion of secondary lamellae. The pathological changes indicate the
importance of considering the degree and severity of injuries caused by
Pseudochondracanthus sp., because it is a parasite that in high density plantings
could generate a negative impact on farming systems. The standardization of
hematological parameters of Sphoeroides annulatus, will detect any abnormality
that is present at the pathological, physiological and nutritional this species of fish.

Keywords: Sphoeroides annulatus, Pseudochondracanthus sp., hematology,

histopathology of gills.
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INTRODUCCION

La pesca y acuicultura a nivel mundial suministraron alrededor de 106 millones de
toneladas de pescado para consumo humano en 2004, que es el valor mas alto
registrado en la historia (FAO, 2006). De este total, la acuicultura represento el 43

por ciento.

La produccion mundial de la pesca de captura se ha mantenido relativamente
estable en el Ultimo decenio, el total de las capturas marinas, que ascendié a 85.8
millones de toneladas en 2004 no ha variado sensiblemente. China, Peru y
Estados Unidos de Ameérica siguen siendo los principales paises productores.
(FAO, 2006).

La acuicultura sigue creciendo mas rapidamente que cualquier otro sector de
produccion de alimentos de origen animal y su tasa de crecimiento en el mundo
fue del 8.8% al afio desde 1970, mientras que la pesca de captura ha crecido
solamente a razon del 1,2%. La produccion declarada de la acuicultura en 2004
fue de 45.5 millones de toneladas. En todas las regiones aumentd la produccion
de 2002 a 2004, especialmente en las del Cercano Oriente y Africa del Norte; y en
Ameérica Latina y el Caribe, donde el crecimiento anual medio fue del 14 y 10%,
respectivamente. Continuaron predominando en este sector los cultivos de agua
dulce, seguidos de la maricultura y el cultivo en aguas salobres. Aparte de
camarones marinos, la mayor parte de la produccién de la acuicultura en los
paises en desarrollo en 2004 consistié en peces omnivoros/herbivoros o especies
filtradoras. En cambio, las tres cuartas partes aproximadamente de la produccion
acuicola de peces de los paises desarrollados consistieron en especies carnivoras
(FAO, 2006).

Para México el crecimiento acuicola en volumen entre 1993 y 2003, de acuerdo a
las ultimas cifras oficiales (CONAPESCA, 2005), fue del 22%, para alcanzar en

www.manaraa.com



este ultimo afio 207.780 toneladas. En ese periodo la produccion de camarén
crecio significativamente, hasta llegar a 62.361 toneladas en 2003, esto es casi

seis veces el volumen de 1993.

La produccion por cultivo en 2003 fue soélo el 15% de la produccion pesquera total
nacional (pesca + acuicultura), y esta concentrada en dos especies: camaron
(62.361 Ton) y tilapia (61.516 Ton), principalmente en sistemas de pesquerias. Por
otra parte, en los ultimos afos se han establecido en el noroeste de México
empresas que efectian el engorde de peces marinos de gran valor comercial
como atun aleta amarilla, en ranchos de maricultura. La produccién de estos
ranchos se exporta a mercados lucrativos como el japonés, donde han logrado
diferenciarse con base en su calidad (FAO, 2006). Existe una creciente demanda
de la industria, especialmente en el sector social, por nuevas biotecnologias de

cultivo, principalmente con especies marinas.

En afos recientes se ha incrementado la preocupacién por la inocuidad de los
alimentos para el consumo humano, y en la industria acuicola, por los aspectos
sanitarios en la produccién, procesamiento y comercializacion. Actualmente en
México existen programas orientados al control y/o erradicacién de enfermedades
del camaron, tilapia, bagre, trucha, peces ornamentales, moluscos bivalvos y otras
especies de importancia econdmica. Ademas hay campafias de manejo integral
contra las patologias del camardn y los patdgenos de peces, asi como contra las

patologias de moluscos bivalvos y de peces dulceacuicolas (CONAPESCA, 2005).
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caracteristica de un filamento branquial normal de botete
diana (Sphoeroides annulatus).

Figura 22. Proceso cronico en el cual se observa la
presencia de células de tipo mononuclear en la lamela
primaria la obstruccién del flujo sanguineo por el método
de fijacion de Pseudochondracanthus sp.

Figura 23. Fotomicrografia que exhibe una lesion tisular
leve o grado 1 asociada a la presencia de
Pseudochondracanthus sp.

Figura 24. Fotomicrografia que exhibe una lesion tisular
moderada o grado 2 asociada a la presencia de
Pseudochondracanthus sp.

Figura 25. Fotomicrografia que exhibe una lesion tisular
severa 0 grado 3 asociada a la presencia de
Pseudochondracanthus sp.

Figura 26. Fotomicrografia que exhibe una lesion tisular
severa 0 de grado 3 asociada a la presencia de
Pseudochondracanthus sp., en fase de copepodito IV.
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Anexo 1. Pesca de botete diana S. annulatus,  Anexo 2. Sala de Bioensayos del Laboratorio
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Anexo 3. Material para extraccibn de

Anexo 4. Arcos branquiales de botete diana
branquias.
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1. MARCO TEORICO

1.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL BOTETE

El botete diana S. annulatus pertenece a los peces globo de la familia
Tetraodontidae (Tabla 1), importantes para la alimentacion en Asia, especialmente
en China, Corea y Japdén. Aunque estos peces sintetizan una toxina (tetradotoxina)
en sus visceras, piel y gbénadas, en Japén son considerados como un plato
exquisito en el mercado (Kanazawa, 1989), con un precio de venta de US$ 22/Kg.,
durante los ultimos 15 afios (FAO, 2006). Mas de 4000 Ton de pez globo han sido
capturadas anualmente durante los ultimos 10 afios (FAO, 2006).

La especie mas estudiada de esta familia es Takifugu rubripes, cuya tecnologia de
produccion masiva se ha logrado en Japén desde 1962 (Kanazawa, 1989). La
produccion total anual en el 2004 de pez globo fue de 20.424 Ton de las cuales el
78.88% fue producido en China (FAO, 2006). Las técnicas de cultivo en Japén se
basan en jaulas flotantes; dentro de los principales problemas es la baja
productividad, debido a las altas mortalidades por enfermedades parasitarias
(Kikuchi et al., 2006). En México, S. annulatus (Jenyns, 1842), es un pez de
importancia comercial, ya que en varias regiones del Pacifico Mexicano se
sostiene una pesqueria artesanal, y en la Peninsula de California la pesca del
botete aumenté de 33 Ton en 1993 a 198 Ton en 1997. En los supermercados y
restaurantes de los estados del noroeste el precio del pescado entero varia de 5 —
7 US$/Kg y 7 — 9 US$/Kg en filete, y su toxicidad al consumo es mas baja o nula
en relacion a las especies asiaticas. Ademas tienen gran importancia como peces
ornamentales, una demanda y precios altos de alrededor US$ 20 cada uno.
(Nufez-Vazquez et al. 2000).

1.3 BIOLOGIA DEL BOTETE DIANA (Sphoeroides annulatus)

1.3.1 Descripcion

X El botete diana también es conocido
% | como tamboril anillado, botete
tamborin o pez globo (Fig. 1). La
" descripcion original fue realizada por
Jenyns, L. en 1842. Su cuerpo es
! relativamente  alargado,  grueso,
| robusto y subcilindrico. Tiene una
considerable capacidad de inflarse
por una adaptacion muy notable del
estdbmago en el pez ya que pueden
£ inflarlo con aire o0 agua hasta tomar la

~ forma de un globo. El estbmago o
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bien una evaginacion de su porcion anterior, se llenan mediante la accion de los
esfinteres cardiaco y pilorico y por otro esfinter, durante la evaginacion misma. Se
puede observar que la presencia de un estbmago dilatable en estas familias se
relaciona con la ausencia de aletas pélvicas; también faltan los huesos pélvicos y
principalmente esta adaptacion estd relacionada con la defensa ante los
predadores (Lagler et, al., 1984).

El promedio de sus dimensiones es: altura del cuerpo de 3.3 a 4.0 cm. de la
longitud patréon. Cabeza larga de 2.7 a 3 veces en la longitud patrén. Hocico
moderadamente romo, de 2 a 2.5 veces en la longitud cefalica poseen dientes
moledores (molariformes) en las cavidades oral y faringea en asociacion con su
tipo de dieta. Ojos pequefios de 5 a 7 veces en la longitud cefélica. Pequefas
espinas en el lomo desde la nuca hasta la aleta dorsal y en el abdomen desde la
faringe hasta la aleta anal. Aleta dorsal O-1 espina y 7-8 radios. Aleta anal 0-1
espina y 6-8 radios blandos. Aletas pectorales con 16 radios blandos; 8
branquiespinas en la rama inferior del primer arco branquial. La aleta caudal es
ligeramente convexa. Tiene 18 a 19 vértebras.

La coloracion del dorso es negruzco a café-olivo, con un caracteristico patron de
anillos concéntricos péalido-amarillento en forma de diana, capaz de mimetizarse;
su vientre es palido. La cabeza y los costados estan cubiertos por numerosas
manchas pequefias de color café oscuro sobre un fondo café claro. Aletas y
vientre sin manchas. Su longitud total maxima es de 44 cm. y habita en los fondos
y parches arenosos de los arrecifes; los juveniles viven en los sistemas lagunares-
estuarinos (Bussing, 1995).

1.3.2 Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxondémica (Amezcua, 1996)

Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Osteichthyes
Clase Actinopterygii
Infraclase Teleostei
Superorden Acanthopterygii
Orden Tetraodontiformes
Suborden Tetraodontoidei
Familia Tetraodontidae
Género Sphoeroides
Especie Sphoeroides annulatus (Jenyns, 1842)
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1.3.3 Distribucioén

El botete diana se distribuye desde San Diego, California, Estados Unidos hasta
Pisco, Peru y en las Islas Galapagos (Fig. 2).

Figura 2. Distribucién geografica del pez Botete diana
(Sphoeroides annulatus)

1.3.4 Habitat

Algunos de estos peces viven en agua salada, pero otros son salobres o especies
de agua dulce y algunos son tolerantes a las bajas salinidades como el Takifugu
rubripes (Lee et al., 2005).

1.3.5 Alimentacion

Sus hébitos alimenticios son de consumidor secundario puesto que son
preferentemente carnivoros, pero incluyen también detritos en su dieta; en la
naturaleza su alimento habitual lo constituyen animales de concha dura,
mayormente caracoles. También ingiere otros alimentos de origen marino como
cangrejos, jaibas, camarones, artemia, mejillones y toda clase de moluscos.
(Amezcua, 1996).

1.4 COPEPODOS PARASITOS DE PECES
Los copépodos son el mayor grupo de pequefios crustaceos, incluye unas 11500

especies en su mayoria marinas, algunas dulceacuicolas y terrestres. Son
Onicas y representan un gran eslabon en la cadena trofica, ya
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que se alimentan de fitoplancton y son base de alimentacién de muchos peces,
por lo que han sido muy estudiados como reguladores de fitoplancton.

También existen unas 1000 especies que son parasitos de branquias, aletas y piel
de peces, y en el intestino de equinodermos y bivalvos, cuyo cuerpo presenta
modificaciones debido al estilo de vida. En los ectoparasitos aparecen modificados
los apéndices anteriores para la sujecion y alimentacion. Son de tamafo pequefio
entre 1 y 5 mm., algunos pueden alcanzar entre 2 y 32 cm. (Boxshall, et al., 2004).

