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Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

RESUMEN

Las investigaciones recientes sobre el pez marino “botete diana”, Sphoeroides
annulatus, en el noroeste del Pacifico mexicano, han mostrado las potencialidades para su
cultivo. Una limitante ha sido la infestacion por el monogeneo branquial Heterobothrium
ecuadori, el cual afecta el crecimiento y ocasiona mortalidades. No existe informacion sobre la
biologia de esta especie parasita, por lo que el objetivo del presente estudio fue describir el
ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori bajo condiciones de laboratorio. En tanques de fibra
de vidrio de 500 | se colocaron juveniles de botete diana infectados con H. ecuadoriy mediante
un sistema experimental compuesto por hilos de nylon amarrados a la manguera del aireador
de los tanques, se colectaron los huevos depositados por este monogeneo en el lapso de una
hora. Los huevos fueron adheridos a los hilos y depositados en cajas Petri con agua de mar
estéril (35 %o) e incubados a 23+1°C hasta completar su desarrollo larvario. Se realizaron
experimentos /n vitro para determinar el efecto de diferentes salinidades (0, 7, 14, 21, 28 y
35%0) a 23%1°C sobre el porcentaje de eclosion de los huevos de este monogeneo. Se
infectaron juveniles de botete diana con los oncomiracidios para describir los diferentes
estadios juveniles y completar el ciclo del parasito. Los huevos obtenidos fueron ovales,
operculados, de tipo ectolecito con un filamento unipolar. Se describié la dinamica de eclosion
que oscilé entre 7-10 dias y la morfologia de los estadios del desarrollo embrionario huevo -
oncomiracidio. El porcentaje de eclosion fue 0% a 0%o, 48% a 7%o, 94% a 14%o, 90% a 21%e,
70% a 28%0 y 96% a 35%o indicativo de una amplia tolerancia de este parasito a las variaciones
de salinidad, lo cual puede corresponderse con la capacidad del pez hospedero para soportar
estas variaciones en la salinidad del medio. Se encontrdé una reduccion significativa (P<0.05)
del porcentaje de eclosion 58% para 7%. y 0% para 0%. en comparacion con el control de 94%
a 35%o. El periodo de vida libre del oncomiracidio esta en un intervalo de 4-7 dias y el 50% de
la poblacién muere al quinto dia a 21£1°C. Las caracteristicas del oncomiracidio fueron
similares a las descritas para otras especies de monogeneos de la familia Diclidophoridae, se
describieron los 5 estadios juveniles y el adulto de H. ecuadorientre los 5 y 25 dias posteriores
a la infestacion. El ciclo de vida de H. ecuadori desde oncomiracidio a adulto fue de 26-27 dias
(28£1°C y 35 £1%0) y de 33-35 dias (22+1°C y 35+1%o). Estos son los primeros resultados del
estudio del ciclo de vida de H. ecuadori cuyo conocimiento provee informacién basica para la

evaluacioén de estrategias de manejo para su control.
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ABSTRACT

Recent investigations on the bullseye puffer Sphoeroides annulatus have showed this
species has a good potential for aquaculture. However, parasite infestations due to the gill
monogenean Heterobothrium ecuadori have been a problem since this parasite affects growth
and causes death. Little information regarding this parasite species is available, therefore the
aim of this study was to describe the life cycle under laboratory conditions. Five hundred L tanks
were used to place wild puffer fish adults infected with H. ecuadori, and an experimental system
consisting of nylon thread tied to the air blowers was used to collect the eggs. The eggs of the
parasite were collected after one hour and placed into Petri dishes containing sterile sea water
(35%0) and incubated at 23+1°C until the embryonic development was completed. /n vifro
experiments were performed to determine the effect of different salinities (0, 7, 14, 21, 28 and
35%0) at 23+1°C on the hatching percentage of the eggs. Bullseye puffer fish juveniles were
infected with oncomiracidium larvae to describe the different juvenile stages and complete the
cycle. Heterobothrium ecuadori eggs were oval-shaped, operculated, ectolecyte type, with a
long filament. Hatching dynamics oscillated between 6 and 10 days; and the morphology of
different embryonic stages was described. Hatching percentage was 48% at 7%o, 94% at 14%.,
90% at 21%o, 70% a 28%0 and 96% at 35%o; indicating a wide tolerance to salinity fluctuations.
This is consistent with the ability of the bullseye puffer to withstand salinity variations in the wild
environment. A significant reduction (P<0.05) of hatching percentage (48% at 7%. and 0% at
0%o0) was observed compared to the control group (96% at 35%o). Oncomiracidium features were
similar to those described for other monogenean species belonging to the Diclidophoridae
family. Five juvenile stages and the adult stage of H. ecuadori were described between 5 and
30 days post infestation. The life cycle of H. ecuadori from oncomiracidium to adult was of
34.4+1.2 days (23£1°C and 35%.). These are the first results regarding the life cycle of H.
ecuadori, providing basic information which could be used to evaluate strategies for the efficient

control of this parasite in cultured puffer fish.
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1. INTRODUCCION

En el ultimo decenio, la acuicultura ha sido el sector de produccién de
alimentos que ha crecido mas aceleradamente a nivel mundial. Por su
importancia en el suministro de alimentos e ingresos, este sector esta
posicionado entre uno de los principales contribuyentes a la seguridad
alimentaria, su apoyo en peso al suministro mundial de la pesca pasé de 5.3%
en 1970 a 32.2 % en el 2000. El pescado es el quinto producto agropecuario
mas importante y el mayor recurso de proteina animal que se consume en el
mundo entero. Muchos paises en desarrollo exportan productos acuicolas de
tal forma que la acuicultura esta convertida en un importante suministro de

divisas (Castillo, 2003).

Para Japén, la acuicultura ha sido una industria basica y ha ganado
fundamental importancia por intensificar el cultivo de peces marinos, que en
1993 representd un 20% del total de la produccion proveniente de la
maricultura (Ogawa, 1996). Actualmente, la acuicultura de las 40 especies de
peces marinos cultivados en Japon es bastante estable, con una produccion
anual de 264 000 tons en 1999 (Ogawa, 2002). Un ejemplo de esto, se
encuentra en el suroeste de Japdén, donde se desarrolla el cultivo del botete
tigre Takifugu rubripes, este pez marino perteneciente a la familia

Tetraodontidae, alcanza un precio en el mercado
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de alrededor de 50 dis/Kg y en los afos recientes, la producciéon anual ha

excedido las 5 000 toneladas métricas (Hirazawa et a/., 2000).

En el noroeste de México, el cultivo de camardn es considerado una
actividad econdémica importante dentro de la industria de la acuicultura. En la
actualidad se ha manifestado el interés y necesidad por diversificar el cultivo a
otras especies marinas como una nueva alternativa a la acuicultura del
camaron, y la industria acuicola solicita investigaciones enfocadas a diversificar
la camaronicultura a otras especies marinas (Abdo de la Parra y Duncan, 2002;

Martinez-Rodriguez et al., 2002).

En las costas de Sinaloa, México, se encuentran con una gran
diversidad de peces de importancia econémica entre las cuales, el botete diana
Sphoeroides annulatus Jenyns, 1842, sobresale por su carne blanca libre de
espinas, de buena textura y sabor, por lo cual se convierte en un producto
alimenticio preferido por el consumidor. Las especies de tetraoddntidos
encontradas en el litoral mexicano han sido consideradas como comestibles y
no toxicas (Nuiez-Vazquez ef al., 2000). El botete diana alcanza un alto precio
en el mercado nacional de 60-80 pesos/Kg (Duncan et al., 2003) y México es el
segundo exportador de botete en el mundo (Nunez-Vazquez ef al., 2000). Este

pez se distribuye ampliamente en las
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costas del Pacifico mexicano (Fischer, 1995), se presenta como fauna de
acompafnamiento en la pesca del camardn y crece en tanques dedicados a la
engorda del mismo, por lo que facilita el aprovechamiento de la infraestructura
existente con doble propdsito (Martinez-Rodriguez ef al, 2002). Ademas,
posee caracteristicas que hacen posible su cultivo: tolerancia al manejo y a los
cambios ambientales, asi como reproduccion en cautiverio que posibilita la

produccion de huevos, larvas y juveniles (Abdo de la Parra y Duncan, 2002).

Sin embargo, a pesar de la importancia economica de la industria
acuicola, existen serias limitantes que frenan su crecimiento destacandose
entre ellas las parasitosis, que pueden demeritar el producto y son capaces de

anular la rentabilidad del cultivo (Flores-Crespo y Flores-Crespo, 2003).

Las infestaciones por parasitos ocasionan grandes pérdidas en especies
de peces en cultivo (Ogawa, 2002) por lo que, deben ser consideradas como
un factor fundamental dentro de cualquier sistema de acuicultura. Las
parasitosis mas frecuentes son causadas por protozoarios, monogeneos,
gusanos sanguineos y copépodos (Ogawa, 1996). Dentro de estos, los
parasitos de ciclo de vida directo
se convierten en patdégenos significantes cuando los peces estan confinados en

jaulas de engorda (Whittington, 2001; Flores-Crespo y Flores-Crespo, 2003).
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La alta fecundidad y patogenicidad de monogeneos de la familia
Diclidophoridae = como  Heterobothrium  okamotoi Ogawa, 1991 vy
Neoheterobothrium hirame Ogawa, 1999 han sido causa de brotes epidémicos
en el botete tigre cultivado y han provocado efectos econdmicos negativos.
Estos efectos se han incrementado debido a la baja susceptibilidad de estos
monogeneos a los quimioterapéuticos (Ogawa y Yokoyama, 1998; Ogawa,

2002).

Heterobothrium okamotoi, ectoparasito de los flamentos branquiales del
botete tigre, provoca lesiones inflamatorias en la cavidad branquial que dan
lugar a la necrosis del area infectada impidiendo el intercambio respiratorio, y
ocasionando la asfixia y muerte de los peces (Ogawa, 1996). Ademas, estos
parasitos son hematéfagos y disminuyen los valores del hematocrito y

hemoglobina provocando anemia en los peces (Ogawa e Inouye, 1997).

En México, los monogeneos de esta familia estan representados por
varias especies, siendo una de ellas Heterobothrium ecuadori (Meserve, 1938)
Sproston, 1946; la cual representa un peligro potencial en la acuicultura del
botete diana (Fajer-Avila et al/, 2003). Fajer y Chavez (1999) describieron
hiperplasia de las lamelas branquiales y lesiones inflamatorias asociadas a la

presencia de Heferobothrium ecuadorien Sphoeroides annulatus en cautiverio.
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Los estudios sobre la biologia de monogeneos del género
Heterobothrium han contribuido a la posible regulacion del ciclo de vida de
estos parasitos, en el sistema del cultivo de botete tigre (Ogawa, 1998). Sin
embargo, considerando la dificultad que representa el conocer los ciclos de
vida de los parasitos en condiciones naturales, se ha evidenciado la necesidad
de implementar técnicas en laboratorio que incluyen los cultivos /n vitro de los
parasitos. Para esto, se requiere de la simulacién de las condiciones bioldgicas
que presenta el hospedero, que permita el mantenimiento y crecimiento de los
parasitos fuera del mismo (Chappell, 1980). La reproduccidén experimental de
los ciclos de vida de los monogeneos que afectan a los peces de cultivo,
permite determinar el periodo de vida y las caracteristicas de los diferentes
estadios de desarrollo del parasito apoyando el disefio de estrategias para su

control.

En el presente trabajo, se describe por primera vez el desarrollo
embrionario de Heferobothrium ecuadori 'y las caracteristicas morfolégicas de
los estadios de vida desde la fase larvaria hasta las fases juveniles; asi como el
efecto de diferentes salinidades sobre la eclosion de los huevos vy
supervivencia del estadio larval (oncomiracidio). También se determina el
periodo de desarrollo de cada estadio juvenil hasta alcanzar el estadio adulto y

completar el ciclo de vida de este parasito.



Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

El conocimiento del ciclo de vida de Heferobothrium ecuadori,
ectoparasito branquial del botete diana, aportara las bases para evaluar a nivel
experimental la efectividad de tratamientos profilacticos y terapéuticos para el

control de los diferentes estadios de vida este monogeneo branquial.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades sobre Monogeneos

Los monogeneos son platelmintos muy frecuentes en la piel y en las
branquias de peces marinos y de agua dulce. Unas especies viven como
endoparasitas en anfibios y quelonios, y algunas otras son ectoparasitas en

crustaceos y cefalépodos (Lamothe-Argumedo, 1983).

En los peces estan descritas alrededor de 4, 000 especies de
monogeneos (Whittington, 1998) la mayoria de las cuales son muy especificas
al hospedero en el medio natural. Por vivir en las branquias, los monogeneos
responden a cambios del medio ambiente y son utilizados como bioindicadores

(Cheng,1978; Gardner y Campbell, 1992).

Los monogeneos son organismos con un ciclo de vida directo, es decir,
que no requieren de hospederos intermediarios (Fig. 1 y 2). Son hermafroditas
y se diferencian de los digeneos por presentar el extremo posterior del cuerpo
modificado en un 6rgano de fijacién caracteristico que recibe el nombre de
haptor posterior (anteriormente llamado opistohaptor), generalmente armado

con espinas, ganchos, ventosas o pinzas (Lamothe-Argumedo, 1983). Los



monogeneos tienen dos tipos de huevos: los huevos fusiformes producidos por

los poliopistocotileos y la forma tetraédrica en monopistocotileos (Kearn, 1963).

Adulto de monogeneo habita
en lasuperficie ventral del
pez

Promedio de
expulsion, 2
huevos por
parasito cada
Solea solea horaa 15°C

Migraeinvade la
superficie ventral del pez

Huevo- Tetraédrico
adherido a granos de arena
del fondo.

Periodo de incubacion 27

diasa14.5°C

Oncomiracidio

Fase infestiva




Fig. 1 Ciclo de vida del monogeneo Entobdella solea (modificado de MacKenzie

et al.,1995).

Monogeneo adulto en
las branquias

Pez hospedero
Merlangius merlangus

Expulsién de huevos a medio

Adhiere d
hospedero
E Huevo- Periodo de
incubacion =27

dias a20°C
<& Oncomiracidio

Fase infestiva

Del huevo emerge unalarvaciliada
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Fig. 2 El ciclo de vida del monogeneo Diclidophora merlangi. (modificado de MacKenzie
etal, 1995).