Cerca de 30 familias de copépodos son parasitos que utilizan a los peces como
hospederos intermediarios y algunas de éstas se encuentran exclusivamente en
peces como hospederos Unicos. Pueden causar dafio directo por el mecanismo de
atague o por sus actividades de alimentacion. En piel pueden causar dafios como
necrosis, erosién e hiperplasia de la epidermis, provocando la proliferacion de
fibroblastos, produccion de fibrina e infiltracion celular y en algunos casos pueden
hacer susceptible al pez a infecciones secundarias. La hiperplasia es un fenémeno
mucho mas generalizado en la epidermis de los peces que en otras especies
mayores generando proliferacion de todos los estratos y con frecuencia
acompafnado por espongiosis (Roberts, 2001). En los filamentos branquiales se
produce hipertrofia y fusion de la lamela secundaria, con consecuente pérdida del
area respiratoria. Los miembros de la familia Caligidae, son los mas comunmente
encontrados en el mar y en agua salobre, constituyendo un 61% de todos los
trabajos (Johnson et al., 2004).

El ciclo de vida comprende dos fases: naupliar y copepodito. Existe un maximo de
seis estadios de nauplio (NI-NVI) y todos son de vida libre y algunos de vida
parasita. Los estadios de copepodito son maximo cinco y una extremidad se va
adicionando en cada muda de esta fase, la quinta muda es la ultima, y la hembra
empieza a ser receptiva sexualmente (Boxshall, et al., 2004). El ciclo de vida de
Lepeophtheirus simplex, parasito del botete diana, Sphoeroides annulatus , fue
descrito por Rivas (2003) bajo condiciones de laboratorio, el cual consta de dos
estadios naupliares planténicos, un copepodito, tres estadios calimus, dos
estadios preadultos semifijos y el estadio adulto. En la actualidad no existe
informacion sobre del ciclo de vida de la familia Chondracanthidae, solamente se
han descrito tres parasitos copépodos de esta familia Pseudocanthopsis apogonis,
Praeciochondria setoensis y Acanthochondria yui (Izawa, 1986).

La hembra de Pseudochondracanthus sp., que se encontré en las branquias del
botete diana tiene las siguientes caracteristicas (Wilson, 1908):

Region anterior consistente de un cefalosoma, cuello no muy prolongado; las
partes de la boca se localizan en la region anterior y el cefalosoma lleva dos pares
de apéndices ventrolaterales. Tronco recubierto con una serie de escamas; sin
ramificaciones en el tronco, con un par de apéndices posterolaterales. Abdomen
muy corto fusionado con las ramificaciones caudales, estas Ultimas convergentes,
lobuladas, con extremo alargado y puntiagudo distalmente. Segmento genital mas
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largo que ancho, oval, con un area de adhesién dorsal para los sacos de huevos a
cada lado del segmento. Anténula tipo E (Kabata, 1984) con parte distal pequefia
y cilindrica con 7 setas, cuatro de ellas mas largas. Antena bisegmentada;
segmento proximal sin armadura, segmento distal fuerte, en forma de gancho y
estriado. Mandibula caracteristica de Poecilostomatoida; segmento distal curvado,
con hilera con cerca de 200 dientes en el lado céncavo y de mas de 200 dientes
en el lado convexo (Fig. 3 Ay B).

Figura 3. A. Hembra adulta, ventral, y B. Hembra ovigera, dorsal, de
Pseudochondracanthus sp. Escala de barras 2 mm.

1.5 SISTEMA RESPIRATORIO DE LOS PECES

La superficie del epitelio de las branquias es comparable en extensién a la
superficie total de la piel e incluso mayor en algunas especies, y su estructura
tiene gran importancia en la homeostasis del pez. El epitelio es delgado para
permitir el intercambio gaseoso, lo que lo hace muy sensible a los patégenos.
También las branquias son responsables de la regulacion de los intercambios de
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sal y agua, que juegan un papel importante en la excrecion de productos
residuales nitrogenados (Roberts, 1981).

La estructura de un pez teledsteo tipico comprende dos series de cuatro
holobranquias que forman las paredes de la faringe, el arco branquial esta
recubierto por un tejido epidérmico, mucho més espeso en el origen de las lamelas
primarias y generalmente provistas de células mucosas. Por debajo se encuentra
generalmente una red de tejido linfoide con numerosos linfocitos y en muchas
especies granulos eosinofilos (Roberts, 1981).

En las lamelas secundarias se llevan a cabo los intercambios gaseosos, estas
lamelas estan formadas por una envoltura de células epiteliales simples planas
dispuestas en una capa espesa, sostenidas y separadas por células de sostén. Se
ha demostrado que estas células tienen en su composicion una proteina contractil
similar a la encontrada en las amebas. También la contraccion de estas células
puede servir para el control de la tasa de flujo sanguineo por medio de las
superficies de intercambios gaseosos (Roberts, 1981).

1.6 ORGANOS HEMATOPOYETICOS

Carecen de ganglios linfaticos, y en general de cavidad 6sea medular. El tejido
hematopoyético se localiza en el estroma esplénico y en los intersticios renales.
En menor proporcidon se encuentra en los espacios periportales hepaticos, en la
submucosa intestinal y en el timo, 6rgano linfoide por excelencia (Roberts, 1989)

1.6.1 Timo

Es un 6rgano par, homogéneo, representado por unas delgadas ldminas ovales de
tejido linfoide, dispuesto subcutaneamente en la comisura dorsal del opérculo,
revestido por tejido mucoso del epitelio faringeo (Ellis, 1988). El timo constituye en
estos peces uno de los principales lugares de diferenciacion de estos tipos
celulares. Puesto que los linfocitos T o linfocitos B aparecen en el timo mas tarde
de lo que lo hacen en rifidn y bazo, se cree que no es el timo el principal 6rgano
de diferenciacion de células B, pero si de desarrollo y maduracion de linfocitos T
(Bernstein et al., 1998).

1.6.2 Rifién

Macroscopicamente es un oOrgano homogéneo, pero puede diferenciarse un
segmento anterior o riidn craneal, derivado del pronefros y constituido
fundamentalmente por tejido linfo-hematopoyético, y un segmento medio y/o
posterior o rifidbn troncal derivado del mesonefros, en el que el tejido
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hematopoyético forma una matriz entre las nefronas y estructuras del sistema
excretor (Ferguson, 1989).

En el desarrollo del pez, el riidn anterior es el primer 6rgano en el que aparece la
inmunoglobulina IgM, por lo que se le considera un oOrgano primario en la
diferenciacion de células B (Irwin et al., 1986). Es considerado como un 6rgano
analogo a la médula 6sea de los mamiferos, en el que se produce la eritropoyesis,
granulopoyesis y linfopoyesis (Razquin et al., 1990).

1.6.3 Bazo

Es un dérgano abdominal, que suele ser Unico, aunque en ocasiones pueden
encontrarse dos o mas bazos menores. La determinacion de cual es la funcién
inmune del tejido linfoide esplénico ha sido motivo de controversia, principalmente
por las diferencias encontradas entre las distintas especies (MacArthur, 1985).

1.7 SISTEMA INMUNOLOGICO DE LOS PECES

La respuesta inmune de todos los vertebrados, incluidos los peces, puede dividirse
en dos tipos. El primero, la respuesta innata o inespecifica, consiste en una serie
de mecanismos filogenéticamente muy antiguos que pueden eliminar los
patdgenos del organismo o bloquear su entrada de forma inespecifica. El segundo
constituye la denominada respuesta inmune combinada o especifica, que es
inducible y requiere la presencia de una serie de células que reaccionan
especificamente con el antigeno inductor y que son los linfocitos. La denominacion
de respuesta combinada se debe a que en ella intervienen dos elementos: la
respuesta humoral, mediada por anticuerpos y la respuesta celular, mediada
principalmente por linfocitos T (Bernstein et al., 1998).

1.7.1 Células y Complejos Celulares Inmunocompetentes

Las células involucradas en el sistema inmune son los leucocitos o glébulos
blancos, que pueden encontrarse en sangre circulante o en tejidos, y en ocasiones
pueden formar complejos como los centros melanomacrofagicos. Su clasificacion,
al igual que la de los leucocitos de todos los vertebrados, se ha realizado por
criterios morfolégicos segun los cuales se distinguen varios tipos: linfocitos,
granulocitos y monocitos o macréfagos (Ellis, 1977).

La cantidad de leucocitos totales circulantes en sangre es muy variable
dependiendo de las especies y de las condiciones fisioldgicas.
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1.7.1.1 Linfocitos

Los linfocitos son células altamente diferenciadas con capacidad de respuesta
frente a los estimulos inmunolégicos (Ellis, 1977). Los linfocitos maduros, que son
la mayoria, son células pequefas, de borde irregular, cuyo interior esta casi en su
totalidad ocupado por un nucleo con la cromatina muy agrupada. El citoplasma se
dispone como un fino anillo basofilo alrededor del nucleo, con proyecciones
pseudopodiales y en él se encuentran mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y
rugoso, ribosomas y aparato de Golgi, lo que demuestra que son células de alto
potencial metabdlico (Ellis, 1977).

Los linfocitos circulan por todo el cuerpo a través de la sangre y la linfa, y se
congregan en los organos linfoides (Roberts, 1989). También aparecen en otros
tejidos del pez, como la epidermis (Peleteiro et al., 1985) y tejidos afectados por
procesos inflamatorios (Hibiya, 1994). Los datos sobre la cantidad de linfocitos en
sangre encontrados en la literatura son muy variables y dependen de muchos
factores, como la especie, las condiciones y técnicas de extraccion de la sangre,
condiciones fisiolégicas del pez, o incluso de las variaciones individuales que
habitualmente se presentan.

Son los responsables de la respuesta inmune especifica humoral y celular, que se
traduce en la produccion de anticuerpos, la capacidad citolitica, el proceso de
memoria inmunoldgica y la liberacion de factores reguladores de la funcion
inmune, como las linfocinas (Campbell et al., 1990)

1.7.1.1.1 Subpoblaciones Linfoides

Actualmente queda demostrada la presencia de células funcionalmente diferentes,
gue se asemejan a los linfocitos T y B (Bernstein et al., 1998). La existencia de
células equivalentes a linfocitos T y B en los peces se sugirié6 por diversos
estudios, en los que se diferenciaban dos tipos de linfocitos distintos, y que se
basaban en la respuesta a mitdgenos tipicos de los linfocitos T o B. La utilizacién
de anticuerpos monoclonales anti IgM evidencioé dos subpoblaciones, que pueden
denominarse linfocitos T y B, aunque la clasificacion puede no ser totalmente
analoga a la de los mamiferos o las aves (De Luca et al., 1983).

1.7.1.2 Granulocitos

En peces teledsteos, se han descrito los tres tipos celulares por su morfologia,
pero no siempre estan presentes todos ellos en la misma especie ni son
comparables funcionalmente con sus andlogos de mamiferos (Hine, 1992).
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1.7.1.2.1 Neutroéfilos

Estas células, denominadas también heterofilos, polimorfonucleares (PMN’s) o
simplemente granulocitos, se caracterizan morfolégicamente por un nucleo
excéntrico multilobulado (dos o tres I6bulos), con la cromatina densa y agrupada
que tifie parpura oscuro con la tincion de Giemsa o Wright, y por la presencia de
un gran citoplasma palido en el que se distinguen granulos que varian desde el
gris, al rosa pélido (Campbell et al., 1990). Los granulos son de forma redonda u
ovalada, de tamafo variable y electrénicamente densos (Slierendrecht et al.,
1995).

Se asemejan a los neutréfilos de mamiferos por su morfologia y por sus
caracteristicas histoquimicas, presentando tincién positiva por reaccion al acido
periodico de Schiff (PAS) y sudan negro B, asi como reaccion positiva a las
pruebas de benzidina-peroxidasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina (Roberts,
1989; Hine, 1992). Recientemente se han encontrado anticuerpos monoclonales
especificos para este tipo celular, que permiten identificarlos y realizar estudios
con las distintas poblaciones leucocitarias; los neutrofilos se localizan en sangre
circulante, y en los tejidos inflamados (Campbell, 1990; Hine, 1992). Entre las
principales funciones de los neutrdéfilos se encuentran la fagocitosis (Hine, 1992), y
la actividad microbicida mediada por el proceso denominado explosion
respiratoria, que consiste en la capacidad de convertir el oxigeno molecular en una
serie de compuestos o metabolitos debido a la liberacion de especies de oxigeno
reactivo (ROS, por sus siglas en inglés), entre ellos el anién superoxido (0Oy) y el
peréxido de hidrogeno (H,0-), potentes microbicidas capaces de dafiar moléculas
organicas (Plyzycz et al., 1989).

Otra de sus funciones estriba en la mediacion de la respuesta inflamatoria aguda.
A partir del pronefros, los neutrofilos pasan al torrente circulatorio y migran a los
lugares de inflamacién, en respuesta a estimulos quimiocinéticos, aunque este
fendmeno se produce de forma mas lenta que en mamiferos. Esto provoca una
deplecion en los neutrofilos del pronefros (Hine, 1992).

1.7.1.2.2 Eosino6filos

Se han descrito como células redondas que presentan un nudcleo a menudo
bilobulado y excéntrico, y un citoplasma azul palido con granulos de forma
alargada o esférica, que se tifien con colorantes acidos en medio alcalino
(Roberts, 1989). Se han denominado a todos los eosindfilos de tele6steos como
HGEs (eosinofilos granulares homogéneos, del inglés Homogeneous Granule
Eosinophils). Esta morfologia coincide con la de los eosinofilos de mamiferos, pero
sin embargo, no ha podido demostrarse una analogia similar respecto a sus
funciones (Hine, 1992).
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Se encuentran células eosindfilas distribuidas en el tejido conectivo,
especialmente en tracto gastrointestinal y branquias, también en piel y corazon,
que contienen grandes granulos, y que se han denominado EGCs (células
granulares eosinofilicas, del inglés Eosinophilic Granule Cells) (Ezeasor et al.,
1980). Intervienen en los procesos de inflamacion y defensa celular mediante
degranulacién, por lo que se han comparado con los mastocitos o células cebadas
de mamiferos, ya que ademas se distribuyen analogamente (Powell et al., 1991).

1.7.1.2.3 Basoéfilos

Se describen como células con citoplasma ligeramente basofilo y grandes
granulos redondeados que a menudo ocultan el nucleo y que recuerdan a los
baséfilos y mastocitos de mamiferos. Sin embargo, se conoce muy poco de ellos y
segun estudios estructurales y citoquimicos se pueden confundir con eosindfilos
(Ellis, 1988).

1.7.1.3 Monocitos/Macrofagos

Los monocitos/macréfagos son grandes leucocitos con citoplasma azul-gris o azul
brillante con tincibn Giemsa, y ocasionalmente vacuolado, en el que pueden
observarse proyecciones pseudopodiales. El nacleo ocupa entre un medio y un
tercio del volumen celular y su forma es variable, redonda u ovalada, a menudo
con una ligera invaginacion, o con forma de rifidn. En él, la cromatina aparece
dispersa (Campbell, 1988). Estructuralmente, el citoplasma es denso, con
formaciones membranosas, gran nimero de cuerpos heterogéneos (fagosomas), y
en ocasiones presenta granulos de melanina (Peleteiro et al., 1990). Se tifien
positivamente por reaccion al PAS y presentan actividad esterasa inespecifica y
fosfatasa &cida concentrada en los granulos (MacArthur et al., 1985).

Se distribuyen por todos los tejidos y cavidades corporales, pero principalmente se
localizan en rifidbn y bazo, donde concentran el material fagocitado y pasan a
formar parte de los centros melanomacrofagicos, en los que acumulan también
una cantidad variable de pigmentos (MacArthur et al., 1985). Asi mismo, su
presencia es abundante en tejidos inflamados (Campbell et al., 1990).

Los macrofagos constituyen la principal célula fagocitica en los peces, por su
capacidad de ingerir y digerir material extrafio, inerte o antigénico, asi como restos
celulares resultantes de la respuesta inflamatoria u otros procesos degenerativos
(MacArthur et al.,, 1985). Al igual que los neutréfilos, también tienen gran
capacidad microbicida intra y extracelular, debido al ROS, durante el proceso de
explosion respiratoria (Plyzycz et al., 1989).
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1.7.2 Centros melanomacrofagicos (CMM’s)

Son agregados celulares cuya denominaciéon como centros melanomacrofagicos
(CMM’s) fue propuesta por Roberts en 1981 por la semejanza estructural de sus
células con macrofagos, su alto contenido en melanina y su tendencia a agregarse
(Agius et al.,, 2003). Aparecen en o6rganos linfoides de todos los teledsteos. Se
distribuyen homogéneamente por todo el tejido esplénico y renal, por lo que
algunos autores sugieren que estan estrechamente relacionados con el sistema
vascular y que la entrada de los productos que acumulan se produce via
sanguinea (Ziegenfuss et al., 1991).

Algunas de sus funciones son procesar y acumular los productos de desecho
celular provenientes principalmente de la destruccion de eritrocitos y del
metabolismo del hierro, asi como de tejidos dafiados en procesos patoldgicos.
Como consecuencia de ello, se acumulan una serie de pigmentos, como la
melanina, lipofucsina y hemosiderina (Agius et al., 2003).

1.8 HISTOPATOLOGIA

La diversidad de especies, razas y sistemas de alimentacion y manejo dificulta la
interpretacién de los datos del diagnéstico complementario; en este aspecto la
medicina veterinaria es a todas luces mas complicada que la medicina humana. El
diagnéstico diferencial precoz, especialmente en enfermedades organicas y
metabolicas, dificilmente se lograria sin el auxilio del laboratorio. Ademas, el
cuadro bioquimico variard segun el momento evolutivo de la enfermedad y
muchas veces coexistiran simultaneamente dos o mas afecciones (Roberts, 1981).
La histopatologia ha sido empleada como instrumento de diagndstico en la ciencia
médica y veterinaria desde las primeras investigaciones celulares llevadas a cabo
en siglos pasados. Desde entonces se han producido grandes avances en todos
los aspectos de la biologia molecular, como resultado muchas técnicas
histopatoldgicas que se utilizan en mamiferos que estan ahora disponibles para el
ictiopatdlogo (Roberts, 1989).

1.9 HEMATOLOGIA

Son muchas las investigaciones que se han realizado sobre los parametros
hematolégicos de un gran numero de peces. La ictiohematologia puede ser
definida como una disciplina que estudia la sangre de los peces; en términos
practicos esta especialidad estudia las células sanguineas y de ellas su
morfologia, bioquimica y funcionamiento, asi como también los d&rganos
hematopoyéticos, las enfermedades relacionadas con ellos y cualquier fendmeno
o patologia que relacione las células y/o sus érganos productores (Williams et
al.1992).
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Por lo tanto, las variaciones de los parametros hematoldgicos como hematocrito,
leucocitos, recuentos diferenciales celulares y concentracion de hemoglobina,
entre otros, pueden ser utilizados como indicadores de contaminacion, y a su vez
también estan siendo utilizadas como indicadores fisioldgicos de disfuncion
organica por estrés (Wedemeyer et al., 1990). Las variables hematoldgicas varian
sustancialmente entre especies (Ellis, 1977; Hine, 1992).

1.9.1 Técnicas de muestreo de sangre
1.9.1.1 Anticoagulantes

Al igual que en hematologia de animales superiores, se emplean los mismos
anticoagulantes estandares. Estos son la heparina y el etilendiamin-tetraacetato
(EDTA).

1.9.1.2 Métodos de evaluacién de eritrocitos

- Recuento total de eritrocitos

- Recuento total de leucocitos

- Hemoglobina

- Hematocrito o microhematocrito

- Evaluacién morfoldgica de los eritrocitos
- Indices eritrocitarios

1.9.1.3 Métodos de evaluaciéon de leucocitos

- Recuento diferencial de células

1.9.1.4 Métodos de evaluacién de trombocitos

Comunmente, la evaluacion de trombocitos en peces se realiza en el conteo total.
Para ello se emplea la misma técnica que para glébulos rojos y blancos con
diluciones y solucion de Natt-Herrick. Pero también se puede realizar su conteo en
el frotis (Stoskopf, 1993).

1.9.1.5 Citologia

La citologia de la sangre del pez, entre los métodos comunes de tincion para la
hematologia, se incluye los de Giemsa, acido periddico de Schiff y sudan negro,
entre otras. Sin embargo, una de las causas por las que se produce variacion en la
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tincion es el uso del anticoagulante empleado que puede alterar significativamente
las propiedades de coloracion de los granulocitos (Roberts, 1981).
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2. ANTECEDENTES

2.1 ENFERMEDADES PARASITARIAS DE PECES MARINOS

La mayoria de peces, tanto en estado silvestre como en cultivo, se encuentran
infestados por parasitos cuyas lesiones pasan inadvertidas en la mayoria de los
casos. En condiciones de cultivo se rompe el equilibrio hospedero-parasito lo que
se genera un incremento en el numero de parasitos afectando el crecimiento de
los peces, lo cual aumenta la tasa de mortalidad (Boxshall, 2004).

Con el desarrollo de los cultivos marinos semiintensivos e intensivos, la
importancia de los parasitos copépodos como agentes causales de enfermedad es
evidente (Johnson et al., 2004). Por lo que se ha prestado mayor atencion a las
enfermedades de tipo parasitario, en especial las causadas por copépodos
ectoparasitos como Lepeophtheirus simplex, debido a su abundancia y adaptacién
al medio, éstos pueden fijarse a la piel y aletas de los peces, causando lesiones
epidérmicas, anorexia y alta mortalidad (Ho et al., 2001). Otros copépodos
branquiales perforan el tejido del hospedero y succionan sangre desencadenando
un cuadro de anemia. Es el caso de Lernaeocera branchialis, un pennélido que
tiene un impacto negativo severo sobre los bacalaos silvestres, considerado como
una amenaza potencial para su cultivo (Smith et al., 2007).

Existen reportes de copépodos que se presentan en alto nimero, especialmente
en branquias, como el estadio de calimus que puede causar patologias
significativas que llegan a dar como resultado mortalidad, infecciones en la
cavidad opercular y branquias de Acantopagrus schlegeli por adultos y juveniles
de Caligus multispinosus los cuales fueron reportados como causa de congestiéon
en branquias y proliferacion de mucus (Lin et al., 1994). Estas infestaciones son
favorecidas por el estrés, la formacion de heridas, fallas en la osmorregulaciéon y
en el caso de las branquias deterioro en la respiracion; causan la muerte debido a
la presencia de infecciones secundarias (Johnson et al., 2004).

Los pardsitos copépodos de otras familias también han sido reportados en cultivo
de peces y también son responsables de enfermedad. Por ejemplo la fijacion y
actividad de alimentacién de Alella macrotrachelus, en el besugo del mar negro
Spondyliosoma cantharus, el parasito causa hiperplasia en branquias (Muroga et
al., 1981). Hogans en 1989 report6 serios dafios en el salmon del Atlantico por
Ergasilus labracis caracterizados por hiperplasia del epitelio lamelar en branquias
y alta mortalidad. La infestacion de branquias del borneo mollet (Liza macrolepis),
con altos numeros de Diergasilus kasaharai, copépodos de la familia Ergasilidae,
provocaron inflamacion, necrosis, y alta produccion de moco en branquias y
finalmente, la muerte del hospedero (Lin et al., 1998). La formacion de vacuolas
dentro de las branquias fue reportado para el pez cabrilla (Epinephelus
malabaricus) infectado con Ergasilus lobus (Lin et al., 1998).
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El cultivo de especies marinas en Japon estd basado en cinco especies
principales Seriola quinqueradiata, Seriola dumerili, Paralichthys olivaceus y
Takifugu rubripes. Como se mencion0 anteriormente, una de las especies de
mayor impacto en la produccion de peces del Japon es el pez globo tigre (Takifugu
rubripes), numerosas especies de copépodos han sido reportadas para esta
especie incluyendo: Caligus fugu, Pseudocaligus fugu y Neobrachiella fugu
(Johnson et al., 2004).