Los monogeneos miden entre 0.5 a 6 mm de largo y excepcionalmente
llegan a medir hasta 30 mm, pero no exceden de esa longitud (Lamothe-
Argumedo, 1983). Los huevos de los monogeneos, en contraste con muchos
huevos de digeneos y céstodos, suelen presentar un filamento y extensiones
como productos de la capsula. Bychowsky (1957) propone el término de
“flamento” para diferenciar la parte distal (anterior) y proximal (posterior) de
acuerdo a su posicion al pasar por el utero (Kearn, 1963); sin embargo, este autor
refiere que esta terminologia es de dificl uso en formas tetraédricas,

denominandolas “apéndices”.

De acuerdo con Whittington y Ernst (2002), los huevos de los
monogeneos miden entre 80 y 400 pm, los cuales son vertidos y dispersados
en las corrientes de agua, desarrollandose a los pocos dias; de donde emerge
una larva ciliada llamada oncomiracidio; que es el estadio larval de vida libre y
fase infectiva de los monogeneos. El oncomiracidio mide entre 100-400pm y se
adhiere por si mismo en el hospedero, el tiempo de vida larval no es superior a
24h en sistemas de cultivo

Los oncomiracidios presentan un patrén de ciliatura epidérmica a lo largo
del cuerpo que le ayuda a la locomocion. La ciliatura esta distribuida en tres

zonas principales, aunque hay larvas que presentan una distribucidén continua



de los cilios (Llewellyn, 1963; Whittington and Ernst, 2002). Los oncomiracidios

presentan

en la zona posterior un cono que protege la parte posterior del haptor y se le ha
denominado “cono ciliado posterior” que también se desprende cuando el
oncomiracidio se ha fijado al hospedero (piel o branquias) y pierde su
revestimiento ciliado, posteriormente crece hasta desarrollarse en adulto.
Ademas de este cono, es frecuente observar en los monogeneos Diclidoféridos
una secrecion glandular en el haptor, pero esta glandula por si misma no ha
sido localizada. Actualmente se conocen los detalles del patron de ciliatura de
11 especies de monogeneos que representan un grupo taxondmico
amplio(Llewellyn, 1963).

En el haptor posterior del oncomiracidio se encuentran los ganchos
marginales que presentan diversas formas. Cada gancho tiene un mango o
puio, una hoja curvada que termina en una punta, una guarda que es la parte
proximal y se proyecta mas alla de la hoja; y en algunos casos se aprecia una
ogiva o domo, consistente en un hueco en el cual descansa la hoja. En algunas
especies de monogeneos los ganchos persisten en el estadio larval y durante
el transcurso de la vida adulta (Enfodbella soleae) o desaparecen (Diclidophora
meriangi) (Llewellyn, 1963). Los ganchos larvales en algunos monogeneos

comienzan a modificarse en la forma durante el post desarrollo del



oncomiracidio. En muchos monogeneos los hamuli (ganchos de mayor tamafo)

constituyen el principal aparato de adhesion en el adulto (Llewellyn, 1963).

La ubicacién taxondmica de los monogeneos ha sido muy polémica;
inicialmente se incluian como una subclase dentro de la Clase Trematoda,
Phylum Platyhelminthes, de acuerdo con Yamaguti (1963). En el presente
estudio se asume la existencia de una clase independiente, la Clase
Monogenea (van Beneden, 1858) con dos subclases: Monopistocotylea y

Polyopistocotylea (Bychowsky, 1957).

Subclase Monopistocotylea: Monogeneos cuyo haptor posterior es un
organo sencillo, armado con ganchos y de tamafo variable; en forma de disco
terminal ventral y rara vez pedunculado, con o sin septos que forman una sola
unidad. Posee uno o mas pares de macro ganchos y un numero variable de
micro ganchos. Carece de canal genito-intestinal. Son parasitos de peces,
principalmente. Estd compuesta por seis oOrdenes: Capsaloidea,
Dactylogyroidea, Gyrocotyloidea, Acanthocotyloidea, Protogyrodactyloidea y

Udonelloidea.

Subclase Polyopistocotylea: Monogeneos con haptor posterior complejo,
con una serie de pequefnas ventosas musculares o pinzas sostenidas por

escleritas cuniculares (Cheng,1978; Lamothe-Argumedo, 1983). El haptor



larvario esta retenido en el adulto, reducido a pinzas o ventosas, con

macroganchos y un



numero variable de micro ganchos. Poseen canal genito-intestinal. Son
parasitos de peces, anfibios y reptiles. Esta compuesta por cuatro 6rdenes:

Polystomatoidea, Chimaericoloidea, Diclidophoroidea y Diclybothrioidea.

Los Monopistocotylea se alimentan de células epiteliales y los
Polyopistocotylea se alimentan de sangre de las branquias. Este ultimo modo
de nutricion resulta irritante, causa enrojecimiento y excesiva produccion de
mucus, hiperplasia epitelial o hemorragias en las zonas afectadas, la
hipersecreciéon de mucus en los hospederos parasitados produce sofocacion o
asfixia del pez. Las heridas producidas en branquias, piel y otros sitios son
lugares en donde puede haber infecciones secundarias producidas por hongos,
virus y bacterias patogenas
(Lamothe-Argumedo, 1983). En infestaciones intensas se puede producir la

muerte de los peces mas pequeios (Cheng,1978).

2.2. Monogeneos causantes de infestaciones en peces de cultivo.

Los monogeneos del género Heterobothrium Cerfontaine 1845 sindnimo
del género T7agia (Bykhovski ef al, 1976), pertenecen a la familia
Diclidophoridae. Estos monogeneos estan asociados con peces

Tetraoddntidos; y se han



registrado en aguas marinas de Japdn y sur de China (Goto, 1894; Yamaguti,
1958; Bychowsky ef a/,. 1976; Ogawa, 1991); en Sudamérica (Meserve 1938;
Caballero et al, 1953), Australia (Williams, 1986; Williams y Lethbridge,1990;
Whittington and Ernst,1986, 2002) y en agua dulce en Africa (Euzet y Birgi,

1975).

Muchos monogeneos de Ila familia Diclidophoridae han sido
responsables de considerables pérdidas econdémicas en pesquerias o cultivo
de peces. En los afnos 1950 y 1960°s la produccion de botete tigre sufrid un
decremento a causa
de la infestacion por Heterobothrium okamotoi, que ocasiond la mayor

mortalidad en esta especie de pez (Ogawa, 2002).

Ogawa (1991) proporciond una revision taxondmica de las especies del
género Heterobothrium colectadas de varias especies de “puffers” en el Japdn,
incluyendo la redescripcion de H. fefrodonis y la descripcion de nuevas
especies como H. okamotoi. Las especies de Heterobothrium tienen alta
especificidad hospedatoria como H. okamofoi que ha sido registrado sélo en

botete tigre.

Otro ejemplo de pez marino afectado por monogeneos Diclidoféridos es

el lenguado Paralichthys olivaceus, considerado como uno de los peces de



mayor importancia en Japon; su captura ascendié a 7215 tons en 1999 y en la
actualidad su cultivo se ha extendido ampliamente. La cavidad bucal de este

pez es

parasitada por Neoheterobothrium hirame, el cual causa anemia entre la
poblacion de juveniles y ha sido responsable de altas mortalidades (Ogawa,
2002). ElI dano que provoca Neohetferobothrium a otras especies de
Paralichthys son mencionadas por Ogawa (2002), quien sugiere que
Neoheterobothrium es un parasito con alta especificidad para peces lenguados

del género Paralichthys.

Los dafios que han causado los monogeneos a peces tetraodontidos son
multiples, destacandose los parasitos de la familia Ancyrocephalidae cuyo
género Haliofrema sp. afecta al botete Takifugu nijphobles en el Japdn

(Klassen,1993).

Bondad-Reantaso ef al (1995) registraron por primera vez a
Neobenedenia girellae Hargis, 1955, de la familia Capsalidae, afectando a mas
de 5 familias de peces marinos cultivados en varias localidades del suroeste de
Japon. Ogawa (1996) menciona que Neobenedenia girellae observado en el
botete tigre se caracteriza por su baja especificidad al hospedero, a diferencia
de la mayoria de los monogeneos; la infeccion por este parasito constituyd un

problema grave en las areas subtropicales del Japon.



Otros capsalidos como: Benedenia seriolae, Heteraxine heterocerca y

Zeuxapta seriolae, afectan a peces en cultivo como el pez cola amarilla (Seriola

sp.), pez rey de cola amarilla “amberjack” (Seriola sp.); habitantes de los mares
del Japon, el Mediterraneo y Australia (Whittington ef al,, 2002). Neobenedenia
melleni afecta al pez cola amarilla del Japon, a la tilapia (Oreochromis sp.) en
Hawai, barramundi (Lafes sp.) en Australia y a los “groupers” (Epinephelus

sp.) en el sureste de Asia.

Whittington ef al. (2002) refiere el daio ocasionado por los monogeneos
capsalidos a la industria del “jurel” Seriola quinqueradiata y S.dumerili entre
otras especies, las cuales son el principal recurso utilizado para la elaboracién
de sushi y sashimi, ampliamente conocidos en el mercado. Dichas especies
han sido cultivadas en el Japén desde 1960 con una produccién anual de 150
000 tons. donde las estimaciones del dano causado por los parasitos
ascienden al 22% de la pérdida total. Esta industria esta valuada en 1.2 US

billones anuales, de acuerdo con la FAO.

2.3 Estudios sobre parasitos de peces marinos tetraodéntidos en México.



En México, los primeros resultados sobre parasitos del botete diana se
refieren a la descripcion de dos monogeneos: 7ggia ecuadori, hallado en
branquias de Sphoeroides annulatus de la zona del canal de Panama
(Caballero et al. 1953) y MNeobenedenia melleni, con hospedero incierto

(Whittington y Horton,

1996). Lamothe-Argumedo (1967) redescribe a 7agia ecuadori (Meserve, 1938)
Sproston, 1946 parasito branquial del pez marino Cheilichthys annulatus
(Jenyns) colectado en el estado de Oaxaca en el Pacifico mexicano. Existen
otros registros de T7agia ecuadori en Mazatlan, Sinaloa y la Paz, Baja California
Sur, estos datos se encuentran en el Listado Faunistico de la Bahia de

Chamela, Jalisco (Pérez-Ponce de Ledn et al., 1999).

En el botete diana, Sphoeroides annulatus en el Pacifico mexicano, se
ha registrado la presencia de 22 especies de parasitos; entre los cuales los
protozoarios, monogeneos y copépodos caligidos ocasionaron los mayores
dafios en estos peces en cultivo (Fajer y Chavez, 1999; Moravec y Fajer-Avila,
2000; Ho et al, 2001; Dykova et al., 2002; Fajer- Avila et al,, 2003 y Fajer-Avila
et al, 2004). Los monogeneos encontrados fueron Heterobothrium ecuadori
localizado en branquias y Neobenedenia melleni (MacCallum, 1927)

encontrado en la piel.



Otras investigaciones realizadas, describen los cambios histopatologicos
ocasionados por Heterobothrium ecuadori en las laminillas branquiales de
Sphoeroides annulatus silvestres infectados, y la evaluacion experimental de

antihelminticos como la formalina y la esencia de hierbabuena en el control de

este ectoparasito (Contreras, 2001; Fajer ef al 2002). También se
determinaron los patrones de ocurrencia de los helmintos de S. annulatus
silvestres, procedentes del Estero de Teacapan y Playa Norte en Mazatlan,
Sinaloa, México. La determinacion de los analisis de riesgo relativo a la
presencia de estos parasitos, revelaron que las temperaturas de 23-24.5°C
parecen favorecer la presencia de H. ecuadori, alcanzando prevalencias hasta

de 67% (Fajer et al., 2004).

2.4 Cultivo in vitro y ciclos de vida de monogeneos.

Las aportaciones mas sobresalientes sobre las caracteristicas de los
huevos y desarrollo larval de monogeneos se encuentran en las recopilaciones

elaboradas por Llewellyn (1963), Kearn (1986) y Whittington ef a/. (2000).

Lo referente al cultivo /n vifro de monogeneos, la descripcion del huevo,
desarrollo larval y oncomiracidio de Entfobdella soleae (van Beden & Hesse,
1863) Johnston, 1929, monogeneo parasito de la piel del pez Solea solea se

resume en los trabajos de Kearn (1963).



Kearn (1967) estudié el ciclo de vida y desarrollo larval de algunos
acantocotilidos parasitos de rayas, describi6 el desarrollo larval de Merizocotyle
sp., monocotilido parasito de la fosa nasal de la raya Ral/a undulata (Kearn,

1968).

Detallé6 ademas el oncomiracidio de Dictyocotyle coeliaca Nybelin, 1941

y Calicolyle kroyeri Diesing, 1850 parasito de Raia naevus (Kearn, 1970).

Hanson (1973) describié el ciclo de vida de Diclidophora sp. cuyos
huevos requirieron 32 dias para eclosionar a 12.5°C y 30.9 %0 de salinidad; y el
oncomiracidio sobrevivié 36 h fuera del hospedero. Macdonald (1977) realizé
una descripcion detallada de los oncomiracidios de tres especies de
monogeneos pertenecientes a la familia Diclidophoridae: Diclidophora merlangi,
D. luscaey D. denticuladay determiné el periodo de eclosion de cada especie
a 13°C: D. merlangi (30-34 dias); D. luscae (32-36 dias) y D. denticulada (20-

22 dias).

Williams y Lethbridge (1990) definieron cuatro estadios del ciclo de vida
de dos especies de Heterobothrium: H. torquigeneri 'y H. elongatum.
Asimismo, refirieron el desarrollo, modo de penetracidén y preferencias por un
habitat branquial particular de Heterobothrium elongatfum extraido de branquias

del “pufferfish blowfish”, Torquigener pleurogramma. Estos autores encontraron



que la eclosion de huevos se desarrolld6 entre los 8 -9 dias, la infestacion
experimental se llevd a cabo con una recuperacion de cinco juveniles y dos
gusanos inmaduros entre los 9 y 22 dias posteriores a la infestacion; y siete

adultos, algunos con huevos en el utero entre los dias 30 y 31.

Mueller ef al. (1992) evaluaron el efecto de la salinidad en el desarrollo
embrionario y eclosion de Neobenedenia melleni; monogeneo de la familia
Capsalidae, ectoparasito de la tilapia roja cultivada (Oreochromis
urolepishornorum x O. mossambicus). Este estudio revel6 que las exposiciones
a 6%o de salinidad ocasionaron 5.5% de eclosion; 12 %o el 11.9% de eclosion y

18%o el 5.8%, mientras que en agua dulce no hubo eclosion de huevos.