Los parasitos no son diferentes de otras poblaciones bioldgicas y una poblacion
parasita comprende a todos los individuos de una especie parasita en patrticular.
Los descriptores cuantitativos de poblaciones parasitas como la prevalencia,
abundancia media e intensidad entre otros, son puntos estimables basados en las
muestras de la poblacion de un hospedero. Estos aspectos son fundamentales
para reconstruir los ciclos de vida que permitiran, con una adecuada anticipacion,
inferir estrategias de mitigacion para las parasitosis potencialmente peligrosas en
una nueva poblacién de hospedadores. También constituyen uno de los factores
mas importantes en el control de estas enfermedades parasitarias ya que el
estudio de su ecologia en poblaciones naturales, es relevante para el
entendimiento de las variaciones de la distribucion y prevalencia del parasitismo
entre los hospedadores (Bush, et al., 1997).

2.2 ALTERACIONES HEMATOLOGICAS OCASIONADAS POR PARASITOS

Ogawa e Inouye (1997) observaron que el hematocrito y la concentracion de
hemoglobina en Takifugu rubripes infestado experimentalmente con
Heterobothrium presentd cambios a medida que transcurria el tiempo de
infestacion. No se observaron variaciones significativas en el hematocrito entre el
dia 2 y el dia 24 post infestacion, mientras que la hemoglobina disminuyo
significativamente. Tanto el hematocrito (valores por debajo de 30%) como la
hemoglobina (valores por debajo del 7 g dI') empezaron a disminuir aunque
también descendio la intensidad de la infestacion.

Por otra parte, investigaciones realizadas por Jones y Grutter (2005) en el pez
Hemigymnus melapterus parasitado por el isopodo Gnathia sp., mostraron que el
hematocrito (8.81%) de los peces expuestos al parasito fue significativamente mas
bajo que en los peces control (32.37 £ 4.90%). Los crustaceos parasitos pueden
incrementar (Bowers et al., 2000) o reducir el hematocrito en el pez dependiendo
de la severidad de la infestacion. Si el parasito actia como estresor el hematocrito
puede aumentar, pero si el ectoparasito es grande o se encuentra parasitando al
hospedero en un niamero considerable, el hematocrito puede reducirse.

Celik y Aydin (2006) observaron los efectos hematolégicos de Trachelobdella
lubrica en el pez Scorpaena porcus (escorpidén negro), registrando disminucién del
Ht (19.83 + 1.17 %) y la Hb (8.87 = 0.58 g dI') en los peces infestados
naturalmente comparado con los peces saludables Ht (23.42 £ 0.69%) y Hb (7.70
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+ 0.23 g dI'"). Esta disminucién en el hematocrito puede ser consecuencia de lisis
eritrocitica acelerada causada por el estrés que genera el parasito en el
hospedero.

com




3. JUSTIFICACION

La produccion mundial de la acuicultura ha crecido notablemente durante los
altimos cincuenta afos, la demanda constante de alimento ha hecho necesaria la
busqueda de nuevas especies de peces para cultivo (FAO, 2006). La exportacion
de botete diana (S. annulatus), proveniente de capturas ha alcanzado las 595
toneladas, lo que sitia a México como el segundo pais exportador de esta especie
en el mundo (NuUfiez-Vazquez et al., 2000).

El pez botete diana es considerado una especie con gran potencial para cultivo
por su alto valor comercial, tolerancia al manejo y a las condiciones ambientales.
En la actualidad, el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo. A.C.,
(CIAD), Unidad Mazatlan, Sinaloa, esta desarrollando una planta piloto para la
produccion de juveniles de esta especie. Desde 1996 a la fecha, se han realizado
bioensayos con reproductores silvestres y de cautiverio. Una limitante en el
desarrollo del cultivo del botete diana, es la aparicidn de agentes patdgenos como
bacterias, protozoarios y parasitos.

Sin embargo en el botete diana no existen estudios hematolégicos ni
histopatolégicos, como herramientas diagndsticas que permitan detectar cambios
fisiologicos para prevenir y controlar enfermedades parasitarias causantes de
elevada morbilidad en el cultivo, por lo que el conocimiento de las infecciones
ocasionadas por el copépodo parasito Pseudochondracanthus sp., dara la pauta y
el inicio de las investigaciones en esta tematica y serviran como referencia para
futuras investigaciones.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de diferentes niveles de infestacion branquial por copépodos del
género Pseudochondracanthus sp., sobre la hematologia del botete diana (S.
annulatus) y describir los dafios histolégicos asociados a su presencia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Describir algunos aspectos de morfometria y del ciclo de vida del copépodo

parasito Pseudochondracanthus sp.

- Caracterizar los diferentes tipos celulares de leucocitos en el botete diana
(S. annulatus).

- Evaluar el efecto de diferentes niveles de infestacibn del copépodo
Pseudochondracanthus sp. sobre algunos parametros hematolégicos del
botete diana

- Describir el dafio histolégico en las branquias del botete diana asociado a la
infestacion por el copépodo.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 FASE DE MUESTREO Y MANTENIMIENTO DE LOS PECES

Durante el periodo Agosto-Septiembre de 2007, se capturaron 80 individuos de
botete diana (S. annulatus), por los pescadores de la bahia de Santa Maria de La
Reforma, Navolato, Sinaloa, México, utilizando un “robador”. Este instrumento de
pesca consiste en una asociacion de piezas de plomo y varios anzuelos unidos
por una cuerda de nylon de 10 a 15 m aproximadamente, en el que dos de ellos
en la parte superior son cargados de la carnada (jaiba) y los de la parte inferior
estan libres y sin espuela para que al momento de que el pez muerda la carnada,
se hale firmemente el nylon, éstos enganchen al pez provocando solamente la
herida por la puncion (Anexo 1).

Una vez que los peces fueron capturados, se trasladaron vivos en tanques
Sistema Rotoplas® de una capacidad méxima de 450 |, previamente llenos con
agua de mar del sitio de pesca con aireacion constante, al area de bioensayos del
Laboratorio de Parasitologia del CIAD., A.C.. El tiempo de traslado fue de 4 horas
aproximadamente.

En el area de bioensayos, se seleccionaron peces entre 17 y 22 cm de longitud
total que se colocaron en tanques de fibra de vidrio negros de 400 I, con
suministro de agua de mar, el cual se realiza por bombeo directo de la playa
utilizando dos bombas sumergibles de 10 HP cada una.

El agua bombeada hacia las instalaciones fue almacenada en tres tanques de
recepcion con capacidad de 40000 | cada uno, filtrada por arena y piedra y luego
distribuida por tuberia de PVC a las diferentes instalaciones de cultivo. El agua
gue entro a la sala de bioensayos previamente se paso6 por un filtro de cartucho de
20 um, y el proceso de purificacion finaliza con la exposicion a radiaciones UV
para neutralizar y evitar la presencia y viabilidad de microorganismos patégenos.
Adicionalmente en el tubo de suministro de agua se coloc6 un filtro hecho con
malla de 50 um para evitar la entrada de huevos de otros parasitos y otros
microorganismos. Se colocO aireacion a los peces, utilizando un aireador
compresor de 5 HP (Fuji Electric Co, USA) y recirculacion constante de agua,
aplicando las condiciones naturales de fotoperiodo 12 horas luz / 12 horas
oscuridad.

Los peces se distribuyeron aleatoriamente en 4 tanques de 400 | de volumen util
hasta completar 14 individuos por tanque. Fueron alimentados diariamente dos
veces al dia, en la mafiana y en la tarde con una dieta balanceada de filete de
calamar, tilapia y camarén al 5% de su biomasa corporal por un periodo de 30
dias. Una vez al dia se sifonearon los desechos solidos y se realiz6 un recambio
del agua del 60% en cada tanque (Anexo 2).
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A las 24 horas de haber sido situados los peces, se tom6 un ejemplar de cada
tanque para realizar un conteo parasitolégico con el objeto de conocer el nivel de
infestacion inicial del copépodo objeto de estudio.

Posterior al periodo de aclimatacion (15 dias) se tomé una muestra de 3 peces por
tanque para analisis hematoldgico, histolégico y parasitolégico. Este muestreo se
repitié 7 dias después. Para un total de 24 peces examinados.

5.2 FASE DE LABORATORIO
5.2.1 Ciclo de vida del parasito

Para obtener los diferentes estadios del copépodo Pseudochondracanthus sp., se
disectaron y revisaron branquias del botete diana donde se hallaron las hembras
con huevos viables (Fig. 9). Estas se colocaron en vasos de precipitado de
plastico con una capacidad de un litro, que contenia agua de mar estéril para
evitar el desarrollo de otros organismos, los vasos de precipitado fueron provistos
de aireacion constante lo que permitio que las branquias tuvieran un movimiento
oscilatorio permanente. Se mantuvieron asi hasta que los huevos de las hembras
ovigeras eclosionaron y se colectaron los nauplios a las 24 y 48 horas después de
iniciada la eclosion, a una temperatura de 23 °C. Posteriormente los nauplios
fueron usados para realizar una infestacion artificial en alevines de botete diana
libres de parasitos que tenian en promedio una talla de 5-6 cm de largo. Los peces
estuvieron durante 2 horas, sin oxigenacion y a una temperatura de 27 °C, para
permitir la infestaciébn y posteriormente se hicieron revisiones diarias de las
branquias sacrificando dos peces cada vez para seguir el desarrollo de los
nauplios hasta la fase adulta.

5.2.2 Extraccién de sangre

Los peces se anestesiaron con 2-fenoxietanol, (Sigma®, USA), en agua de mar a
una concentracion de 1 ml/l, se tomaron datos de peso (g.), longitud patrén (cm.),
longitud total (cm.), altura (cm.) y sexo. Para la extraccion de sangre se utilizaron
jeringas de 3 ml. desechables e impregnadas con anticoagulante EDTA, la sangre
fue obtenida mediante dos técnicas: 1. Puncion de la vena caudal en sentido
ventrodorsal de 2 a 3 cm., en direccién caudal de la aleta anal en peces adultos y
de 1 a 1,5 cm. en juveniles. 2. Puncion via intraperitoneal de la arteria aorta
abdominal, 3 cm. aproximadamente en sentido caudocraneal al ano (Figs. 4y 5).

La sangre obtenida se colocé en tubos Eppendor® con EDTA. De alli se tom6 una
muestra para los frotis sanguineos, hematocrito y concentraciéon de hemoglobina.
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Figura 4. Puncion intraperitoneal. Botete Figura 5. Fotomicrografia de arteria
diana (Sphoeroides annulatus). aorta abdominal de botete diana

(Sphoeroides annulatus). 100X

5.2.3 Frotis sanguineo

La diferenciacion celular se realizé por medio de los frotis sanguineos. Una gota
de sangre de 2 a 3 mm. de diametro fue colocada en el portaobjetos; con un
segundo portaobjetos creando un angulo entre 30° - 45°, se formé una pelicula de
mediano espesor. Se dejé secar al aire, luego fue fijada con metanol y se dejé
secar nuevamente. A continuacién, fue cubierta con colorante de Wright-Giemsa
por 5 minutos y posteriormente se le afiadieron 10 gotas de tiosulfato de sodio.
Luego de 5 minutos, se lavd con agua destilada y se dej6é secar al aire. Se
colocaron tres gotas de resina (Cytoseal 60®) y se cubrié con un cubreobjetos. Los
frotis se realizaron por duplicado, para cada muestra (Del Rio, 2004).

5.2.4 Caracterizacion celular

El frotis se colocé en un microscopio compuesto LEICA DMLB conectado a una
camara digital a color SONY ExwaveHAD y a una computadora; para el
procesamiento de imagenes se utilizd el software PINNACLE. Se capturaron de
cada frotis 30 campos o imagenes digitales a un aumento de 600x y se obtuvieron
los respectivos porcentajes de los diferentes tipos celulares.