Bondad-Reantaso ef al. (1995) realizaron trabajos sobre reproduccion y
crecimiento de monogeneos de la familia Capsalidae (Neobenedenia girellae)
parasitos del lenguado Paralichthys olivaceus en condiciones de laboratorio y
evidenciaron que los huevos de este monogeneo eclosionan a los 5-6 dias a

25°C mientras que a los 15°C no se observé eclosion.

Balasuriya y Tak-Seng (1995) evaluaron el efecto de las bajas
salinidades en el ciclo de vida /n vifro de Pseudorhabdosynochus
monosquamodjscusi monogeneo de la familia Diplectanidae, ectoparasito del

“barramundi” cultivado (Lafes calcarifer), en el cual se observo que los huevos



presentan un intervalo de tolerancia a salinidades entre 10%o. y 40%o, pero
registran una alta mortalidad de embriones a salinidades de 5%, y agua

destilada.

Sobre infecciones experimentales de monogeneos parasitos del género
Hefterobothrium se encuentran varios trabajos relacionados a peces
tetraoddntidos. En el caso del puffer tigre, 7akifugu rubripes, Ogawa (1997)
describio la copula de adultos de Heterobothrium okamofory la produccion de
huevos; Ogawa e Inouye (1997) describeron el ciclo infectivo de
Heterobothrium okamotfoi por exposicion de oncomiracidios que emergieron
del huevo entre los 6-10 dias a 20°C, se adhieren y crecen en los filamentos
branquiales y posteriormente maduran en las paredes de la cavidad branquial a
los 49 dias post infestacion a 21.1°C. Estos autores estimaron la duracion del
ciclo de vida de este monogeneo en cuatro meses post infestacion de

oncomiracidos.

Ogawa (1998) describidé las caracteristicas del oncomiracidio de H.
okamoftoi y evaluo el efecto de diferentes salinidades sobre su eclosidon y
supervivencia y detecté que a bajas salinidades no hubo desarrollo embrionario

de huevos; pero si observd mortalidad gradual de los embriones colocados en



agua destilada. De la misma forma, este autor determiné la capacidad de nado
del oncomiracidio hasta los 7 dias a 15°C y estimé el promedio de vida larval a

los 9.1 dias a 15°C, 7.3 dias a 20°C y 4.7 dias a 25°C.

Yoshinaga ef al (2000) describieron que el tiempo promedio de la
eclosion en huevos de Neoheterobothrium hirame varid con la temperatura. De
esta forma, los huevos a 10°C eclosionaron a los 23.8 dias; a 15°C a los 12.8
dias; a 20°C a los 7.1dias y 25°C a los 5 dias; encontrandose que el 85% del
total de huevos eclosionaron entre los 10° y 25°C, mientras que a 30°C el
intervalo de eclosion fue menor del 5%. Ogawa (2000) describio el
oncomiracidio de este monogeneo parasito de la cavidad bucal de peces

lenguados Paralichthys olivaceus.

3. BIOLOGIA DEL HOSPEDERO

El botete diana Sphoeroides annulatus, es un pez perteneciente a la
familia Tetraodontidae, se distribuye desde San Diego, California, inclusive el
Golfo de California hasta Pisco Peru y las Islas Galapagos (Fischer, 1995).
Posee amplia tolerancia ambiental habitando a lo largo de la costa en estuarios

y lagunas costeras (Abdo de la Parra y Duncan, 2002).



Presenta habitos costeros, es abundante en zonas someras protegidas
como bahias, estuarios, lagunas costeras y otras areas salobres. Es una
especie fecunda, se reproduce a fines de primavera en zonas cercanas a la
costa; es carnivora que se alimenta de bivalvos, ostiones, almejas y

gasterépodos; asi como

jaibas, cangrejos y otros crustaceos; también de algunos peces y corales. La
piel, gbnadas, sobre todo el higado tienen tetraodontoxina, que se concentra en
mayor cantidad en la época de reproduccion (Amezcua, 1996). Los estudios de
toxicidad y distribucidon de tetraodotoxina (TTX) en los tejidos de botete diana
(S. annulatus) procedente de la costa de la Peninsula Baja California, México,
mostraron que S. annulatus no contiene esta TTX en el mucus de la piel, ni en
el musculo; sin embargo, se ha encontrado en el higado 22ug/g, intestino 0.42

(g/g, y gdbnadas 0.46 (g/g. (Nuhez-Vazquez et al. 2000).



4. JUSTIFICACION

Las investigaciones recientes sobre la biologia y cultivo del “botete
diana”, en el noroeste del Pacifico mexicano, han mostrado sus potencialidades
de cultivo. Sin embargo, una limitante que se esta convirtiendo en un obstaculo
para el cultivo es la infestacidn por parasitos de ciclos de vida directos como los
monogeneos Yy los brotes de enfermedades relacionadas con estos parasitos

que afectan el crecimiento y ocasionan mortalidades.

El monogeneo Heterobothrium ecuadori ha mostrado una alta
prevalencia e intensidad de infestaciéon en los juveniles de botete diana en
cautiverio que ocasionan dafos en los filamentos branquiales que impiden el

intercambio respiratorio y causan la muerte de los peces (Fajer ef al,, 2003).

El conocimiento de la biologia y el ciclo de vida de este parasito a nivel
experimental en el laboratorio, y la determinacién del periodo de duracion de la
fase infectiva a diferentes salinidades, creara las bases necesarias para la

implementacion de estrategias de manejo para su control.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Describir el ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori (Meserve, 1938)

Sproston, 1946 (Monogenea: Diclidophoridae) ectoparasito del botete diana,

Sphoeroides annulatus (Jenyns,1843) en condiciones de laboratorio.

5.2 Objetivos particulares:

Disenar un sistema experimental para la colecta de huevos de Heterobothrium

ecuadori y su eclosion.

Describir los diferentes estadios del desarrollo embrionario de
Heterobothrium ecuadori desde huevo hasta oncomiracidio, y determinar la

morfometria de las diferentes estructuras.

Determinar /n vifro el tiempo y porcentaje de eclosion de los huevos asi como
el periodo de vida del estadio larval (oncomiracidio) de Heferobothrium

ecuadori a diferentes salinidades.



» Realizar infecciones experimentales con el estadio infectivo, en juveniles de
cultivo de botete diana libres de estos monogeneos, para obtener juveniles

de H. ecuadoriy cerrar el ciclo de vida de este parasito.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Colecta del material bioldgico y sistema experimental para la deteccién de

hospederos con H. ecuadori .

Durante el periodo febrero-junio 2003 se capturaron mensualmente 15
adultos de botete diana procedentes de Mazatlan, Sinaloa (23°10°36"°'N 106°
25°35°'W) y Teacapan, Sinaloa (22°35'N 105°45°23"'W), los cuales fueron
trasladados en bolsas de plastico con oxigeno hacia el area de bioensayos del
laboratorio de Parasitologia del CIAD-Unidad Mazatlan. Los peces capturados
se colocaron individualmente en tanques de fibra de vidrio de 500 | con
aireacion continua (2.5 HP air blower Gast IMX model R4110-2 USA) y en la
fuente de suministro de agua de mar se coloco un filtro elaborado con una
malla de 100um y de 50 pm para retener las particulas de mayor diametro,
evitar la entrada de vectores y otros huevos de monogeneos al interior del
tanque. En el extremo de la manguera donde se sujeta la piedra aireadora de

cada tanque se amarraron hilos de nylon de color blanco, con la finalidad de



detectar la presencia de huevos del monogeneo H. ecuadori. Se separaron los

peces parasitados de los no

parasitados, con el propdsito de tener un mejor control de los organismos
examinados.

Durante la fase experimental se tomaron precauciones de limpieza y se
us6 agua dulce para desinfectar a cada estanque entre el examen de cada pez.
Se midié la temperatura (T°C) y la salinidad (%o0) diariamente con un
refractbmetro Fisher 0-100£1 y un termdémetro Brannan 0-400 = 1°C,
respectivamente. A lo largo de todo el experimento se mantuvo la circulacion
de agua de mar las 24h, aireacion constante y fotoperiodo de 12 horas luz - 12

horas oscuridad.

Los hilos, una vez extraidos del tanque, se colocaban en cajas Petri de
10 x 1 cm con agua de mar filtrada, esterilizada con luz UV (35%. de salinidad),
y se observaron con la ayuda de un microscopio estereoscopio (LEICA MZ9.5)
a diversos aumentos en busca de huevos de H. ecuadori . Estas cajas Petri se
mantuvieron a la temperatura del laboratorio 23+1°C en invierno y 27+1°C en
verano. Esta rutina se realizdé continuamente para asegurar la obtencion de
huevos y larvas vivas, infectar otros peces, ser tefiidas vy fijadas, y realizar los

dibujos correspondientes.



6.2 Técnicas para la obtencion de huevos de H. ecuadori

a) Aislamiento e incubacién de huevos obtenidos directamente del adulto de #.

ecuadori

Para obtener huevos directamente del parasito adulto se anestesiaron
alrededor de 10 botetes diana con 0.75ml/L de 2-phenoxyetanol durante 2
minutos, se disectaron los arcos branquiales y se colocaron individualmente en
cajas Petri con agua de mar esterilizada a 35%.. De los arcos branquiales se
seleccionaron 5 especimenes adultos de H. ecuadori sexualmente maduros
(vitelégenas totalmente desarrolladas, definido como el estadio VI, de acuerdo
a Ogawa e Inouye, 1997) los cuales fueron colocados individualmente en cajas
Petri con agua de mar. A cada adulto se le estimul6 la parte ventral con la
ayuda de un pincel para lograr la expulsion de huevos al medio, de acuerdo a

la metodologia de Ogawa (1997).

Los huevos recién expulsados se dejaron en la caja Petri y se incubaron

a la temperatura del laboratorio (23+1°C).



b) Aislamiento e incubacién de huevos de H. ecuadori depositados en los hilos

colectores

Se acondiciond un estanque de 500 | limpio y lavado con agua dulce; en
el tubo de suministro de agua de mar se coloco un filtro elaborado con una
malla de 100um para retener las particulas de mayor diametro y de 50 ym para
evitar la entrada de huevos de otros monogeneos al interior del tanque
(basados en las mediciones previas del huevo). Se instal6 la aireacion de forma
continua, se coloco en este tanque un botete parasitado con H. ecuadoriy al
mismo tiempo se amarraron hilos de nylon en la manguera del aireador durante
una hora, con la finalidad de asegurar la colecta solamente de huevos puestos

en ese lapso de tiempo.

6.3 Descripcion del desarrollo embrionario de huevo a oncomiracidio.

a) Desarrollo embrionario del huevo

Para la colecta de huevos, se utilizé la técnica descrita en el punto 6.2
(b), los hilos con huevos se colocaron en cajas Petri con agua de mar
esterilizada a 35%0, se tomaron varios huevos y se observaron diariamente
desde el inicio de la incubacién hasta que completaran su desarrollo a

temperatura del laboratorio



23%£1°C en invierno y 27°C+1°C en el verano. Con base a las observaciones
realizadas al microscopio 6ptico, se describieron los cambios en el interior del
huevo, donde se observd la forma, tamano, coloracién y estructura de los
huevos embrionados. Los cambios fueron registrados mediante dibujos
realizados bajo el microscopio compuesto Leica DMLB 10, equipado con una
camara clara a los aumentos de 100X y 400X, de acuerdo al tamafno de las
estructuras de interés. Como complemento, mediante una camara de video de
alta resolucion (Sony CCD Iris) conectada al programa Pixel View instalado a
una computadora personal (Dell 4100) se captaron imagenes /in vivo que
confirmaron el desarrollo embrionario, los cambios en el huevo se registraron
mediante fotografias cada 24 h. Se midio la longitud y el ancho de 30 huevos,
se determind la media y la desviaciéon estandar (DS) y los valores se

expresaron en micrometros (um).

b) Oncomiracidio /n vivo

Los oncomiracidios recién eclosionados fueron transferidos con una
pipeta Pasteur a un porta objetos con una gota de agua de mar, con la finalidad
de observarlos /n vivo. Se les colocdé una gota de rojo neutro 0.05% para

evidenciar las estructuras internas (Lazaro-Chavez, 1984) y para evitar la



desecacion, se les adicion6 agua de mar con un gotero. Es importante

mantener vivas las larvas, ya

que después de morir, algunas estructuras como las células flama, no pueden

ser vistas y ubicadas.

Para la descripcion morfologica, las larvas se dibujaron /in vivo bajo el
microscopio compuesto a 1000X con el contraste de fases y se captaron
imagenes /n vivo. La fijacion de oncomiracidios se realiz6 colocando algunas
larvas en una caja Petri con una pipeta Pasteur, posteriormente se agrego
formol caliente al 4%. Una vez fijados los organismos, se midieron los
caracteres de valor taxondmico sugeridos en los trabajos de Macdonald (1977)
y Ogawa (1998, 2000); asi mismo, se midieron los ganchos en los que se
consider6 el largo del gancho (punta del mango a la base de la hoja) (Klassen y
Beverley-Burton,1995); el largo del mango, y apertura de la curvatura de la
hoja. Se determiné la media y la desviacion estandar (DS) de cada uno de los
caracteres medidos para 30 ejemplares, los cuales estan expresados en

micrometros (um).



6.4 Porcentaje de eclosion y periodo de vida del oncomiracidio a diferentes

salinidades.

a) Porcentaje de eclosion

En el area de Bioensayos de Parasitologia del CIAD Mazatlan, donde se
encontraban los tanques con botetes parasitados, se acondiciondé un tanque,
como se describe en el punto 6.2 (b), con la diferencia que esta vez se
amarraron 8 hilos de nylon a 2 tubos de PVC sumergidos en el agua durante
una hora. Posteriormente se cortaron los hilos a manera que contuviera 10
huevos y se colocaron en cajas Petri etiquetadas con agua de mar filtrada y
esterilizada a las diferentes salinidades: Estas fueron a partir del 100% (testigo
35 %o) se diluyd con agua destilada para obtener: 80% (28%o), 60% (21%o), 40%
(14%0), 20% (7%o), 0% (agua destilada) (Ogawa, 1998). Se realizaron 5 réplicas
por cada salinidad (n=50 huevos) y se incubaron a temperatura del laboratorio
23+1°C en invierno. Se realizaron observaciones cada 24 h con el
estereomicroscopio (LEICA MZ 9.5) y se determiné el porcentaje de eclosion,

de acuerdo al numero de capsulas vacias de los huevos incubados.

b) Mortalidad y periodo de vida del oncomiracidio a diferentes salinidades.



Para llevar a cabo este experimento se colocaron en diferentes cajas
Petri de 10 x 1 cm, 5 oncomiracidios con unas gotas de agua de mar

esterilizada en

cada una. A continuacion se les agregd 10ml de agua con las salinidades
mencionadas en el inciso anterior. Se realizaron cuatro réplicas por salinidad.
La movilidad de los oncomiracidios fue observada bajo el estereomicroscopio,
cada 15 minutos durante la primera hora; cada 2, 4, 8, 12, 14, 24, 33 y 48 horas
y cada 24h hasta su muerte, la temperatura registrada fue de 21+1°C. El
criterio de supervivencia fue: viva, nada activamente y responde a estimulos
como la agitacion de la caja Petri y muerta, ausencia de respuesta a un
estimulo mecanico por agitacion, hasta alcanzar el 100% de mortalidad.
También se observé la movilidad de la larva de acuerdo con el criterio de
Ogawa (1998): se desplaza, no se desplaza, arrastramiento y estado latente

(movimientos ciliares y contracciones musculares).

6.5 Infecciones experimentales.

a) Condiciones de infestacion: Desparasitacién de peces

Para hacer la infestacion experimental, se asegurdé que los juveniles de
botete en cautiverio que se emplearan en la infestacion estuvieran libres de
parasitos, para ello se requiri6 de un protocolo de desparasitacion que se

adaptara a las necesidades de este estudio.



El primer experimento consistio en verificar la presencia del parasito por
medio de los hilos colectores, los peces parasitados por H. ecuadori fueron
sumergidos en una solucién de 0.17ml/l de formalina por una hora (Fajer ef al.,
2003), posteriormente éstos se colocaron en acuarios con 20 | (volumen util de
15 I) de agua de mar filtrada con una malla de 50 ym y con aireacién continua,
sin circulacion de agua y se les coloco dentro del acuario un hilo colector en
busca de huevos de H. ecuadori. Este procedimiento se repiti6 cada 24h
durante 3 dias; pero no se logro el 100% de efecto esperado (eliminar al

parasito adulto).

El segundo experimento consisti6 en el empleo del praziquantel
registrado como efectivo ya sea administrado en bafos, o por via oral
(Hirazawa ef al., 2000; Hong-Kim y Bum-Cho, 2000). Debido a la imposibilidad
de adquirir este compuesto como sustancia activa, se usdé un producto
comercial (pastillas antihelminticas para perros) de la marca “Drontal” (Bayer)
que contienen 50 mg de praziquantel, 150mg de pamoato de pirantel y 150mg
de febendazol por pastilla. Se ensayaron dos vias de aplicacion de este
compuesto (oral y bafios); sin embargo, la que resultdé mas efectiva y menos
estresante para los peces en este trabajo fue la administracién por bafos, por

lo cual se selecciono para su empleo.



BANOS

Las pastillas de Drontal fueron trituradas y disueltas en 1 | de agua
dulce, posteriormente se filtré la solucién y se sumergio al pez en ella durante
15 min. Seguido de esto, se le aplic6 a cada pez un baino de agua dulce
durante 15 min. para eliminar posibles fases infectivas u oncomiracidios (con
base a los resultados de este trabajo con agua destilada). Cada pez tratado se
colocé individualmente en acuarios con 20l de agua de mar previamente filtrada
con una malla de 50 pym y se le coloco aireacion constante. Se verificd la
ausencia o presencia del parasito por medio de los hilos colectores amarrados

al aireador en todos los experimentos.

El agua con la solucion antihelmintica (praziquantel) donde fue
sumergido el pez, fue filtrada con una malla de 50 pm para observar bajo al

estereomicroscopio posibles fases larvarias.

El hilo colector ubicado en los acuarios con agua limpia, fue revisado
diariamente en busca de huevos; al verificar la ausencia de éstos en el hilo, se
decidié sacrificar un pez para asegurar que no hubiera parasitos. Una vez
confirmado el efecto de estos tratamientos, se desparasitaron 20 peces antes

de ser infestados con oncomiracidios, y se colocaron en un tanque de fibra de



vidrio de 500 | con un volumen util de 100 | y aireacion continua. En la toma de

agua de

mar con circulacion abierta se colocé el mismo tipo de filtro mencionado

anteriormente.

b) Obtencién de oncomiracidios e infestacion artificial.

Para obtener huevos de H.ecuadori, se empled la técnica de los hilos
colectores del apartado 6.2 (b); los huevos se incubaron en las cajas Petri en el
laboratorio para la obtencién de los oncomiracidios, una vez eclosionados, con
la ayuda de una pipeta Pasteur los oncomiracidios se vertieron en una caja

Petri con agua de mar esterilizada.

Cada vez que se pretendia exponer a los peces con oncomiracidios, se
repetia el mismo procedimiento de desparasitacion por medio de banos
mencionado en el inciso anterior. Se colocaron 2 peces libres de parasitos por
acuario con capacidad de 20 | (volumen util de 15 I) con agua de mar
previamente filtrada, aireacion continua, sin circulacion de agua; a estos peces
se les vertid la caja Petri que contenia alrededor de 50 oncomiracidios recién

eclosionados, los cuales se dejaron 24h para asegurar la infestacion.

c) Obtencién de los diversos estadios juveniles y adultos.



Una vez expuestos los peces a los oncomiracidios por 24 h se colocaron
en tanques de 500 | con agua de mar ubicados en el area de bioensayos, en

donde

se registré en el agua una salinidad de 35-36%o. y temperatura de 22-
24°C (invierno) y 26-30°C (verano) a lo largo de todo el experimento.
Posteriormente, se sacrificaron los peces expuestos cada 5 dias hasta
encontrar el estadio adulto. Las diferentes fases juveniles fueron fotografiadas,
descritas y dibujadas en camara clara, las medidas estan expresadas en

micras o micrometros.

La descripcion de los cambios morfologicos de los juveniles de AH.
ecuadori se baso en los criterios de Ogawa e Inouye (1997) los cuales se
mencionan a continuacion.

Estadio I, organismos con 3 6 menos pares de pinzas o ventosas.

Estadio Il, 4 pares de ventosas; sin desarrollo de los érganos reproductores
Estadio lll, 4 pares de ventosas con un érgano copulador visible.

Estadio 1V, desarrollo de los érganos reproductores masculinos.

Estadio V, ovario visible, sin desarrollo de las vitelogenas.

Estadio VI, adultos.

Los diferentes estadios de H. ecuadori fueron colocados entre porta y

cubreobjetos, se les adiciond por un extremo del cubreobjetos con una pipeta



Pasteur, picrato de amonio hasta quedar completamente inmersos vy fijados.
Las preparaciones se colocaron dentro de una caja Petri durante 24 h y se les

agrego

mas fijador hasta quedar completamente cubiertas, se taparon para evitar la
desecacion. Posteriormente, los parasitos se desmontaron con un pincel y se
transfirieron a una caja Petri con alcohol 70% para eliminar el fijador por 15
min.

Una vez eliminado éste, los organismos fueron tenidos siguiendo las técnicas

para el estudio de platelmintos (Anexo).

A partir del dia 25, se amarré diariamente un hilo de nylon en el extremo
de la manguera del aireador del tanque donde estaban expuestos los peces a
los oncomiracidios, con la finalidad de localizar huevos enredados, lo que
indicaria la presencia de parasitos maduros o adultos, que fue corroborada

posteriormente con el sacrificio de los peces.

6.7 Analisis estadisticos

a) Porcentaje de eclosion

Los datos fueron analizados estadisticamente con el programa de
Sigma-Stat version 3.0 compatible con Windows XP, asi como el programa

Excel para las tablas y calculo de datos. Se compararon los resultados del



porcentaje de eclosion acumulado por dias, con relacién a las salinidades
estudiadas, mediante un analisis de varianza de muestras repetidas de dos

vias, como lo muestra el

programa de Sigma-Stat Two way repeated measures anova (no paramétrica)
y finalmente la prueba de Tukey fue usada para distinguir diferencias

significativas entre los valores de las medias.

b) Superviviencia del oncomiracidio

Mediante el analisis PROBIT (Toxicology Software, version 1.0,1990) se
determind la concentracion letal media (LCso) del oncomiracidio de H. ecuadori
a las salinidades evaluadas en diferentes tiempos de exposicion. Este
programa es usado en Toxicologia para calcular la concentracion letal de un
téxico conocido y evaluar las respuestas bioldgicas de un organismo expuesto.
Para ello, los datos requieren ser ingresados a este programa, de acuerdo al
siguiente criterio: a mayor concentracion de téxico — mayor mortalidad. Debido
a lo anterior, los datos se ingresaron a este programa de forma inversa, pero
esto fue considerado para el procesamiento de los datos para su éptimo
manejo, éstos se ingresaron tomando en cuenta los 20 organismos (10

organismos por duplicado) para cada una de las salinidades evaluadas.



7. RESULTADOS

7.1 Diseno experimental para la deteccién de huevos de Hefterobothrium

ecuadori

Los intentos iniciales de obtencion de los huevos de H. ecuadori
mediante la estimulacion mecanica de la region ventral del parasito adulto no
produjeron huevos viables; sin embargo, permitieron conocer las
caracteristicas de los huevos de esta especie de monogeneo. Los huevos
expelidos fueron ovales, con apéndices unipolares de color amarillo-café

(Fig. 3).

Fig.3 Huevos de Heterobothrium ecuadori, obtenidos por la técnica de
estimulaciéon mecanica, donde se muestran un defecto de su forma oval tipica

(100X).

En el sistema experimental, compuesto por hilos de nylon de color

blanco colocados en los aireadores de los tanques donde se encontraban los



adultos de botete diana silvestres infectados con H. ecuadori, se detectaron

abundantes

huevos ovales con las caracteristicas descritas en el parrafo anterior de esta
seccion que se adhirieron con su filamento a los hilos de nylon, los cuales se
agrupaban en forma de cadenas y racimos (Fig. 4). La observaciéon

microscopica de estos huevos permitié confirmar su viabilidad.

» 100 jem

Fig.4 Filamento unipolar en la region posterior al opérculo del huevo de

Heterobothrium ecuadori y su distribucion en forma de racimo.

7.2 Descripcion del huevo de Heferobothrium ecuadori .

El huevo de Heferobothrium ecuadori, previo a su salida del poro genital
del parasito adulto vivo, tiene forma oval y es transparente. Poco después de

salir del poro genital, la capsula del huevo sufre un proceso de esclerotizacion y



obtiene gradualmente un color café amarillento en cuyo interior se observa el

embrién

(Fig.5 a y b). La forma oval del huevo de H. ecuadori coincide con la forma
fusiforme tipica descrita para los monogeneos poliopistocotiieos como los

pertenencientes a la familia Diclidophoridae .

Fig.5 a) Huevo en el interior del cuerpo del adulto de Heterobothrium ecuadori

antes de ser expulsado(100x) y b) Embridn en el interior del huevo(400x).

El huevo mide 211.5 £7.4 de largo y 74.5 + 6.7 de ancho, es operculado,
con una abertura en la parte anterior de la capsula, por donde emerge la larva
al momento de eclosionar. El opérculo mide 23.37 £1.09 de alto y 51.52 £0.59
de ancho. En la parte opuesta al opérculo se encuentra un largo filamento, que
le ayuda a sujetarse a las laminillas branquiales del pez o se enreda con otros

huevos formando racimos.



Las fotografias de microscopia electronica de barrido mostraron la

textura lisa del huevo, sin estrias, ornamentaciones o estructuras accesorias

(Fig.8).

b)
Fig.6 a) Opérculo del huevo y filamento unipolar de Heterobothrium ecuadori

(Barra 50 um); b) abertura del huevo (Barra 20 pm)

7.3 Desarrollo embrionario

El huevo de H. ecuadories de tipo ectolecito (el embrién se encuentra en
la parte central interna de la capsula del huevo y esta rodeado por vitelo)
(Fig.7). Las células de vitelo en los huevos recién puestos se pueden apreciar

en la superficie



interior de la capsula, son de varios tamafnos, su contorno esta bien definido y
se disponen alrededor del embridén, que es identificado como una masa en el
centro, de apariencia traslucida y vista en microscopio con contraste de fases,

se aprecia como la zona mas obscura.

Fig.7 Embridn de Heferobothrium ecuadori en el centro del huevo rodeado por

células de vitelo posterior a una hora de haber sido colectado del hilo (100x).

En el siguiente dibujo se esquematizan las estructuras internas del

huevo de H. ecuadori.
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A

Fig.8 Huevo de Heterobothrium ecuadori . (E) Embrion, (O) Opérculo, (C)
Capsula, (Cv) Células de vitelo, (F) Filamento, (Gr) Globulos refractiles. Barra

100 pum



A las 24 horas de realizada la ovoposicion se observa que la masa
celular que formara el embridn, se transforma gradualmente de esferoidal a
elipsoidal (Fig.9a). El embridon crece gradualmente y puede distinguirse
facilmente de las células de vitelo por su apariencia traslucida en el centro del

huevo. Este crecimiento se hace mas nitido a mayor aumento (Fig.9b )

Fig.9 Huevo embrionado de Heterobothrium ecuadori a las 24 horas de
incubacion a diferentes aumentos a) Masa celular elipsoidal que formara el
embrién (100X); b) Apariencia traslucida del embrién en el centro del

huevo(400X).



A las 48 horas el embridon presenta un aumento significativo en su
tamafo y continla su ubicacion en la zona central del huevo (Fig.10a). Las
células de vitelo se van disolviendo de forma gradual, ya que son utilizadas

como alimento, y son desplazadas hacia los extremos (Fig.10b).

Fig.10 a) Incremento de las dimensiones del embrion de Heterobothrium
ecuadori a las 48 horas de incubacidn (100X); b) disolucién de las células de

vitelo y su desplazamiento a los extremos del huevo (400X).