Para medir el diametro de los eritrocitos y leucocitos se uso la escala micrométrica
del lente ocular del microscopio 6ptico OLYMPUS BX 51.
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5.2.5 Hematocrito (Ht)

Para el Ht se llenaron aproximadamente 2/3 de un tubo capilar heparinizado de la
marca CORNING® sellado en el extremo con fuego y se dejé6 en posicién
horizontal por 60 min. El tubo capilar fue colocado en una centrifuga para
hematocrito marca SOL-BAS P600, por 10 minutos a 7000 rpm y luego se
determind el porcentaje del paquete celular con respecto al volumen total con una
lectora para microhematocrito (Del Rio, 2004).

5.2.6 Determinacién de Hemoglobina (Hb)

Para la Hb se utiliz6 el Kit hemogloWiener® de Laboratorios Wiener, el cual es un
método colorimétrico que se basa en la formacién de cianuro de hemoglobina (o
cianometahemoglobina). La coloracién obtenida de las muestras se leen en un
espectrofotometro en una longitud de onda de 550 nm.

5.2.7 Determinacion de la Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
(CHCM)

Es el indice eritrocitario que indica el porcentaje del eritrocito ocupado por la
hemoglobina se determina utilizando la siguiente formula:

Hg g/100 ml X 100
% Hematocrito

5.2.8 Obtencion de los arcos branquiales

Para la extraccion de los arcos branquiales se procedio al sacrificio de los peces
mediante el método anestesia, confirmando la muerte destruyendo el cerebro
mediante una puncion intracraneal. Es considerado un método humanitario de
Eutanasia (FAWC, 1996).

Con ayuda de tijjeras de acero y pinzas de apoyo, se extrajeron los arcos
branquiales; se colocaron en cajas Petri con unas gotas de agua de mar y fueron
observados al estereoscopio LEICA MZ 95, para determinar la localizacion exacta
de cada parasito en cada arco branquial. Se realiz6 un conteo, para ello se
enumeraran los arcos del | al Il del mas externo al mas interno, y en zona A, By
C, dorsal, medio y ventral (Fig. 6). Seguidamente se fijaron en formalina
neutralizada al 10% y a las 24 horas se cambiaron a alcohol al 70% con el fin de
garantizar la preservacion de los copépodos (Anexos 3y 4).
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Figura 6. Esquema de divisién de los
arcos branquiales.

5.2.9 indices parasitol6gicos

Se calculd la prevalencia (namero de hospederos parasitados con una 0 mas
especies de parasitos dividido entre el numero total de hospederos analizados,
expresado en porcentaje), la abundancia media (numero total de parasitos de una
especie en particular dividido entre el nUmero total de hospederos examinados) y
la intensidad media (nimero de individuos de una especie particular de parasito
dividido entre el total de hospedadores infectados) (Bush, et al., 1997).

5.2.10 Factor de condicién

Se calculé el factor de condicién (K) el cual es un indicador del estado de
condicion del pez, y es el cociente entre el peso (P) y la longitud del pez (L)
elevado al cubo (BIOMAR, 2004) Se calcul6é usando la siguiente férmula.

K= (P /L% X 100

Donde P= peso en gramos
L= longitud total en centimetros

5.2.11 Histologia

Las muestras fueron procesadas por la técnica de inclusion en parafina en el
Laboratorio de Histopatologia del CIAD., A.C. Esta técnica consiste en un proceso
de deshidratacion del tejido pasando por diferentes alcoholes de menor a mayor
concentracion (70% dos bafios, 80% dos bafos, 96% dos bafos), hasta llegar a
alcohol absoluto (dos bafos), se realizaron dos bafios en xilol, para que finalmente
se rehidraten con parafina. Este procedimiento tard6 de 18 a 20 horas.



Las muestras a continuacion pasaron por un segundo bafio con abundante
parafina, para realizar los cortes en el microtomo entre 3 y 5 um. Posteriormente
se elimino la parafina con bafios de flotacion de 35 a 37 °C. Luego se procedio a
realizar una pesca del tejido y se colocaron en laminas portaobjetos y se
trasladaron a la incubadora, la cual est4 a 40 °C para eliminar los restos de agua
por 30 minutos y se tifien con Hematoxilina — Eosina — Floxina.

Posteriormente se realizé el andlisis descriptivo de las ldminas histoldgicas. Se
determinaron los grados de severidad a partir de las observaciones en el
microscopio OLYMPUS BX51.

La evaluacion de los tejidos se derivo conforme a los parametros formulados por
Bernet et al. (1999) modificados para este estudio (Tabla 2).

Tabla 2. Grados de severidad y extension para las lesiones.

GRADO SEVERIDAD Y EXTENSION DE LA LESION

1 Leve: El dinamismo celular y la integridad de los tejidos
lesionados son ligeros y visibles con poca dificultad.

5 Moderado: Tanto las células como la integridad de los tejidos
lesionados muestran una actividad reducida evidente.
Severo: La actividad celular se torna agresiva y la pérdida de la

3 integridad de los tejidos lesionados es evidente, la arquitectura
de la unidad funcional respiratoria (filamento branquial), se ve
seriamente alterada dificultando su identificacion.

5.3 ANALISIS ESTADISTICO
5.3.1 Variables cuantitativas

Los datos obtenidos de los valores hematoldgicos en los niveles de infestacion del
copépodo Pseudochondracanthus sp., fueron analizados a través de la prueba de
Friedman en un ANOVA factorial, en la que se incluyeron variables independientes
como abundancia total del parasito para cada branquia y segmento; y como
factores, el porcentaje de hematocrito y la hemoglobina. Se realizaron pruebas de
Tukey para conocer cual o cuales de las variables son las que presentan las
diferencias significativas. Dentro del analisis se incluyeron factores para
comprobar las diferencias existentes entre el nivel de parasitacion por pez y el
conteo diferencial para cada tipo celular (eritrocitos, leucocitos y trombocitos),
incluyendo el tamafio de cada tipo celular para conocer si existen alteraciones a
este nivel relacionadas con la presencia del parasito; todo lo anterior seguido por
la correspondiente prueba de Tukey. Adicionalmente se realiz6 un analisis de
correlacion _de Pearson entre la longitud total y el numero de parasitos, para
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determinar si el grado de parasitacion depende del tamafio del pez. Ademas para
conocer si existe una correlacion entre el bienestar nutricional y el nivel de
infestacion (Correlaciones de Spearman, para datos no paramétricos).

5.3.2 Variables cualitativas

Se realizaron andlisis descriptivos de los cambios histoldgicos que se presentaron
en los filamentos branquiales por la presencia del copépodo.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 24 peces con un peso promedio de 223.22 + 35.81 g.,
una longitud promedio de 21.04 + 1.21 cm. y una altura de 4.42 + 0.34 cm. Los
parametros del agua registrados diariamente mostraron: Temperatura del agua
entre 25- 29 ° C, pH de 7.7 a 7.9, oxigeno disuelto 5 a 7 mg/l y salinidad de 29 a
35 ppm.

Se encontraron un total de 208 copépodos, con una prevalencia del 100% y una
abundancia e intensidad media de 7.42 parasitos/pez con un intervalo de 1 a 13.
Se observé mortalidad al inicio del periodo de estudio (3 peces), estos organismos
mostraron placas blanquecinas (similares a abscesos) y desgarramiento
ocasionado por mordidas que se hicieron entre ellos mismos durante el periodo de
aclimatacion.

Los peces no mostraron cambios de comportamiento (natacion lenta, nado
erratico, disminucién del apetito). Ingirieron el alimento que se les suministré.
Externamente se encontraron normales con respecto a coloracion y peso. Sin
embargo, algunos de los peces muestreados presentaron hemorragias petequiales
en la aleta caudal y aletas anales debido a procesos de cicatrizacion después de
una infestacion por parasitos de la familia Caligidae (Lepeophtheirus y Caligus)
que se presento durante el periodo de aclimatacion.

Aunque los parasitos crustaceos no son tan numerosos como los protozoos o los
helmintos, algunos son importantes patégenos y causan pérdidas econdmicas
considerables. Los copépodos parasitos Ergasilus sieboldi y Lernaea cyprinacea
han generado problemas veterinarios en peces ciprinidos. Lernaeocera branchialis
es probablemente el parasito mas serio del bacalao (Gadus morhua) (Boxshall et
al., 1993) ya que afecta la reproduccion, retardando el desarrollo de las gonadas y
la madurez sexual, ejercen una negativa influencia en la conversion de alimento,
resultando en un efecto significativo en el factor de condicién, también pueden
causar mortalidad asociada con la pérdida de sangre, lesiones abiertas y posible
oclusion de vasos o aorta. También se han reportado diferentes especies de
copépodos de la familia Chondracanthidae en peces que estan siendo explotados
o potencialmente explotados, como es el caso del pez globo tigre japonés
parasitado por el copépodo Neobrachiella fugu. En Australia Chondracanthus
(Delaroche, 1811), que parasita a Latris lineata; en el lenguado de California
Paralichthys californicus. Sin embargo, investigaciones publicadas sobre los dafios
ocasionados por representantes de la Familia Chondracanthidae en los peces
estan ausentes.

Tampoco existen antecedentes sobre la hematologia de Sphoeroides annulatus y
se desconoce el ciclo de vida de Pseudochondracanthus sp., por lo que los
resultados obtenidos en el presente estudio seran comparados con especies de
teledsteos que comparten preferencias térmicas y osmoticas.
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6.1 DISTRIBUCION DEL PARASITO

Pseudochondracanthus sp., fue encontrado en la parte media y distal del flamento
branquial (Fig. 7); los sitios de preferencia del copépodo por segmentos y arcos
branquiales de Sphoeroides annulatus infestados naturalmente se observan en la
Fig. 8 Ay B. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05)
entre los segmentos A y C con relacion al segmento B indicando la preferencia de
los copépodos parasitos por los segmentos branquiales dorsal y ventral de la
branquia.

Figura 7. Localizacién del parésito en el filamento branquial de
Sphoeroides annulatus. Cada punto representa un parasito
individual.

a (A 3 (B)

15

05

No. de parasitos
No. de parasitos

-5

05 - 1 2 3

15
-1 A B c

Segmentos de la branquia Arcos branquiales

Figura 8. Sitio de preferencia de Pseudochondracanthus sp., por segmentos (A) y por arcos
branquiales (B) de Sphoeroides annulatus infestados naturalmente. Letras diferentes: existe
diferencia significativa P < 0.05.

La distribucién del parasito entre cada uno de los arcos branquiales del botete
diana no mostro diferencia significativa (P > 0.05).

Diferentes explicaciones han sido dadas para la seleccion de microhabitats
observados para parasitos branquiales. Las diferencias en los volimenes de agua
qgue pasan por los arcos branquiales de los peces, asi como la fuerza y la
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direccién de la corriente de agua pueden verse reflejadas en las distintas
oportunidades que tiene el parasito para adherirse (Llewellyn, 1966) y distribuirse
en los filamentos branquiales (Suydam, 1971). En este estudio se observé que la
mayoria de los parasitos en fase adulta se encontraron adheridos en la zona basal
y media de los filamentos branquiales; esta preferencia por la porcién basal y
media del filamento puede estar relacionada con la estabilidad del sitio de fijacién
del parasito. Las zonas distales son conocidas por ser las mas expuestas a las
corrientes de agua. En cuanto a la preferencia por los segmentos
Pseudochondracanthus sp., mostro tendencia a ubicarse en los segmentos Ay C,
mientras que el segmento central o B fue el menos parasitado. Esta inclinacién
hacia el final de los arcos branquiales puede estar relacionada con el bajo
volumen y caudal, comparado con la region central de la hemibranquia donde la
superficie de area lamelar y el flujo de agua son mayores (Hughes 1970; Perna et
al., 1996). Ramasamy et al. (1985) notaron que los parasitos que viven en la parte
media distal de los filamentos branquiales frecuentemente tienen ganchos
adicionales y grandes para adherirse.