En el siguiente dibujo se esquematizan las estructuras internas del

huevo de H. ecuadori alas 48 horas (Fig 11).
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Fig.11 Huevo embrionado de Heferobothrium ecuadori a las 48 horas de
incubacion. (E) Embridn, (O) Opérculo, (C) Capsula, (Cv) Células de vitelo, (Gr)

Glébulos refractiles. Barra 100 um



A las 72 horas se observa un incremento notable en la transparencia de
la capsula del huevo debido al consumo de vitelo lo cual facilita la observacion
del aumento de tamafo (Fig. 12a), contorno de la larva dentro de la capsula, y
los ganchos larvales (Fig.12b).

N
S Larva octipa el
interior de la
capsula

Fig.12 a) Incremento notable en la transparencia de la capsula del huevo
embrionado de H. ecuadoria las 72 horas de incubacion (100X), b) contorno de

la larva dentro de la capsula del huevo y ganchos larvales visibles (400X).

A las 96 horas el cuerpo de la larva esta desarrollado y se nota un
contorno bien delimitado(Fig.13 a), en el que se pueden diferenciar los bordes
del cuerpo y el haptor, asi como movimientos esporadicos de la ciliatura

(Fig.13b).



Haptor con

Fig.13. a) Cuerpo de la larva de Heterobothrium ecuadori desarrollado en el
interior del huevo a las 96 horas de incubacion (100X); y b) Bordes del cuerpo,

haptor y ciliatura de la larva visibles(400X).

A las 120 horas se destacan la silueta, cilios y haptor de la larva, asi
como algunas estructuras internas como la faringe, de forma esférica y los

conductos de las glandulas adhesivas (Fig.14).

Larva ocupa el
nterior de la

Faringe céapsula

Conductos de las
glandulas
adhesivas

Fig.14 Faringe y haptor con ganchos larvales en el interior del huevo a las 120

horas de incubacion (400X).



A las 144 horas la larva esta formada en su totalidad; abarca todo el
espacio interno dentro de la capsula (Fig.15a) y aumenta considerablemente

los movimientos musculares y de la ciliatura, previo a la eclosion (Fig.15b).

Fig.15 a) Larva de Heterobothrium ecuadori completamente formada a las 144
horas (100X); b) Se observan claramente los musculos contraidos previa a su

eclosién (400X) .

La eclosion del oncomiracidio se observo en las capsulas donde las
larvas estaban completamente desarrolladas. Se detectaron contracciones,
extensiones y rotaciones que aumentaban poco antes de la eclosion. El
oncomiracidio, cuya actividad aumenta progresivamente, da giros completos de
manera continua, con lo que empuja al opérculo tratando de romper la

membrana vitelina.



El periodo de eclosion del oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori
varid entre 7-10 dias a 23+1°C y 35 %o0. Asimismo, el porcentaje de eclosion
por dia fue: dia 7 (168h) 20+1.41%, dia 8 (192h) 50+2.73%, dia 9 (216h)

16+2.30%, dia 10(240h) 8+1.09%, (n=50 huevos).

Las observaciones de los huevos maduros de H. ecuadori colocados
bajo el microscopio Optico revelaron que su luz podia activar la eclosién una
vez desarrollada la larva dentro del huevo. Los oncomiracidios, una vez libres,
nadan en todas direcciones con movimientos caracteristicos de avance, como
extensiones y contracciones. En el proceso de muerte los cilios comienzan a
desprenderse y debido a la deshidratacion que sufre el cuerpo, se forman

vejigas o burbujas.

7.4 Descripcidon del oncomiracidio: estadio infectivo

El oncomiracidio tiene un cuerpo aplanado dorsoventralmente, el
extremo anterior es redondeado y el posterior presenta una prolongacion en
forma conica o de gota. Mide 156.16 +9.15 de largo y 65.06 £7.72 de ancho.
Posee un tegumento delgado, transparente y cubierto de cilios en casi toda su

superficie, exceptuando la zona anterior del haptor (Fig.16).



Fig.16 Oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori. Ganchos larvales y hamuli,

Barra 20 pm; (Gs) Glandulas secretoras, Barra 100 um.



No tiene ojos visibles pero se pueden observar dos “pelos o cilios” cuya
funcidn es presumiblemente sensorial (Macdonald, 1977), uno de ellos mide

8.41+0.48 y el otro 7.43 + 0.37.

El aparato digestivo lo conforma la boca que se abre subterminalmente,
la cual se localiza en la regidén anterior del cuerpo. Esta se continua hacia una
faringe esférica, que mide 23.34 +1.77 largo por 24.75 +1.96 de ancho. No se
observan ventosas orales como en el estadio adulto, pero se aprecia la silueta
de lo que podria ser un primordio, por encima de la faringe. El es6fago es largo
y delgado, el cual se comunica a un saco alimenticio, localizado en la parte
anterior del haptor, en el cual se pueden apreciar granulos esféricos de
consistencia lipidica bien definidos y de diversos tamanos que se tifien bien con

rojo neutro.

La larva es capaz de adherirse por el extremo anterior a la caja Petri,
por lo que su captura es dificil, se presume de una forma de adhesion en la
parte oral. Esto se corroboré con las observaciones de Macdonald (1977),
quien describe un sistema de adhesion para tres géneros pertenecientes a la

familia Diclidophoridae.



Posee un sistema complejo de células glandulares consistente en cinco
células secretoras (adhesivas) localizadas en cada uno de los extremos

laterales

del cuerpo, dos de ellas son externas y tres internas, donde uno de los
conductos internos coincide con el externo en la zona de la faringe. Cada una
de estas células glandulares posee un estrecho y largo conducto que
desemboca en la parte oral de la larva que se distribuyen en dos internos y tres

externos de cada lado(Figura 16).

El haptor es la zona donde se localizan los ganchos y se encuentra en la
parte posterior del cuerpo de la larva. En este caso se localizaron cinco pares
de ganchos marginales flexibles, similares en forma, dispuestos lateralmente; y

un par de hamuli (ganchos mas grandes).

El aparato excretor esta representado por cuatro pares de células en
flama, demostrado con el empleo de colorantes vitales como el rojo neutro: el
primer par fue detectado lateralmente a la faringe que se conecta por un
conducto delgado, el segundo par localizado en la zona media del cuerpo, el
tercero se encuentra entre la union del cuerpo y el haptor, el cual se continua

con el cuarto en la zona del haptor, por arriba de los ganchos del par Il. Los



conductos o tubulos excretores se ramifican y abren al exterior del cuerpo por

los poros excretores cerca del segundo par de células flama.

En la Tabla 1. se muestran las medidas de los caracteres morfologicos del
oncomiracidio de Heferobothrium ecuadori y su comparacion con otros

representantes de la familia Diclidophoridae.

Tabla.1 Morfometria comparativa del oncomiracidio de Heferobothrium

ecuadori con relacion a otros representantes de la familia Diclidophoridae.

H. okamotori N. hirame H.ecuadori
(Ogawa,1998) (Ogawa, 2000) En este estudio
Largo total 200-300 250-320 156.16+9.15
(140-183)
Ancho total 80-150 90-130 65.06+7.72(51-78)
Faringe
Largo 25-35 29-40 23.34+1.77 (21-26)
Ancho no se menciona 26-35 24.75+1.96 (21-27)
Cilios
Largo 17-20 15 18.46+ 0.77 (18-19)
Par |
Largo total 19-20.5 16-17 18.46+ 0.89
mango - 10-12 12.67+ 0.85
curvatura - 5-6 5.02+ 0.47
Par Il al IV

Largo total 18-20 16-17 18.46+ 0.89




mango no se menciona 10-12 12.67+ 0.85
curvatura no se menciona 5-6 5.02+ 0.47
Continuacion Tabla 1.
Par V
Largo total 17-18.5 16-17 18.46+ 0.89
mango no se menciona 10-12 12.67+ 0.85
curvatura no se menciona 5-6 5.02+ 0.47
Hamulus
Largo total 17-19 - 24.89+ 0.98
Largo mango 10-11 13-15 15.14+ 0.56
curvatura no se menciona 6-7 6.88+ 0.31
Ocelos No presenta No presenta No presenta

No.Glandulas

adhesivas

Células flama

cinco pares

cuatro pares

cinco pares

cuatro pares

cinco pares

cuatro pares

7.5 Sistema de Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Este sistema de microscopia electronica de barrido permitio evidenciar
perfectamente la disposicion de la ciliatura, la cual se distribuye lateralmente en
la superficie del oncomiracidio, y le facilita su desplazamiento en busca del
hospedero; asi como la zona oral y los orificios por donde desembocan las

células glandulares (Fig.17).



b)
Fig.17 (a) Disposicion lateral de la ciliatura del oncomiracidio de H. ecuadori.
Barra 50um; (b) zona oral y orificios por donde desembocan las células

glandulares; (c) Par de hamuli y el primer par de ganchos. Barra 10um.



7.6 Porcentaje de eclosion de los huevos de H. ecuadori a diferentes
salinidades.

En la Tabla 2 se encuentra el porcentaje de eclosion de los huevos de H.
ecuadori (media £ DS) para los intervalos donde ocurrié la eclosion a las
salinidades evaluadas. Como se puede observar, hubo diferencia significativa
(P<0.05) en el porcentaje de eclosion entre las bajas salinidades (7%o Y 0%o)
comparado con el testigo (35%o0). En la salinidad testigo (35%.) el mayor
porcentaje de eclosién ocurrié el dia 8, con 58%. Se detecté que los huevos
expuestos a bajas salinidades como 7 %o Yy 14%o eclosionan pero retrasan su
desarrollo embrionario uno o dos dias, respectivamente, comparado con la
salinidad testigo (datos no mostrados; observaciones microscépicas previas in
vivo). Sin embargo, en la Fig. 18 se hace evidente que no hubo relacion directa

entre el porcentaje de eclosién y las diferentes salinidades evaluadas.



Tabla 2. Porcentaje de eclosion de huevos (MediatSD) de Heterobothrium

ecuadori (n=50) a 23+1°C.

Salinidad  Porcentaje Intervalo de Dia de Porcentaje No. de
de eclosion mayor del dia de huevos por
eclosion (Dias) eclosion mayor dia de
(Dias) eclosion mayor
eclosion
0%o 0% a - - - -
7%o 48+7% b 8-10 8 18+0.8% 9
14%o 94+16% °© 6-11 8 461£3% 23
21%o 90+14% ¢ 7-10 9y 10 22+2% 11-11
28%o 70£11%¢cb 6-10 7y8 26+2% 13-13
35%o 96+21% ¢ 7-10 8 58+2% 29

Las letras diferentes indican las diferencias significativas manifestadas
por la prueba de Tukey con respecto a las salinidades en el porcentaje de

eclosion.



PORCENTAJE DE ECLOSION DE HUEVOS A DIFERENTES SALINIDADES
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Fig. 18. Porcentaje de eclosion acumulado de los huevos de Heterobothrium
ecuadori expuestos a diferentes salinidades en relacion al tiempo. (En la Tabla
1 del Anexo se encuentra el porcentaje promedio acumulado de eclosién y la

desviacion estandar).

Supervivencia del oncomiracidio de H. ecuadori a diferentes salinidades

En la Fig.19 se muestra el porcentaje de mortalidad del oncomiracidio de
H. ecuadori a diferentes salinidades; donde se detectan los valores mas altos
para las salinidades 0%o y 7 En la salinidad de 35%o el tiempo estimado de vida
para el oncomiracidio esta en el intervalo de 4 a 7 dias, donde el 50% de la

poblacion



muere aproximadamente en el dia 5 (120 h) a 21+1°C. %.. El porcentaje de
mortalidad promedio acumulado del oncomiracidio de H. ecuadori y su

desviacion estandar se encuentran en la Tabla 2 del Anexo.

Mortalidad del oncomiracidio de H. ecuadori a diferentes
salinidades

Porcentaje acumulado de
mortalidad

0 ® ®— ® ; ® T T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180

Tiempo (horas)

——0 27 14 —=—-21 —%—28 —*—35

Fig 19 . Mortalidad del oncomiracidio de Heferobothrium ecuadori con relacion
al tiempo.

El analisis Probit permitié calcular las concentraciones letales medias de
las diferentes salinidades a distintos tiempos de exposicion (Fig.20), con la
finalidad de establecer un intervalo de tiempo efectivo para eliminar las fases

infestivas u



oncomiracidios. Se estimé que la CLso para la salinidad de 0%o (agua dulce) fue
de 15 minutos. A la salinidad de 7%o, durante los primeros 30 minutos, se
observdé claramente que las larvas pierden su actividad natatoria,
posteriormente para esta salinidad se registré la CLso en el periodo de 14 h,

aproximadamente. Estos datos se encuentran en la Tabla 3 del Anexo.

Concentracion letal media a diferentes salinidades
del oncomiracidio de H. ecuadori

N
6]
|

CLso
Salinidaes
5 8

[y
o
I

]
|

o

025 05 075 1 2 4 8 12 14 24 33 48 72 96 120

Tiempo (horas)

Fig. 20 Curva de toxicidad de diferentes salinidades sobre el oncomiracidio de
Heterobothrium ecuadori . Los datos estdan representados por las

concentraciones letales medias y los intervalos al 95% de confianza.

Las observaciones del comportamiento natatorio de los oncomiracidios

indicaron que antes de morir tienen un proceso de inmovilidad vy



desprendimiento de los cilios, o que provoca un movimiento circular en su
propio eje, posteriormente quedan suspendidas, ocasionalmente se observan
contracciones musculares y en algunos casos de los cilios, hasta que no

responden a estimulos mecanicos.

7.7 Infestaciones experimentales

El uso de la formalina no fue el tratamiento adecuado para este estudio,
ya que no se logr6 erradicar a H. ecuadori. Esto se verificd con la presencia de

huevos enredados en los hilos colectores de los peces tratados.

El antihelmintico Drontal via oral no fue practico ya que causoé estrés a
los peces a pesar ser anestesiados, y se confronté el riesgo de matarlos o

lastimarlos al introducirles la canula hasta el estbmago.

Los bafios con la solucion de las pastillas de Drontal de uso veterinario
tuvieron un efecto satisfactorio, ya que desprendieron a los parasitos adultos y
fases larvarias de las branquias. Esto se verificd con la ausencia de huevos en
los hilos colectores y posteriormente con el sacrificio de los peces. De esta

forma se

garantiz6 que los peces usados en este experimento estuvieran libres de
parasitos y que el grado de desarrollo de los estadios juveniles de H. ecuadori

se correspondieran con los dias de revisidn de los peces.



a) Metamorfosis de los cambios de los juveniles de H. ecuadori.