Existen muchos estudios acerca de la distribucion de ectoparasitos en las
branquias de los teledsteos, pero las razones fundamentales para la observacion
de distribucion son con frecuencia inexactas. Muchos parasitos copépodos de
branquias y cavidad branquial de teleésteos muestran sitios claros de preferencia
(Roubal, 1999).

6.2 ASPECTOS GENERALES DEL CICLO DE VIDA

El ciclo de vida de Pseudochondracanthus sp., estd compuesto por 4 fases y 6
estadios: Un estadio naupliar, 4 estadios de copepodito, un preadulto y un adulto.
El nauplio es nadador de vida libre. El estadio copepodito es de vida parasita y
constituye la fase infestiva, se sujeta a la branquia mediante un apéndice
modificado y maxilipedos en forma de gancho. Los estadios preadulto y adulto se
mantienen fijos con las estructuras nombradas anteriormente.

Se encontro que las hembras de Pseudochondracanthus sp. (Fig. 13B) produjeron
dos pares de sacos ovigeros, de color blanco casi transparente. Se observo un
punto de pigmentacion café en cada huevo, conocido como huevos viables y listos
para eclosionar (Fig. 9). El saco se rompi6 por su parte distal sin desprenderse de
la hembra.

lzawa (1986), describié tres estadios naupliares presentes en el género
Pseudacanthopsis, Praecidochondria y Acanthochondria y 5 estadios de
copepodito precediendo al adulto de Acanthochondria: sugiere que este patron de
tres nauplios y cinco copepoditos podria ser encontrado en todos los
Chondracanthidae.
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Figura 9. Huevos de hembra
Pseudochondracanthus sp., en agua de mar,
antes de la eclosion. (100X)

El primer estadio naupliar tiene de largo 233 um y de ancho 180 um, su cuerpo es
ancho y ovoide. Su armadura es simple, consistente en un par de setas velludas.
Labrum menos desarrollado e indefenso. Labio indiscernible. Tres pares de
apéndices cortos comparados con el tamafio del cuerpo. Mandibula menos
desarrollada (Fig. 10).

Figura 10. Primer estadio naupliar de
Pseudochondracanthus sp., (400X).

Los primeros copepoditos fueron colectados a las 72 horas a una temperatura de
26° C; los cuales se encontraron sujetos al arco branquial, de acuerdo a
descripciones para parasitos copépodos realizadas por lzawa (1986), se
estableci6é que el primer copepodito colectado se encontraba en fase Il, compuesto
por un cefalotorax, metasoma y urosoma (Fig. 11).
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Figura 11. Copepodito Il, de
Pseudochondracanthus  sp.,
ventral (400X)

El copepodito Ill, fue colectado a los 6 dias, a una temperatura de 25° C. Una
longitud de 380 um su cuerpo es mas fuerte que el estadio anterior especialmente
en la porcidn meta-urosomal, se incrementaron los segmentos del urosoma en uno
(3 segmentos). La porcion posterior corresponde a los dos ultimos segmentos
estrechos, con dos elevaciones transversas cubiertas con espinulas mas
prominentes que en el estadio anterior (Fig. 12A).

El copepodito IV (Fig. 12B), se colecté a los 11 dias, con una temperatura de
23°C, es similar al estadio Ill en forma, aunque en tamafio es mas largo que éste.
Hay aumento de un segmento en el urosoma (4 segmentos).

Figura 12. A. Copepodito Ill, y B. Copepodito IV de
Pseudochondracanthus sp. (600X respectivamente)
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El ultimo estadio colectado fue preadulto, su cuerpo tiene de largo 4310 um y
ancho 1150 um (Fig. 13A). Se colecto a los 20 dias a una temperatura de 22 °C. El
cuerpo comienza a crecer en la region posterior, la cabeza, el cuello y tronco, junto
con el abdomen-genital estan bien definidos. Anténula con parte distal pequefia y
cilindrica. Antena bisegmentada, segmento proximal sin armadura, segmento
distal fuerte, en forma de gancho y estriado (Wilson, 1908).

La duracion de los estadios preadulto y adulto del Pseudochondracanthus no es
conocida, pero un adulto copépodo caligido puede sobrevivir por semanas o
meses (De MeeuEs, et al., 1993; Piasecki et al., 1995).

El adulto hembra tiene su cuerpo dividido en cabeza, un corto cuello y un fuerte
tronco. La boca se localiza en la regién anterior y el cefalosoma lleva dos pares de
apeéndices ventrolaterales. Abdomen muy corto, fusionado indistintamente con las
ramificaciones caudales, convergentes y lobuladas, con extremo alargado y
puntiagudo distalmente, segmento genital mas largo que ancho, oval (Wilson,
1908), y sacos ovigeros ya formados. El largo total fue de 7520 um (Fig. 13B).

Figura 13. A. Preadulto, ventral (100X), y B. Adulto, de
Pseudochondracanthus sp., ventral (Hembra ovigera).

6.3 HEMATOLOGIA
6.3.1 PARAMETROS SANGUINEOS

Se obtuvieron de la sangre de botete diana (S. annulatus), infestados con
diferentes niveles de parasitacion del copépodo Pseudochondracanthus sp., los
valores del porcentaje de hematocrito, concentracibn de hemoglobina,
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), porcentaje de
eritrocitos, leucocitos y trombocitos los cuales se resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores hematolégicos de botete diana con diferentes niveles de infestacion
ocasionados por el ectoparasito branquial Pseudochondracanthus sp.

PARAMETROS NIVELES DE INFESTACION
. 1% 2+ 3*
Hem?;gjr;t)o o) 32 +4.12 33.66 * 5.08 275+ 7.77
(26 — 38) (26 — 40) (22-33)
Hemoglobina (g/dL) 5.90 £ 2.43 5.74 £ 2.23 459 +1.57
(n=17) (412-12.07) | (4.14-10.23) (3.83 - 5.35)
CHCM (g/dL) 18.71+ 8.31 16.88 * 4.66 16.81 £ 0.85
(n=17) (12.12-40.23) | (12.60-25.58) | (16.21-17.41)
Eritrocitos (%) 93.44+1.10 92.83 + 1.27 94.20 +0.73
n=24 (91.21-95.14) | (91.1-94.59) | (93.35-95.14)
Leucocitos (%) 437+0.95 4.46 + 1.04 3.26 £ 0.50
(n=24) (3.3 - 6.63) (3.45 -6.41) (2.75 -4.04)
Linfocitos (%) 83.80 * 7.18 89.69 * 3.83 83.88 « 7.08
(n=24) (69.06 - 95.58) | (85.22-95.58) | (76.25 - 94.61)
Granulocitos (%) 13.07 £ 6.47 9.91+3.76 13.76 £ 6.35
(n=24) (3.23-25.41) | (4.41-14.01) (5.38 — 22.3)
Monocitos (%) 3.04+2.38 0.37 0.36 234+173
(n=24) (0.62 - 8.96) (0-0.75) (0-5.07)
Trombocitos (%) 217+ 0.65 2.69 + 0.99 2.61+0.71
(n=24) (0.8 —3.23) (1.32 — 4.46) (1.45 — 3.46)

* NUmero de copépodos: Nivel 1 (1-4), nivel 2 (5-9) y nivel 3 (10-13).
Todos los valores son medias + desviacion estandar. Los valores entre paréntesis son
el valor maximo y minimo.

6.3.1.1En el hematocrito (Ht) el valor mas alto del porcentaje en los peces
muestreados fue de 40% y el valor mas bajo fue de 22%, existe una tendencia a
disminuir cuando hay un namero alto de parasitos como es el caso del nivel 3
(Tabla 3). Sin embargo, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los tres niveles de infestacion (P > 0.708), (Tabla 3).

6.3.1.2 En la hemoglobina (Hb) el valor mas bajo fue de 3.83 g dI'* y el més alto
12.07 g dI; al igual que en el Ht, en la Hb existe una tendencia a disminuir en el
nivel 3 el cual presenta un mayor nimero de parasitos; pero no hubo diferencias
significativas entre los niveles de infestacién (P > 0.515), (Tabla 3).

6.3.1.3 En la Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) el
valor méas alto de Hb ocupado en un eritrocito fue de 18.71 g dI* y el méas bajo
16.81 g dI*, al igual que en los indices anteriores existe una tendencia a disminuir
en el nivel 3, que presenta el numero mas alto de parasitos y tampoco hubo
diferencias significativas (P = 0.528), (Tabla 3).

6.3.1.4 En el porcentaje de eritrocitos no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (P = 0.09) entre los tres niveles de infestacion, se puede observar



que los valores promedios 93.44%, 92.83% y 94.20%, que corresponden al nivel
1, 2 y 3 respectivamente, se puede afirmar que son muy similares (Tabla 3).

6.3.1.5 En el porcentaje de leucocitos de los peces se observd una disminucién
en el nivel de infestacion 3, que representa 1.21% menos que los valores
promedios observados en los niveles 1 y 2. Se encontré que esta diferencia fue
estadisticamente significativa (P < 0.05), pero cuando se compararon el nivel 1
con el 2 no hubo diferencias (Tabla 3).

6.3.1.6 En el recuento diferencial de los diferentes tipos de leucocitos no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (P > 0.05), al comparar el
porcentaje de linfocitos y granulocitos de los peces muestreados con los diferentes
niveles de infestacion. En el caso de los monocitos se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P < 0.05), en el caso del nivel de infestacién 2
cuando se comparo con el nivel 1 (Tabla 3).

6.3.1.7 En el porcentaje de trombocitos no se encontraron diferencias
estadisticas (P = 0.336), entre los tres niveles de infestacion, ya que se puede
observar que los valores promedio fueron 2.17%, 2.69% y 2.61% para los niveles
1, 2y 3, respectivamente (Tabla 3).

6.3.1.8 La diferenciacion de los diferentes tipos celulares se realiz6 en los
frotis sanguineos de S. annulatus y los tipos celulares como: eritrocitos, leucocitos
(linfocitos, granulocitos y monocitos) y trombocitos se evidenciaron mediante la
coloracién Wright — Giemsa.

6.3.1.8.1 Los eritrocitos fueron las células predominantes en S. annulatus con un
porcentaje promedio en general de 93.45 + 1.15; independientemente de los
niveles de infestacion. Estas células presentan una forma eliptica, nucleo central
bien definido y de color violeta, algunas células presentan una cromatina
granulosa, otras células con una cromatina condensada y otras con una cromatina
vacuolizada y el citoplasma se observa baséfilo. Su diametro promedio es de 7.61
+ 0.66 um. Los eritrocitos inmaduros se observaron de forma redonda en una
menor proporcion que los eritrocitos maduros (Fig. 14).
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Figura 14. Fotomicrografia de frotis de sangre
mostrando algunos eritrocitos maduros (E) e
inmaduros (El) de botete diana, Sphoeroides
annulatus  tefiidos con  Wright-Giemsa
(1000X).

6.3.1.8.2 Los tipos de leucocitos observados en S. annulatus, se caracterizaron
como: linfocitos, granulocitos (neutroéfilos y eosinofilos), monocitos en ese orden de
abundancia. No se observaron basofilos. Los leucocitos presentaron un porcentaje
promedio en general de 4.09 £ 1.02; independientemente de los niveles de
infestacion.

6.3.1.8.2.1 Los linfocitos fueron las células mas abundantes de los diferentes
tipos de leucocitos, ya que presentaron un porcentaje promedio de 85.54 + 6.67.

Morfologicamente estas células se observaron de forma redondeada a ovalada,
con un nucleo de color violeta que ocupa gran parte del citoplasma, el cual es
escaso de color azul oscuro, la cromatina es granulosa del mismo color que el
nacleo y presentan pocos granulos azuréfilos. Se pueden observar linfocitos
grandes y pequefios, con un diametro promedio de 5.06 + 0.52 um; algunas de
estas células pueden presentar proyecciones pseudopodiales (Fig. 15).
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Figura 15. Fotomicrografia de frotis de sangre
mostrando linfocitos (L) de botete diana,
Sphoeroides annulatus tefiidos con Wright-
Giemsa (1000X).

6.3.1.8.2.2 Los granulocitos fueron el segundo tipo de leucocitos mas
abundantes, ya que se observo un porcentaje promedio general de 12.32 + 5.76.
Son células mas grandes que los linfocitos y mas pequefios que los monocitos,
con un diametro promedio de 8.38 + 0.80 um. Se observaron de forma ovalada a
redonda. Dentro de este grupo celular, se observaron dos tipos celulares distintos
y fueron clasificados como: neutréfilos y eosinofilos.

6.3.1.8.2.2.1 Los neutrofilos son células redondas u ovaladas, con un citoplasma
vacuolado y que presenta una fina granulacion de color eosinofilica, con un nucleo
excéntrico, redondeado, en ocasiones lobulado y de color violeta, con una
cromatina granulosa y granulos azurdfilos (Fig. 16).

Figura 16. Fotomicrografia de frotis de sangre
mostrando un neutréfilo (N) de botete diana,
Sphoeroides annulatus tefildos con Wright-

Giemsa (1000X).




6.3.1.8.2.2.2 Los eosindéfilos son células mas pequefias que los neutréfilos de
forma eliptica o redondeada, bien definida. Nucleo excéntrico, ovalado, vacuolado
y eosinofilico, con una cromatina laxa. El tamafio de la célula puede variar de
acuerdo con la cantidad y tamafio de los granulos eosindfilos acumulados en el
citoplasma, cuya coloracion se observa ligeramente rosada (Fig. 17).

Figura 17. Fotomicrografia de frotis de sangre
mostrando un eosindfilo (EO) de botete diana,
Sphoeroides annulatus tefliido con Wright-
Giemsa (1000 X).

6.3.1.8.2.3 Los monocitos son el grupo de células menos abundantes comparado
con el resto de los leucocitos con un porcentaje promedio en general de 2.09 +
2.12. Sin embargo, fueron las células de mayor tamafio, ya que su diametro
promedio fue de 9.82 £ 0.74 um de forma redonda y en ocasiones irregular, de
color azul, con un nucleo grande exceéntrico irregular y de color violeta, cromatina
poco densa; presencia de vacuolas en el citoplasma y de color azul con granulos
azurofilos pequenios (Fig. 18).

Figura 18. Fotomicrografia de frotis de sangre mostrando monocitos (M) de botete diana
Sphoeroides annulatus tefiidos con Wright-Giemsa (1000X).
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6.3.1.8.3 Los trombocitos presentaron un porcentaje promedio general
independientemente de los niveles de infestacion de 4.67 + 0.78 y las células se
observaron de diferentes formas: largas, redondeadas y ovaladas. Predominaron
las formas ovaladas con un nudcleo alargado y color parpura, con poco o nulo
citoplasma y sin granulos. Su diametro promedio fue de 7.28 + 0.59 um (Fig. 19).
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Figura 19. Fotomicrografia de frotis de sangre
mostrando trombocitos (T) de forma ovalada de
botete diana, Sphoeroides annulatus tefidos
con Wright-Giemsa (1000X).

Los parametros hematoldgicos de los peces varian dependiendo del medio en el
gue viven los organismos ademas de sus caracteristicas conductuales. Esto
provoca que cada especie tenga sus propios parametros (Roberts, 1981). Por lo
cual, los indices hematoldgicos pueden ser usados como método efectivo para el
monitoreo fisico y patologico de cambios en el pez. Sin embargo, los resultados
pueden variar de un estudio a otro. En el presente trabajo los botetes infestados
mostraron un hematocrito similar a peces que no han sido atacados por parasitos
como es el caso de los peces Pagrus pagrus 36.10%, Dentex dentex 34.35%
(Pavlidis et al., 2007). Los resultados parecen indicar que el parasito objeto de
estudio no es hematéfago y su alimentacion esta compuesta de mucus y células
epidérmicas de las branquias del botete diana, en contraste con Lernaeocera
branchialis que ingiere glébulos rojos del pez Gadus gadus ocasionando
desprendimiento celular que da lugar a la formacién de trombos (Smith et al.,
2007). Un estudio en Plectropomus leopardus infestado por adulto y preadulto del
parasito Dissonus manteri muestra como la penetracion de sus maxilipedos en el
filamento branquial causan hemorragia focal y extravasacioén observada en varios
cortes histoldgicos (Bennett et al., 2001).

Los valores de hemoglobina para los tres niveles de infestacion en el botete diana
5.90, 5.74 y 4.59 g dI** fueron similares a los mostrados por Ogawa e Inouye
(1997), en Takifugu rubripes con una infestacion experimental de Heterobothrium
okamotoi tomados el dia 49, 63 y 81 post infestacion (por debajo de 7 hasta 4 g dI’
1. Los valores de la concentracién de hemoglobina en estas dos especies son
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relativamente bajas comparadas con otras especies como en Thunnus macoyii
13.25-17.92 g dI* (Rough et al., 2005).

En cuanto, al porcentaje de eritrocitos contados para el botete diana se hallan
entre los intervalos encontrados para otros peces teledsteos. También la
morfologia y el diametro de los eritrocitos y leucocitos coinciden con descripciones
morfologicas y de tincion definidos para teledsteos por Roberts (1981), Stoskopf
(1993); e Hibiya (1994). Sin embargo, en peces la concentracion de leucocitos es
muy variable, dependiendo de la especie y de las condiciones fisiologicas
(Fernandez et al., 2002). En este estudio se observl una disminucion en el nivel
de infestacion 3 (10-13 parasitos), investigaciones realizadas por Celik y Aydin
(2006) en el pez escorpidon parasitado por Trachelobdella lubrica, presentaron una
disminucién en el namero de leucocitos de los peces infestados como resultado
del estrés causado por el ataque de penetracién del parasito. Siguiendo la linea
leucocitaria, se puede decir que son los linfocitos los que se encontraron en mayor
porcentaje que el resto de los leucocitos (85.54 + 6.67) lo que coincide con las
descripciones hechas para teledsteos por Stoskopf (1993).

De las caracteristicas morfologicas de los neutrofilos se puede hablar de la
variabilidad en diferentes especies de peces. En este estudio se observaron
células redondas u ovaladas, con un citoplasma vacuolado que presenta una fina
granulacion, lo que concuerda con dos tipos de neutrofilos descritos para peces,
granulos pequefios y homogéneos; y granulos largos y ovales. En cuanto a su
namero en sangre es bastante importante, pero no son los leucocitos que
predominan en circulacion. En este estudio representaron el 13.07%, 9.91% vy
13.76 % en los niveles de infestacion del 1 al 3 respectivamente en conjunto con
los eosinofilos (granulocitos), que estan relacionados con la estimulacion
antigénica en infestaciones parasitarias. En enfermedades infecciosas y
condiciones de estrés se eleva su nimero en sangre (Ellsaesser et al., 1985).
Contrario a lo esperado no se presenté un incremento de los granulocitos al mayor
nivel de infestacion, atribuible a que los niveles de infeccidon logrados en este
estudio no fueron lo suficientemente altos como para causar esta variacion.

No se encontraron granulocitos de tipo basofilo, la literatura reporta que estos se
presentan de forma escasa en la sangre periférica, e incluso la ausencia de estas,
es habitual en la mayoria de los teleGsteos (Fernandez et al., 2002) ya que se
encontrarian en otros 6rganos como dermis, tejido intestinal, branquias, tejido
hematopoyético, vejiga natatoria, epitelio nasal, corazén y en general en tejidos
inflamados (Ellis et al., 1977; Fernandez et al., 2002).

Los monocitos representan el 0.1 % de los leucocitos, y tienden a aumentar tras
una infeccion (Ellis et al., 1981), sin embargo; en el presente trabajo existieron
diferencias significativas entre los niveles 1 (3.04 + 2.38) y 2 (0.37 = 0.36).
Fernandez (2002) explica que la concentracion de monocitos en tejido sanguineo
es disminuida por enfermedades bacterianas como BKD Yy vibriosis, su presencia
es abundante en tejidos inflamados. Por otro lado, es necesario incluir rutinas de
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repeticion y tener mas de una persona que realice los conteos diferenciales, para
ayudar a que las células sean identificadas correctamente (Hrubec et al., 2000).

La respuesta a la inflamacién del tejido por injuria se caracteriza por una
acumulacion rapida de numerosos neutréfilos y macréfagos en el sitio de la lesion.
Aunque ambos empiezan a migrar a los vasos sanguineos adyacentes, al mismo
tiempo los neutrofilos lo hacen mas rapido. Los macrofagos alcanzan su maximo
nivel un poco mas tarde y generalmente participan como células fagociticas en
lesiones cronicas e importantes en los tejidos de granulaciéon. Por lo tanto, tiene
una vida mas larga, proliferan en sitios de inflamacion prolongada, considerando
su gran numero en reacciones de larga duracién (Slauson et al., 2002). La
variabilidad de las formas de trombocitos vistas en este estudio es soportado por
los encontradas por otros autores, incluyendo Ellis (1977) quien categoriz estas
diferentes formas en 4 tipos especificos: alargados, ovoides, huso y ndcleo
alargado. La estandarizacion de parametros hematologicos se dificulta porque
estos pueden estar influenciados por deficiencia en la dieta, enfermedad y
situaciones de estrés ambiental (Silveira y Rigores, 1989).

6.4 FACTOR (K) CONDICION CORPORAL

Los peces muestreados presentaron un factor de condicion (K) de 2.38 + 0.19,
con valores entre 1.85 — 2.86, lo que indicaria un valor de sobrealimentacion de
los peces en un medio silvestre, que mantuvieron en condiciones de cautiverio.
Los valores de referencia son entre 0,0 y 0,25 (desnutrido); entre 0,25y 0,75 (bien
alimentado) y entre 0,75 y 1 (sobrealimentado), valores mayores a 1 revelan
sobrealimentacion general. El factor K varia de acuerdo a la edad y al sexo de los
individuos (Mayorga, 1992). Los andlisis de correlacion de Spearman entre el
factor de condicion y los diferentes niveles de infestacion por
Pseudochondracanthus sp., no fueron significativos (r=0.25; P > 0.173; n=17); sin
embargo una de las variables del factor de condicién, longitud total, se
correlaciong significativamente (P > 0.009) con los niveles de infestacion (Fig. 20).
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Figura 20. Correlacién entre los niveles de infestacion y el factor de condicién (K),
(A) y la longitud total (B) del botete diana, Sphoeroides annulatus (P > 0.05)

[

11(‘% 3¢

e

!.:'4#"

com



El tamafio de los peces, tiene una gran influencia en el nUmero y ocurrencia de los
parasitos branquiales. El promedio de copépodos en peces pequefios es
significativamente mas bajo con respecto a peces medianos y grandes, ademas
existe una correlacién positiva entre abundancia y la longitud del pez, lo que
sugiere que los parasitos branquiales se acumulan durante el tiempo de vida del
hospedero (Geets et al., 1997). En este estudio se corroboré que mientras mayor
es la longitud del pez mayor es el nimero de parasitos encontrados como se
observa en el nivel 3 en la figura 20.

La determinacién del factor de condicién ha sido utilizada muy efectivamente para
comparar dos o0 mas poblaciones de peces viviendo bajo condiciones similares o
diferentes, asi como aspectos nutricionales, de densidad en los sistemas de
cultivo, alteraciones de los factores ambientales y la salud de los organismos
(Weatherley et al., 1985). Se debe considerar que el factor de condicidén
encontrado en este estudio es relativamente alto comparado con otros peces ya
gue los resultados muestran un factor de condicion de 2.38 que podria revelar que
los niveles de parasitismo no ocurrieron en tiempo suficiente para afectar la salud
de los peces y/o perjudicar el desarrollo del pez.