El desarrollo y los cambios a los estadios juveniles comienzan cuando el
oncomiracidio pierde el revestimiento o ciliatura y se puede diferenciar la
metamorfosis de los ganchos larvales, la cual comienza en el par Il y continua
con el par V (Fig.21a). Este ultimo par de ganchos presenta una inversién en el
sistema de agarre o cierre-apertura de las ventosas. Para el correcto
entendimiento de estos cambios se debe senalar que la numeracion de los
ganchos larvales se hizo con el criterio de Ogawa (1998), el cual refiere al par |
como el mas posterior y al par V como el mas anterior. También es importante
destacar que los ganchos larvales del par | y los hamuli no desaparecen en los

estadios juveniles (Fig.21b).
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Fig. 21 a) Secuencia de la metamorfosis de los ganchos larvales a ventosas
que se observan en el estadio adulto (400X). b) Se muestra la permanencia del

primer par de ganchos y hamuli en el estado juvenil (400X).

b) Identificacién de los estadios juveniles de H. ecuadori

Al quinto dia de infestacion se detectd un estadio juvenil con un par de
pinzas o ventosas, el cual se corresponde con el estadio |I. Sus dimensiones
fueron 130+10.06 de largo y 70+£9.16 de ancho. Se aprecia claramente el

proceso

de transformacion del segundo par de ganchos larvales a ventosas, asi como
el desarrollo del intestino que se destaca como una mancha central de

coloracion marron (Fig. 22).

i
ﬁ | > intestino




Fig.22 Transformacién de los ganchos larvales a ventosas y evidencia del

intestino del estadio juvenil | de Heterobothrium ecuadori (100X).

En la figura 23 se dibuja el esquema que corresponde al estadio |

detectado a los 5 dias post-infestacion.



Fig. 23. Estadio juvenil | de Hefterobothrium ecuadori a los 5 dias post-
infestacion: ganchos larvales del | al V y hamuli, (F) la faringe, (Pv) el primordio

de ventosas y el intestino (l) del estadio I. Barra 100 ym



El dia 10 post infestacion, se encontraron juveniles de Heferobothrium
ecuadori de 357.5+72.74 de largo y 113.5+£12.60 de ancho también
considerados como estadio |, ya que presentan sélo 2 pares de ventosas. Se
revela una faringe esférica y el intestino bifurcado en la parte central del cuerpo
(Fig.24). Es importante destacar que se realiz6 el esquema de un juvenil de
460 de largo y 130 de ancho, para evidenciar las estructuras principales (Fig.

25).

Ventosas
(aanchos larval

2.4

Fig. 24 Diferentes ejemplares del estadio juvenil | de Heterobothrium ecuador,

f’&s I ntectinn . i

encontrados al décimo dia post infestacion. Se aprecia un desarrollo similar
entre los organismos; bifurcacién del intestino y metamorfosis de los ganchos

larvales a ventosas (100X).



Par V

Par Il

Fig.25. Estadio juvenil | de Heterobothrium ecuadori a los 10 dias post-

infestacion: (V) Ventosas, (F) Faringe e intestino (). Barra 100 (m



A los 15 dias post infestacibn se encontraron juveniles de
Heterobothrium ecuadori de 525+31.22 de longitud y 142.6+6.42 de ancho con
4 pares de ventosas, pero sin desarrollo de los o6rganos reproductores
correspondientes al estadio Il (Fig.26a). Se observdé un area llena de
aglomeraciones celulares rodeada por el intestino, la cual se consideré como
un primordio del ovario (Fig 26b). El estadio juvenil que se esquematizé midio

550 de longitud y 150 de ancho y corresponde a la Fig 27.
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Fig.26. a) Diversos ejemplares de juveniles de Heferobothrium ecuadori,

estadio Il; 4 pares de ventosas (100X); b) primordio del ovario (400X).



Fig. 27 Estadio juvenil Il de Heterobothrium ecuadori a los 15 dias post-
infestacion: (V) Ventosas, (F) Faringe, Po (Primordio ovario) y el intestino (I).

Barra 100 um



A los 20 dias post infestacion se observaron juveniles de Heferobothrium
ecuadoride 1275.5£62.25 de longitud y 289.15+61.68 de ancho con 4 pares de
ventosas, un primordio del 6rgano copulador semejante a una corona de
ganchos ubicado en el primer tercio del cuerpo, y los primordios de las

glandulas vitelogenas , caracteristicas que indican que se trata del estadio

juvenil Il (Fig. 28 a'y b).
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Fig. 28 a) Estadio de juvenil lll de Heterobothrium ecuadori: 4 pares de
ventosas, vitelégenas y primordio del érgano copulador(100X); b)detalles del

primordio del érgano copulador (400X).



A los 25 dias post infestacibn se encontraron juveniles de
Heterobothrium ecuadori de 1539.71+254 de longitud y 365.08+96.22 de ancho
con drganos reproductores masculinos en desarrollo correspondientes con el
estadio IV. Estos poseen ventosas musculares en la regién anterior bien
desarrolladas con las siguientes dimensiones: ventosa derecha (94.34+12.52
de longitud x 62.62+17.98 de ancho); ventosa izquierda (88.65+59.37 de
longitud x 13.43£20.75 de ancho), le continua una faringe esférica de
52.05+13.43 de longitud x 60.18+7.45 de ancho. Se observa un organo
copulador en forma de corona de ganchos ubicado en el primer tercio del
cuerpo que mide 58.56 de longitud x 69.64+5.63 de ancho. El intestino esta
bien desarrollado y se observan los primordios de los 6rganos reproductores
masculinos (Fig. 29). En la figura 30 se dibuja el esquema que corresponde al

estadio mencionado.



Testiculos Organo
copulador

Fig. 29 Estadio juvenil IV de Heterobothrium ecuadori. Organo copulador y

primordio de testiculos.



Fig. 30. Estadio del juvenil IV de Heterobothrium ecuadori (V) Ventosas; F
(Faringe), | (Intestino); Oc (Organo copulador), Gv (vitelégenas), Po (Primordio

ovario), Pt (Primordio testiculo). Barra 100 um.



A los 30 dias post infestacion se aislaron juveniles y adultos de
Heterobothrium ecuadori de 1904.8+1334.14 um de longitud y 387.15+2.88 de
ancho con ovario visible, con y sin desarrollo de las Vvitelégenas
correspondientes a los estadios V y VI. En el haptor anterior se observan las
ventosas musculares bien desarrolladas, la derecha mide 117.93+6.92 de
longitud y 69.13+23.23 de ancho, la ventosa izquierda mide 113.86%+10.44 de
longitud y 71.57£23.58 de ancho, le continia una faringe esférica que mide
61.81+£1.52 de longitud y 57.34+3.78 de ancho. El 6rgano copulador mide
79.7026.24 de longitud por 81.74+3.05 de ancho; por debajo del cual se
encuentra un receptaculo seminal de 54.49+9.51 de longitud y 3.72+7.61 de
ancho. En los estadios considerados como adultos, las viteldgenas estan bien
desarrolladas, se ubican en los extremos del cuerpo y en la parte central se
evidencian el ovario y los testiculos (Fig.31). En la figura 32 se presenta el

esquema que corresponde al estadio mencionado.



Organo
copulador

Ovario

Testiculos

Fig. 31 Estadio adulto de Heterobothrium ecuadori: 4 pares de ventosas o
ganchos en el haptor, Organo copulador desarrollado, érganos reproductores y

viteldgenas distribuidas en el extremo del cuerpo.



Oc

Par V

Fig. 32 Dibujo del estadio adulto de H. ecuadori encontrado el dia 30 post-
infeccion, ganchos del par Il al V. F (faringe), V (Ventosas), | (intestino), Oc
(Organo copulador), Gv (Glandulas vitelégenas), O (Ovario), T (Testiculos).

Barra 100 um

7.8 Ciclo de vida



El ciclo de vida de H. ecuadorien el botete diana Sphoeroides annulatus,
esta compuesto de un estadio de vida libre, oncomiracido fase infestiva, que se
sujeta a las branquias del pez por medio de sus ganchos larvales y hamuli
auxiliado por las glandulas de secrecidn orales que le permiten una mejor
fijacion al mucus de la propia branquia. Posteriormente, el oncomiracidio
permanece fijo en los filamentos branquiales donde se desarrollan los 5
estadios juveniles hasta llegar al estado adulto. El adulto maduro ovoposita los

huevos para completar el ciclo de vida de este parasito (Fig. 33).

La duraciéon del ciclo de vida de H. ecuadori desde oncomiracidio a
adulto durante el periodo de verano fue de 26-27 dias (26°-30°C y 35£1%o) y en

invierno, fue de 33-35 dias (20°-23°C y 35+1%o).
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Fig. 33 Ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori en el botete diana

Sphoeroides annulatus.
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8. DISCUSION

8.1 Técnicas para obtener huevos de Heterobothrium ecuadori

La técnica empleada para la obtencion de huevos de H. ecuadori
directamente del adulto por estimulacion mecanica no mostré los resultados
esperados, ya que a pesar de que se seleccionaron los parasitos adultos
sexualmente maduros y se realizo la estimulacién en la zona ventral (Ogawa e
Inouye, 1997), se obtuvo un bajo nimero de huevos y algunos mostraron
anomalias y deformaciones. Estos resultados contrastan con los de Ogawa (1998)
para el monogeneo Heterobothrium okamotoi, el cual produjo un nimero de 17,
000 huevos en 11 dias, cuyo desarrollo embrionario y eclosion larvaria fueron
satisfactorios. En este estudio, el bajo nimero de huevos puestos por H. ecuadori
pudo haber estado relacionado con el estrés provocado por una estimulacion
inadecuada, ya que este autor no describe en detalle el método que emplea para
lograr la motivacién correcta 0 es una caracteristica muy peculiar de esta especie

de parasito.

Para asegurar que el huevo y el oncomiracidio que se describié en este trabajo

correspondiera a H. ecuadori , se verifico la taxonomia de la especie con base a

82



o

“ li S Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

los caracteres morfoldgicos del adulto, realizada por Lamothe-Argumedo (1967).
Asi, una vez que algunos huevos fueron expulsados con la técnica de estimulacion
del adulto de H. ecuadori, se definid la forma, tamafio y coloracion. Huevos con
estas caracteristicas fueron identificados en los hilos colectores, colocados en los
tanques experimentales con botete diana infestados de los cuales eclosionaron
oncomiracidios con los que se infestaron peces y al identificar a los adultos

obtenidos se confirmd que pertenecian a H. ecuadori.

La técnica de los hilos colectores permitio la deteccion, captura y el manejo
de huevos de Heterobothrium ecuadori adheridos a los hilos de nylon de color
blanco para la realizacion de los experimentos; en contraste con las mallas
recomendadas por Ernst y Whittington (1996) para la colecta de huevos de
monogeneos, donde la acumulacion de material organico, residuos de alimento y
heces de los peces impedian la eclosion de los oncomiracidios. De la misma
forma, como lo sefialan los autores citados, el empleo de las mallas no fue util
para colectar ni monitorear el desarrollo y eclosion de huevos de una edad
conocida; a diferencia de la técnica de los hilos colectores que permitio capturar
los huevos en un periodo de tiempo establecido, asi como lograr una produccion
continua, lo cual hizo posible contar con el material biolégico necesario para la

realizacion de todos los experimentos. La técnica de los hilos colectores detecta la
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presencia de huevos del parasito y de la misma forma, puede evidenciar a otros

huevos de monogeneos sin sacrificar al hospedero.

Cabe destacar que aunque en los objetivos de este estudio no se considero
el efecto de diferentes temperaturas sobre la obtencion de los huevos por parte del
adulto y en la eclosion de los oncomiracidios, los resultados revelaron que este
parametro fisico intervino directamente en estos aspectos. Aunque no se cuenta
con un area de temperatura controlada para la realizacion de los experimentos, se
definid un intervalo de temperatura del agua proveniente del mar, desde 20-23°C
(invierno 2002 y 2003) y 26-30°C (verano 2002). En este ultimo periodo se
observd una disminucion en el nUmero de huevos expulsados por los adultos de
H. ecuadori que parasitaban a los botetes diana colocados en los tanques del area
de bioensayos mediante la observacion de los hilos colectores bajo el
estereomicroscopio. Considerando que la temperatura del agua fue el Unico factor
ambiental que varié durante el disefio experimental, esta escasez de huevos de H.
ecuadori durante el verano, podria atribuirse a una baja prevalencia de este
monogeneo en los botetes, cuya presencia no estuvo favorecida con el incremento
de la temperatura del agua hasta 30°C, lo cual se corresponde con las
investigaciones realizadas por Fajer-Avila et al. (2004) sobre los patrones de

ocurrencia de helmintos parasitos en el botete diana silvestre, los cuales
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detectaron una asociacion entre la prevalencia de H. ecuadori, y la temperatura;
la cual se reflejé en un mayor nimero de peces infectados por este monogeneo en

el intervalo de 23°-24.5°C.

8.2 Descripcion del huevo y desarrollo embrionario de Heterobothrium ecuadori
Con relacion al tiempo y proceso de ensamblaje de huevos de
monogeneos, por medio de observaciones directas a parasitos aislados del
hospedero para monogeneos Diclidoféridos como Heterobothrium okamotoi,
Ogawa (1997) observo que un adulto produjo hasta 1500 huevos en intervalos de
2 minutos. Posteriormente, Ogawa e Inouye (1997) colectaron 17, 000 huevos de
varios adultos de Heterobothrium okamotoi al cabo de 11 dias a 15°C, logrando
posteriormente su eclosion. El nimero de huevos depositados por un adulto de
Neoherobothrium hirame alcanz6 un promedio diario de 577, 781 y 651 a 15°C,
20°C y 25°C respectivamente, su fecundidad es comparada con Heterobothrium
okamotoi (Ogawa, 2002). Sin embargo, a pesar de los intentos en este estudio, no
se logro registrar el intervalo de tiempo de expulsion por parte del adulto debido al
bajo nimero de huevos puestos por H. ecuadori, esto pudo relacionarse con el
estrés provocado por una estimulacion inadecuada, como Sse expuso
anteriormente. Es importante sefalar que se seleccionaron los adultos de H.

ecuadori mas grandes y maduros, de acuerdo a las recomendaciones de Kearn
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(1985), el cual menciona que la produccion de huevos en Entobdella soleae
monogeneo parasito de la piel del pez Solea solea se incrementa con el tamafio
del adulto que puede producir mas de 60 huevos por dia; sin embargo, en este
estudio no se obtuvo el numero suficiente de huevos para determinar el tiempo de

ensamblaje.