Sin embargo, al no tener como comparar peces infectados de no infectados, y no
tener referencias de este factor para esta especie, es necesario realizar estudios
gue permitan conocer el valor normal.

6.5 HISTOLOGIA

Cada uno de los arcos branquiales encontrados en los peces teledsteos, es
apoyado por un esqueleto 6seo (cartilaginoso en peces jovenes). Desde el arco
divergen filamentos o lamelas primarias (LP), dispuestos en hileras que albergan
una importante cantidad de células productoras de moco o caliciformes (CC), las
cuales tienen una importancia metabdlica, asi como barrera inmunologica y
mecanica. También en dicha estructura se encuentran las no menos importantes
células de cloro (CCI), interviniendo principalmente en la secrecion de cloruro de
sodio y en diversos procesos osmorregulatorios y metabdlicos.

En ambos extremos de cada lamela primaria esta localizada una serie de lamelas
aplanadas o lamelas secundarias (LS), en donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso, las cuales a su vez estan formadas y sujetas por una cadena de células
pilares (CP), envueltas en un tejido de revestimiento simple plano o epitelio
lamelar (EL) (Fig. 21). (Ferguson, 2006).
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Figura 21. Corte histolégico que muestra la apariencia caracteristica de un
filamento branquial normal de botete diana, Sphoeroides annulatus, en el
cual se aprecian Lamela Primaria (LP), Lamela Secundaria (LS), Epitelio
Lamelar (EL), Célula Pilar (CP), Célula Caliciforme (CC) y Célula de Cloro
(CCI) (600X).

6.5.1 ANALISIS HISTOPATOLOGICO

En las branquias obtenidas y procesadas para histopatologia del botete diana que
fueron afectadas por la presencia del parasito, se observé una infiltracion
leucocitaria de predominio mononuclear en la lamela primaria (ILM-P) y en
lamelas secundarias (ILM-S), atrofia de epitelio lamelar (AEL), necrosis del epitelio
lamelar (NEL), hipertrofia de células caliciformes (HCC), hiperplasia del epitelio
lamelar (HEL), fusion de lamelas secundarias (FLS) (Figuras 22-26).

Las lesiones histoldgicas presentes en este estudio incluyen la alteracién del
epitelio lamelar y de los filamentos branquiales adyacentes ocasionados por el
parasito, las cuales se categorizaron en tres grados de acuerdo a la severidad y
extension (Tabla 2).

Los filamentos branquiales afectados por la presencia del estadio copepodito y el
copépodo parasito adulto (Pseudochondracanthus sp.), se caracterizaron por
mostrar alteracion del epitelio lamelar en los tres grados de severidad,
manifestando una disminucion en la extension de las lamelas secundarias debido
a la pronta hiperplasia y fusion de las mismas, como consecuencia de una
respuesta inflamatoria de tipo mononuclear, al efecto mecanico de fijacién
(aprehension a la lamela primaria), causando obstruccion del flujo sanguineo en
los vasos lamelares (Fig. 22) y al efecto natatorio que ejerce el copépodo parasito
sobre la superficie tisular (Fig. 26). Asi como la posterior hipertrofia de las células
productoras de moco (caliciformes), concluyendo en un proceso cronico con
pérdida de la funcion de la porcion de filamento branquial, atrofia de la lamelas
secundarias y posterior formacion de tejido necrético de morfologia nodular. Estas
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lesiones también se presentan en los filamentos branquiales adyacentes al
copépodo parasito.

Muchos copépodos parasitos causan oclusion significativa de la arteria de la
lamela o el filamento por constriccién o penetracién del vaso con sus apéndices o
consecuencia de proliferaciéon de tejido local (Oldewage et al., 1987; Roubal
1989a). En ocasiones el ataque que el adulto ejerce sobre el filamento es
prolongado, soportando la idea que éste produce efectos en la vasculatura de la
branquia. De la misma forma, los estadios de copepoditos podrian afectar la
vasculatura provocando dafio directo en éstos y proliferacién de tejido local que
resulta en la pérdida de la estructura lamelar (Bennett et al., 1994). El modo de
sujecién de Pseudochondracanthus sp., aun no ha sido estudiado, pero estudios
preliminares de la boca revelan una estructura parecida a la descrita por Yamaguti
y Yamusa (1959), para Pseudocanthocanthopsis apogonis, perteneciente a la
familia Chondracanthidae.

Figura 22. Proceso crénico en el cual se observa la presencia
de células de tipo mononuclear en la lamela primaria (ILM-P)
(flechas segmentadas), por el método de fijacion (flechas
continuas), de Pseudochondracanthus sp. (400X)

6.5.1.1 Categorizacion tisular
Las laminas histolégicas con grado de severidad leve o grado 1, revelaron una

hiperplasia focal del epitelio lamelar, hipertrofia e hiperplasia de las células
caliciformes asociadas a la presencia del copépodo adulto (Figura 23).
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Figura 23. Grado 1. Hiperplasia leve y desprendimiento del epitelio
lamelar (HEL); hiperplasia e hipertrofia de células caliciformes
(HCC), asociada a la presencia de Pseudochondracanthus sp.
(100X).

Los adultos de Pseudochondracanthus sp., se fijaron a los filamentos branquiales
mediante los o6rganos de adhesion modificados y los maxilipedos ocasionando
inflamacion de la lamela primaria y de las lamelas secundarias adyacentes con
hipertrofia de las células caliciformes e hiperplasia del epitelio lamelar. La
severidad y extensién de las lesiones se consideran moderadas o propias del
grado 2 (Fig. 24).

- T, b a .
Figura 24. Grado 2. Inflamacion de la lamela primaria (ILM-P) en el punto
de fijacion de Pseudochondracanthus sp., y de las lamelas secundarias
(ILM-S) adyacentes. Notese la hiperplasia del epitelio lamelar (HEL) e
hipertrofia de las células caliciformes (HCC) (100X).
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El proceso crénico de la infestacibn se caracterizO por necrosis y atrofia del
epitelio lamelar con pérdida de la funcion de la unidad respiratoria evaluado como
un cambio severo o grado 3 (Figs. 25 y 26). En este estado cronico de la
infestacion ocurre una infiltracion celular con predominio de tipo mononuclear a lo
largo del tejido proliferativo. Esta es una caracteristica que ocasionan muchos
copépodos branquiales oscilando las lesiones entre niveles bajos de infiltracion de
leucocitos hasta moderados, vistos en algunos ataques superficiales de
ergasilidos, como en el pez Acanthopagrus australis, el cual es parasitado por el
copépodo Alella macrotrachelus que ocasiona inflamaciones severas en branquias
(Roubal 1989b). En el caso del Pseudochodracanthus sp., la patologia asociada
con pequefios nodulos en los filamentos branquiales del botete diana es
comparable con estadios crénicos y agudos registrados en filamentos branquiales
de Plectropomus leopardos al ser parasitado por Dissonus manteri (Bennett et al.,
2001); también se observé la misma patologia en Acanthopagrus Australis al ser
parasitado por el copépodo Ergasilus lizae, (Roubal, 1986).

En infestaciones cronicas, especialmente en las de tipo parasitario, se puede
encontrar un gran numero de células inflamatorias a lo largo del filamento,
incluyendo neutrofilos, trombocitos, linfocitos y macréfagos (Ferguson, 2006). En
algunas especies, el tejido proliferativo puede resultar en pérdida sustancial de
estructura lamelar, especialmente en el sitio de ataque dentro de la zona de la
lamela o de la punta del flamento (Paperna et al., 1982; Roubal 1986; Benz et al.,
1990), (Fig. 25).

NEL

AEL

AEL

Figura 25. Grado 3. Proceso crénico con pérdida de la funcion de la unidad
respiratoria. Atrofia de epitelio lamelar (AEL), necrosis del epitelio lamelar
(NEL) asociado a Pseudochondracanthus sp. (100X)
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Durante el desarrollo del ciclo de vida del parasito se observaron en el estadio de
copepodito 1V de Pseudochondracanthus sp., lesiones agudas pertenecientes al
grado de severidad 3, las cuales se caracterizaron por presentar hiperplasia y
fusion del epitelio lamelar como consecuencia de una reaccion inflamatoria aguda
(Fig. 26).

Figura 26. Grado 3. Infiltracion de células de inflamacién (ICl), hiperplasia
(HEL), y fusion del epitelio lamelar (FLS) asociado al estadio de
Copepodito IV de Pseudochondracanthus sp. (100X).

El parasito penetra el filamento, generando hiperplasia epitelial y tejido de
granulacién en el sitio de entrada, para finalmente ocasionar necrosis y fibrosis del
tejido. Se puede sugerir que la patologia local es pequefia estimando el tamafio
del parasito, ya que la habilidad para penetrar y alimentarse de tejido es mas
profunda y mayor en adultos de Pseudochondracathus sp., siendo mayor la
respuesta proliferativa al ataque.

Otro aspecto que se debe considerar a nivel patologico es el impacto en la funcién
respiratoria que podria tener la combinacion de los estadios de copépodito,
preadulto y adulto, en grandes densidades podrian producir altas infestaciones,
especialmente porque la reduccion de estadios tempranos en vida libre del ciclo
del vida del parasito significa que el potencial de reinfeccion del hospedero es muy
alto (Bennett 1999).

También el estudio histopatologico sugiere que la presencia de los parasitos
ocasiona proliferacibn de células caliciformes (secretoras de moco), lo cual
produce en las branquias ese aspecto mucoso, por lo tanto es probable que los
parasitos se alimenten de moco. Aunque este comportamiento alimenticio en
parasitos copépodos no se haya reportado.

En general, las caracteristicas histoquimicas de las células mucosas son similares
a las observadas en las células epidérmicas, branquiales, esofagicas e



intestinales, destaca la presencia de mucosustancias neutras/glicoproteinas,
aunque difieren en la ausencia de mucinas &cidas poco sulfatadas y muy
ionizadas (Ferguson, 2006).
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7. CONCLUSIONES

e El ciclo de vida de Pseudochondracanthus sp., esta compuesto por 4 fases 'y 6
estadios: un estadio naupliar, 4 estadios de copepodito, un preadulto y un
adulto.

e Las morfologias celulares presentes en la sangre de S. annulatus como los
parametros hematoldgicos son similares a otras especies de teledsteos con el
mismo preferéndum térmico y osmoético.

e Los porcentajes de leucocitos y monocitos se incrementaron con el nivel de
infestacion branquial por Pseudochodracanthus sp., como consecuencia a la
fijaciobn de la boca a la lamela primaria y a la superficie de area con la que
establece contacto el resto del cuerpo del parasito.

e Los cambios a nivel histopatoldgico se caracterizaron por infiltracion celular
con predominio de tipo mononuclear en la lamela primaria y en lamelas
secundarias; atrofia de epitelio lamelar; necrosis del epitelio lamelar; hipertrofia
de células caliciformes, hiperplasia del epitelio lamelar y fusion de lamelas
secundarias.

e Los porcentajes de leucocitos y monocitos obtenidos en este estudio permiten
establecer una correlacion entre la hematologia y la histopatologia, sin
embargo no esclarecen la salud y estado inmune del pez, ya que los andlisis
hematoldgicos no se encuentran respaldados por un cuadro hematico.
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8. RECOMENDACIONES

e Continuar las investigaciones sobre el ciclo de vida de Pseudochondracanthus
sp., que permitan conocer el periodo de desarrollo de éste parasito,
mecanismos de adhesion y alimentacion.

e Estandarizar los parametros hematolégicos de Sphoeroides annulatus,
mediante cuadro hematico lo cual permitird detectar cualquier anormalidad
gue se presente a nivel patolégico, fisioldégico y nutricional en el botete.

e Considerar la severidad de las lesiones ocasionadas  por
Pseudochondracanthus sp., en la etapa de alevinaje del botete diana y su
potencial patégeno para el cultivo, donde las altas densidades de siembra
propician el desarrollo del ciclo de vida de este parasito.
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