Los huevos de H. ecuadori mostraron largos apéndices unipolares que
propician la union entre ellos y en algunos casos pueden agruparse como racimos o
cadenas de huevos unidos por filamentos largos que se acumulan en el mucus o
materia organica del propio pez, como los huevos de Diclidophora luscae y D.
denticulada que poseen apéndices en forma de ganchos que se pueden sujetar
formando un “racimo” enredandose entre ellos (Kearn, 1963). Esta distribucion en los
huevos es semejante a las largas cadenas de 1.2-1.7m hasta 2.83m de largo de H.

okamotoi (Ogawa, 1997).

El desarrollo embrionario del huevo de H. ecuadori sigue un patron similar
al descrito para otros monogeneos como Entobdella soleae (Kearn,1963) y
Merizocotyle sp. (Kearn,1968) que consiste fundamentalmente en el aumento de
tamafo del embridn y el subsiguiente desplazamiento de las células vitelogenas

hacia los extremos, definiendo el contorno de la larva y la aparicién del haptor con
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ganchos. A continuacion se observa el movimiento muscular del embrion y de los

cilios hasta el rompimiento del opérculo que da lugar a la eclosion.

8.3 Eclosion y descripcion del oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori

Durante el proceso de eclosion del oncomiracidio de H. ecuadori se aprecia
un comportamiento similar al descrito por Lazaro —Chavez (1984) en miracidios de
Digeneos. Esta autora describié que el proceso del nacimiento es activado por
efectos osmoticos que se relacionan con el cambio en la permeabilidad de la
membrana vitelina, asi como las contracciones del miracidio que empuja al
opérculo frotando su papila apical sobre la membrana vitelina. En H. ecuadori se
observd microscépicamente que el movimiento previo de la larva y el cambio de
permeabilidad favorecieron el nacimiento de los oncomiracidios, ya que el
opérculo no esta fusionado totalmente con la cpsula y por esta pequefa

separacion, es presumiblemente el lugar por donde se da el intercambio osmatico.

En los trabajos consultados se observo que el tiempo requerido para el
desarrollo y eclosién del oncomiracidio esta en funcion de las variaciones de la
temperatura. En monogeneos Diclidoforidos como Heterobothrium okamotoi, que

eclosiona posterior a ser expulsado del adulto, se refiere que a 25°C el periodo fue
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entre 5-8 dias con 85.6% de eclosion; a 20°C fue 6-10 dias con 88.7 % de
eclosion y finalmente a 15°C del 10-17 dias con 94.1% de eclosién (Ogawa, 1998).
La eclosion de huevos de Neoherobothrium hirame fue de 85% entre los 10 y
25°C, con un tiempo promedio de 23.8 dias a 10°C; 12.8 dias a 15°C; 7.1dias a
20°C y 5 dias a 25°C; mientras que el intervalo de eclosion fue menor del 5% a

30°C (Yoshinaga et al. 2000).

Macdonald (1977) detectd que la eclosion de Diclidophora merlangi fue de
30-34 dias a 13°C; D. luscae (32-36 dias a 13°C), D. denticulada (20-22 dias a
13°C). En este caso, la temperatura se mantuvo constante (13°C), y las
variaciones en los dias de eclosion se podrian deber a la biologia de cada especie

y del habitat propio de cada hospedero.

Al igual que con los otros monogeneos, aunque no fue objeto del presente
estudio se observaron variaciones en el desarrollo embrionario de H. ecuadori con
relacion a la temperatura. El periodo de eclosién del oncomiracidio estuvo entre el
5°y 6° dia a 27+1°C durante el verano y del 7° al 10° dia a 23+£1°C en invierno.
Como se puede observar, el periodo de desarrollo de H. ecuadori se retrasé a
medida que disminuia la temperatura en los meses de invierno. Estos resultados

se corresponden con las observaciones de Williams y Lethbridge (1990) sobre el
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periodo de eclosion de H. elongatum el cual fue de 8 6 9 dias a 22-24°C y 28-30%o
de salinidad; y los de Ogawa (1998) para H. okamotoi cuya eclosion ocurrio entre

el dia 6-10 a 20°C.

El factor luz fue otro aspecto a considerar en este estudio, cuyo efecto pudo
haber acelerado o estimulado la eclosion de H. ecuadori; lo cual se podria
corresponder con el comportamiento descrito para oncomiracidios de monogeneos
monopistocotileos por varios autores, que refieren que en los ambientes naturales
emergen so6lo con la luz del dia (Kearn, 1986). Macdonald y Combes (1978)
citados por Balasuriya y Tak Seng (1995), observaron que la luz estimula la
eclosion de los monogeneos Diplozoon paradoxum Von Nordmann, 1832;
Microcotyle spinicirrus MacCallum, 1918; y Polystoma intergerrimum Froelich,
1791. Sin embargo, los experimentos con H. ecuadori en este trabajo se realizaron
con 12 horas luz y 12 de oscuridad, por lo que el fotoperiodo no se tomé como una
variable en el analisis del experimento. Sin embargo este factor debera ser objeto

de investigaciones posteriores.
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8.3.1 Oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori

Las estructuras observadas en el interior de la cavidad del cuerpo del
oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori son similares a las especies descritas
que pertenecen a la familia Diclidophoridae como Diclidophora merlangi, D.
luscae, D. denticulata (Macdonald, 1977); Heterobothrium okamotoi (Ogawa,
1998); y Neoheterobothrium hirame (Ogawa, 1999). Estos oncomiracidios
comparten una morfologia comun, el patron de ciliatura, la distribucién de ganchos
en el haptor, ausencia de oOrganos sensoriales (ocelos o pigmentos oculares),
presencia de globulo terminal en forma de gota en la parte posterior, distribuciéon
de células flama y de los granulos lipidicos en el cuerpo. Estos granulos lipidicos
sirven como reserva nutricional o alimenticia ademas de proveer cierta flotabilidad
a la larva en el agua, de acuerdo con lo referido por Macdonald (1977). La
distribucion de estos granulos lipidicos puede ejercer una influencia considerable
en el patron de nado del oncomiracidio y la habilidad por la busqueda del
hospedero (Ogawa, 1998). En H. okamotoi hay diferencias en la abundancia de
los granulos entre individuos de la misma edad, probablemente debido a un
contraste en las condiciones nutricionales del hospedero (Ogawa, 1998),
considerando la distribucion de los granulos en el cuerpo de H. okamotoi fueron

mas abundantes en la zona posterior del cuerpo y el haptor que en la parte
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anterior. En D. merlangi, la distribucién fue desigual en todo el cuerpo pero hubo
una tendencia a acumularse en la zona del haptor (Macdonald, 1977). Por otra
parte, el oncomiracidio de Heteraxine heterocerca tiene una distribucion azarosa
en la totalidad del cuerpo (Kearn et al,.1992). En este caso, Heterobothrium
ecuadori mostré una distribucion preferencial en la zona del haptor similar a lo

referido por Ogawa (1998) para H. okamotoi.

Otro aspecto a considerar es la ausencia de ocelos en el oncomiracidio de
Heterobothrium ecuadori, coincidente con los poliopistocotileos, como Diclidophora
merlangi, D. luscae, D. denticulata (Macdonald, 1977) Diplozoon paradoxum
(Kearn, 1978) Heteraxine heterocerca (Kearn et al., 1992) H. okamotoi (Ogawa,

1998) y Neoheterobothrium hirame (Ogawa, 1999).

Las cinco glandulas secretoras halladas en el oncomiracidio de
Heterobothrium ecuadori coinciden con las referidas por Ogawa (1998) para H.
okamotoi en contraste con Macdonald (1977), el cual describid en tres especies
del género Diclidophora 12 conductos glandulares (se presumen seis glandulas de
cada extremo que se abren en la zona anterior); sin embargo su niamero exacto

es dificil de estimar.
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A partir de la comparacion que se realizdé de los oncomiracidios se puede
diferenciar que H. ecuadori presenta los ganchos larvales de mayor tamafio, pero
la apertura del gancho es mas reducida que para H. okamotoi y N. hirame. En
este punto, es importante destacar que Ogawa (1998) esquematiza un gancho
larval con un saliente en la parte media del propio gancho. Esta protuberancia
podria ser un efecto visual producido por el domo en el cual descansa cada
gancho de acuerdo a lo observado en su esquema. De ser una protuberancia
como tal, los ganchos larvales en H. okamotoi son los Unicos que lo presentan.
Con referencia a los hamuli, H. okamotoi muestra mayor tamafio y apertura de
estos ganchos. Las dimensiones del oncomiracidio de H. ecuadori son alrededor
de la mitad de talla de H. okamotoi y N. hirame lo cual guarda relaciéon con el

tamano de los adultos.

8.4 Porcentaje de eclosion y supervivencia del oncomiracidio a diferentes

salinidades

Aunque en general se observo un efecto directamente proporcional de la
salinidad en la eclosion de huevos de H. ecuadori se puede apreciar cierta
variabilidad en la respuesta aunque ésta no fue significativa en el analisis
estadistico. Una posible explicacion pudiese ser que a bajas salinidades se ha

observado una disminucién en el porcentaje de eclosion de varias especies de
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monogeneos Yy por consiguiente un aumento en la mortalidad del embrion
pero existen determinados intervalos de salinidad que son tolerados por el
embridn. En particular, se pueden citar los trabajos realizados por Balasuriya y
Tak-Seng (1995) los cuales evaluaron el efecto de las bajas salinidades en la
eclosion de huevos del monogeneo diplectanido Pseudorhabdosynochus
monosquamodiscusi, los cuales mostraron un intervalo de tolerancia a salinidades
entre 10%0 y 40%o, pero registraron una alta mortalidad a salinidades de 5%o y
agua destilada. Asimismo, Diggles et. al. (1993) refirieron la influencia de la
hiposalinidad en huevos del microcotilido Polylabroides multispinosus donde la
viabilidad del huevo disminuyé marcadamente en salinidades de 0%o-5%0 pero no
asi en 10%o y 20%0. En monogeneos diclidoféridos, Ogawa (1998) evaluo el efecto
de diferentes salinidades en la eclosion y supervivencia del oncomiracidio H.
okamotoi, donde sefiala que a bajas salinidades no observo desarrollo embrionario
y pudo detectar una mortalidad gradual de embriones colocados en agua
destilada. Mueller et al. (1992) describieron un comportamiento relacionado con la
salinidad y el porcentaje de eclosion de huevos del monogeneo Neobenedenia
melleni. Estos autores detectaron que a 6% y 18%. no existen variaciones
importantes en el porcentaje de eclosion (5.5% y 5.8%). Lo antes descrito por el

citado autor se observé de igual manera en el presente trabajo para los huevos de
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H. ecuadori, ya que a pesar de las repeticiones realizadas durante el
experimento, los resultados revelan que en la salinidad de 28%o. el porcentaje de
eclosion fue de 70% mientras que a 14% y 21% fue de 90% y 94%,
respectivamente. Estas variaciones con relacion a este factor fisico, podrian
corresponderse con la adaptabilidad del parasito a los diferentes sitios
seleccionados por el hospedero, ya que los juveniles de botete frecuentan las
areas costeras y bahias cercanas a la boca de los rios, donde hay variaciones en
los niveles de salinidad. También coincide con los resultados de Han et al. (1995),
guienes determinaron que los juveniles de Dbotete tigre muestran mejor
crecimiento a las salinidades de 10 %o y que esta adaptabilidad coincide con el

habitat seleccionado por los peces juveniles.

El intervalo de eclosion de huevos de H. ecuadori en este estudio fue
amplio (7 %o hasta 35 %..). Estos datos parecen corresponder a la capacidad del
botete diana para soportar un amplio intervalo de salinidad como habitante de
estuarios y lagunas costeras (www.fishbase.com), por lo que el parasito debe
adaptarse de la misma forma que el hospedero a estas variaciones en la salinidad

del medio.
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Asi también, se observdé que algunos huevos no eclosionaron en el
intervalo de las salinidades a estudiar; este fendmeno fue citado por Ogawa
(1998) para la eclosién de huevos de H. okamotoi, parasito del botete tigre; de la
misma forma, Williams y Lethbridge (1990) sefalaron que en huevos de H.
elongatum hay un porcentaje de éstos que no eclosionan. Lo indicado
anteriormente no se relaciona con las bajas salinidades, ya que durante este
estudio, también se observaron algunos huevos que no eclosionaron en la
salinidad testigo. Este comportamiento puede ser un fendmeno biolégico natural,
probablemente debido a la viabilidad del propio huevo, malformacion o
mutaciones del embrion. Estas variaciones confirman la importancia de conocer el
limite tolerable de eclosién de los huevos a diferentes salinidades, y asi poder
detener el ciclo de vida, impidiendo la eclosion de larvas infectivas en peces de

cultivo.

8.4.1 Supervivencia del oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori

La longevidad del oncomiracidio de H. ecuadori esta en el intervalo de 4-7
dias, donde se registro el 50% de mortalidad a las 120h (5 dias) a 21+1°C. Estas
observaciones coinciden con los resultados de Ogawa (1998) sobre los

oncomiracidios de H. okamotoi, el cual estimo que la longevidad fue de 4.7 dias a
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25°C; y de 7.3 dias a 20°C; mientras que al disminuir la temperatura a 15°C se
extendio a 9.1 dias. También se corrobora que los oncomiracidios de H. ecuadori
retienen la habilidad de nado por varios dias, conservando asi su capacidad de
infestacion por un periodo prolongado, semejante a las observaciones de Ogawa
(1998) para H. okamotoi donde mas del 50% retuvieron la habilidad de nado a los

7 dias 15°C.

La capacidad o habilidad natatoria de los oncomiracidios supervivientes de
H. ecuadori que fueron expuestos a diferentes salinidades, mostraron una clara
tendencia a reducir su capacidad locomotora conforme disminuye la salinidad,
este comportamiento es semejante al decremento en la actividad natatoria de

oncomiracidios de H. okamotoi expuestos a diversas salinidades (Ogawa, 1998).

Las larvas de H. ecuadori expuestas a la salinidad de 7% redujeron
considerablemente su actividad natatoria, estos resultados coinciden con la
inactividad para nadar a la salinidad de 6.7 %o. detectada en oncomiracidios de H.
okamotoi (Ogawa, 1998). El citado autor concluye que un posible control efectivo
para evitar la infestacibn por oncomiracidios de H. okamotoi es mediante el
mantenimiento de los peces en tanques con suministro de agua a bajas

salinidades, cuyo efecto se relaciona con que la viabilidad de un oncomiracidio
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radica en su capacidad de nado eficiente para encontrar un hospedero y continuar
su desarrollo a adulto. Al reducir considerablemente su capacidad de nado, esta
fase infestiva se podria considerar no apta para llegar al hospedero, infestarlo y

cerrar el ciclo de vida.

8.5 Fases juveniles de Heterobothrium ecuadori

La desparasitacion de los peces tuvo la finalidad de asegurar que las fases
larvarias correspondieran al periodo de infestacion, lo cual requiri6 que el
hospedero estuviese libre de parasitos. Para esto, se evaluaron antihelminticos
que erradicaran a los parasitos sin perturbar al hospedero y causarle la muerte.
Los componentes evaluados para alcanzar el 100% de efecto en la eliminacion de
las diferentes fases de H. ecuadori revelaron que el oncomiracidio es sensible a la
exposicion de agua dulce, mientras que el adulto no es afectado en periodos de

una hora de exposicion.

La formalina ha dado efectivos resultados para ciertos agentes patdogenos;
su efectividad depende de la temperatura del agua y su uso debe ser regulado.
Fajer et al. (2003) encontraron en evaluaciones in vitro que la concentracién letal

media contra H. ecuadori fue de 0.17ml/I durante 105 min a 26°C; sin embargo, no
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se logré el 100% de efecto requerido para erradicar al parasito adulto, a pesar de

duplicar la dosis y repetirla en el tiempo.

Sin embargo, la aplicacion de las pastillas de Drontal (50 mg de
praziquantel, 150mg de pamoato de pirantel y 150mg de febendazol por pastilla)
en forma de bafos durante 15-30 min tuvieron un efecto satisfactorio, ya que logré
desprender a los parasitos adultos y fases larvarias de H. ecuadori de las
branquias del botete diana, coincidente con las recomendaciones de Hirazawa et
al. (2000) sobre la efectividad del praziquantel en dosis de 20mg/L contra H.
okamotoi en forma de bafios y con las de Hong-Kim y Bum-Cho (2000) en dosis
de 100mg/L por 4 minutos a 23-24°C y 33%o contra el poliopistocotileo Microcotyle

sebastis.

La metodologia empleada para la infestacion de juveniles de botete diana
con oncomiracidios de H.ecuadori fue adecuada, ya que hizo factible la
determinacion de los periodos de desarrollo de los estadios juveniles de este
monogeneo Yy su descripcion; coincidente con los resultados alcanzados por
Ogawa e Inouye (1997) durante la exposicion de juveniles de botete tigre, Takifugu

rubripes a oncomiracidios de H. okamotoi para la descripcion del ciclo de vida de
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este monogeneo e Hirazawa et al. (2000) para evaluacion de tratamientos

terapéuticos.

Williams y Lethbridge (1990) definieron cuatro estadios de vida de dos
especies de Heterobothrium: H. torquigeneri y H. elongatum. Los juveniles de H.
elongatum no tuvieron una distribucion uniforme sobre las branquias de
Torquigener pleurogramma. Inicialmente, los estadios juveniles mostraron una
tendencia a congregarse hacia la zona ventral de los arcos branquiales, donde la
invasién subcutanea es iniciada por el haptor parcialmente embebido y con la
parte anterior del cuerpo posicionado sobre la branquia. Esta estrategia de
adhesion es comun en otros poliopistocotileos como hematofagos activos de
peces tetraoddntidos (Ogawa e Inouye, 1997; Williams y Lethbridge, 1990; Fajer y
Chavez, 1999). En el presente estudio se verificd la existencia de cinco estadios
juveniles de H. ecuador y un estadio adulto; en contraste con los tres estadios
juveniles y un estadio adulto establecido por Williams y Lethbridge (1990) para H.
elongatum. Estas diferencias en el numero de estadios juveniles hallados en H.
ecuadori estuvieron basadas en la diferencia de criterios empleados por Williams y
Lethbridge (1990) sobre el grado de desarrollo de los érganos reproductores en
comparacion con los definidos por Ogawa e Inouye (1997) para los estadios

juveniles de H. okamotoi que son los asumidos en este trabajo.
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También se observo que los juveniles de H .ecuadori tuvieron menores tallas que
los descritos por Williams y Lethbridge (1990) para H. torquigeneri y H. elongatum,;
y mayores a los de H. okamotoi; lo cual se corresponde con la diferencia en
tamafo de los parasitos adultos maduros. En este caso, el estadio adulto de H.
ecuadori midi6é alrededor de 2.0 mm de longitud mientras que H. elongatum alcanzé
una longitud de 1.0 mm (Williams y Lethbridge, 1990); y H. okamotoi varié desde

7.0 mm hasta 24.3 mm de longitud (Ogawa e Inouye, 1997).

Por otro lado, los cambios observados durante la descripcidon de los
estadios juveniles de H. ecuadori siguen un patrén general de desarrollo similar al
descrito por Williams y Lethbridge (1990) para H. elongatum y por Ogawa e Inouye
(1997) para juveniles de H. okamotoi. Es importante sefalar que estas
descripciones de estadios juveniles y adultos estuvieron basadas en criterios
morfoldgicos, y no en la longitud de los organismos; lo cual no permiten determinar

su desarrollo, debido a las diferencias biolégicas propias de cada especie.

Los estadios juveniles de H. ecuadori fueron encontrados desde el dia 5 hasta el
dia 25 en los filamentos branquiales del botete diana, en contraste con la

recuperacion de estadios juveniles e inmaduros de H. elongatum adheridos a las
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lamelas branquiales con los 4 pares de ventosas ya formadas entre los dias 9y 22
post infestaciéon (Williams y Lethbridge, 1990), y los estadios juveniles de H.
okamotoi; los cuales crecen en los filamentos branquiales durante las primeras 5-7
semanas, posteriormente se alojan y maduran en las paredes de la cavidad. No se
observd ningun ejemplar de H. ecuadori en la cavidad branquial del botete diana
como en el caso de H. okamotoi en el botete tigre, Takifugu rubripes (Ogawa e
Inouye, 1997). El estadio adulto de H. ecuadori se encontro el dia 30, de los cuales
se observl un organismo con viteldgenas desarrolladas; sin embargo, la expulsién
de huevos por parte de estos adultos se corroboro en los hilos colectores a los 33
dias post infestacion; a diferencia de H. okamotoi cuya coOpula y expulsion de
huevos por parte de los adultos, se confirmd a los 49 dias (7 semanas) post
infestacion con oncomiracidios en peces libres de parasitos. Las diferencias en el
periodo de desarrollo de los estadios juveniles de H. ecuadori y en su localizacion
en el pez, reflejan las estrategias de supervivencia de esta especie de
monogeneo, el cual debe adaptarse a las caracteristicas fisiologicas y al habitat
del botete diana que propician su desarrollo, y a los cuales los ectoparasitos
deben adaptarse para existir, aspectos sefialados por Grabda (1991) sobre los
cambios adaptativos que han desarrollado los ectoparasitos en el curso de su

evolucion.
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8.6 Ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Los estudios sobre la duracién del ciclo de vida de monogeneos Diclidoféridos
son escasos (Williams y Lethbridge, 1990; Ogawa e Inouye, 1997). La duracion del
ciclo de vida de H. ecuadori desde oncomiracidio a adulto durante el periodo de
verano fue de 26-27 dias (26°-30°C y 35 +1%o) y en invierno fue de 33-35 dias
(20°-23°C y 35+1%0); este ultimo periodo comparte semejanzas con H. elongatum
cuyo ciclo se completd a los 30 dias a la temperatura de 22-24°C (Williams y
Lethbridge, 1990) sin embargo, difiere de H. okamotoi para un tiempo estimado de
alrededor de 49 dias a 21.1°C (Ogawa e Inouye, 1997). Estas diferencias en el
periodo de duracion de los ciclos de vida de estos monogeneos indican las
variabilidades fisiolégicas inherentes a las especies de Heterobothrium
caracterizadas por una alta especificidad a su hospedero como H. okamotoi que
ha sido registrado sélo en botete tigre (Ogawa, 1991). También pueden ser el
resultado de adaptaciones de los parasitos al habitat, variaciones de temperatura,
oxigeno, salinidad entre otros factores fisicos, alimentacion y otros estresores
ambientales a que esta sujeto el pez durante su vida que aseguran la

supervivencia de la especie parasita (Kearn, 1998).
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Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Los resultados del periodo de duracion del ciclo de vida de H. ecuadori
confirman la extensién del tiempo de duracién del ciclo de vida del género
Heterobothrium con el decremento de la temperatura y su reduccion al aumentar
este parametro; lo cual se manifestd en la disminucién del ciclo de Heterobothrium
ecuadori en 27 dias aproximadamente a la temperatura de 26-30°C; con relacion a

las temperaturas de invierno.

103



9. CONCLUSIONES

e Los huevos de Heferobothrium ecuadori son de tipo ectolecito, de forma
oval, operculados, con un filamento unipolar en el extremo posterior.

e El periodo de eclosion del oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori varid
entre 7-10 dias a 23%1°C y 35 %.. El mayor porcentaje de eclosion se
observé el dia 8 con el 58% de huevos eclosionados.

e Salinidades de 7% redujeron el porcentaje de eclosién de huevos de
Heterobothrium ecuadori a 48% mientras que a 0%o no se observo desarrollo
embrionario, ni eclosion.

e Se describio la morfologia del oncomiracidio de Heferobothrium ecuadori. El
periodo de vida libre del oncomiracidio esta en el intervalo de 4 a 7 dias, y
el 50% de la poblacion muere el dia 5 (120 h) a 35%0 y 21£1°C.

e La actividad natatoria y supervivencia del oncomiracidio de Heterobothrium
ecuadori disminuye conforme disminuye la salinidad. La CLso de los
oncomiracidios de H. ecuadoria 0%o. fue de 15 minutos.

e La formalina no ocasion6é el 100% de mortalidad de los adultos de
Heterobothrium ecuadori; a diferencia del antihelmintico comercial Drontal
de uso veterinario (50 mg de praziquantel, 150mg de pamoato de pirantel y

150mg de febendazol por pastilla).



Heterobothrium ecuadori sigue un patron general de desarrollo similar al
descrito para otras especies de la familia Diclidophoridae: presenta una fase
infestiva (oncomiracidio), cinco fases juveniles y un adulto.

La duracion del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori desde
oncomiracidio a adulto durante el periodo de verano fue de 26-27 dias (26°-

30°C y 35 +1%o) y en invierno fue de 33-35 dias (20°-23°C y 35%1%o).

10. RECOMENDACIONES

Basado en esta metodologia de trabajo realizar investigaciones relativas

al ciclo de vida de monogeneos de impacto al cultivo de peces marinos.

Emplear la técnica de los hilos de nylon de color blanco como un método de
diagndstico no invasivo de monogeneos.

Evaluar experimentalmente el praziquantel adicionado en el alimento seco,
para el control de Heterobothrium ecuadori'y otros helmintos parasitos de
peces marinos.

Emplear los bafios de agua dulce como tratamiento preventivo y correctivo
para detener el desarrollo embrionario del huevo y eliminar los
oncomiracidios, de Heferobothrium ecuadori tomando en cuenta la

capacidad del pez para resistir largos periodos de exposicion al agua dulce.

Evaluar a escala piloto la efectividad de los bafios con pastillas de Drontal en el

control de H. ecuadori..



gQA‘A_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

11. Bibliografia
Abdo de la Parra, I., y Duncan, N. 2002. Avances sobre el cultivo del botete diana

Sphoeroides annulatus . Panorama Acuicola 7:42-43.

Amezcua,L. F.1996. Peces demersales de la plataforma continental del Pacifico central
de México. Inst. Cien. Mar y Limnol., UNAM, 184 pp.

1995. Life cycle of Pseudorhabdosynochus

Balasuriya, L., and Tak Seng, N.

monosquamodiscus/ Balasuriya and Leong, 1995 (Monogenea: Diplectanidae) on
cage-cultures barramundi perch, Lates calcarifer. In: Shariff, M., Arthur, J.R.,

Subasinghe, R.P. (Eds.), Diseases in Asia Aquaculture, Fish Health Section, Asia

Fisheries Society, Manila. 2: 243-251.
Bondad-Reantaso, M.G., Ogawa, K., and Fukudome M. 1995. Reproduction and growth

of Neobenedenia girellae (Monogenea:Capsalidae), a skin parasite of cultured

marine fishes of Japan. Fish Pathol. 30: 227-231.

Bychowsky, B. 1957. Monogenetic Trematodes, their sistematic and phylogeny. Amer

Inst. of Biol. Sci., Washington Edit. W. J. Hargis, 627 pp.

Bychowsky, B. E., Mamaev, Yu.L., and Nagibina, L.F. 1976. Revision of the genus

Heterobothrium Cerfontaine, 1985 (Diclidophoridae). Zool.Inst., Acad. of Sci. of the

USSR. Novaya Seriya 34: 29-40.



kQAA_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Caballero y Caballero, E., Bravo-Hollis, M., y Grocott R. 1953. Helmintos de la Republica
de Panama. VII. Descripcion de algunos trematodos de peces marinos. Anales del

Inst. de Biol., UNAM. 24: 97-136.

Castillo, L.F. 2003. Contribucion de la acuicultura a la seguridad alimentaria mundial.

Panorama Acuicola 9: 234-256.

Cerfontaine, P. 1985. Note sur les Diclidophorinae (Cerf.) et description d’'une nouvelle

espeéce: Diclidophora labracis (Cerf.) Bull. Acad. Roy. Sci. Belg. 30: 125-150.

Chappell, L. H.1980. Phisiology of Parasites. Blackie Glasgow and London Ed., 220pp.

Cheng, T.C. 1978. Parasitologia General. Ed. AC Madrid, Espafa, 965 pp.

Contreras, R. 2001. Monogeneas del botete diana silvestre (Sphoeroides annulatus
Jenys 1843) y evaluacion in vifro del empleo de hierbabuena y formalina para su

control. Tesis de Licenciatura, Facultad de Ciencias del Mar, UAS, 45pp.

Diggles, B.K. Roubal, F.R. and Lester, R.J.G. 1993. The influence of formalin, benzocaine
and hyposalinity on the fecundity and viability of Polylabroides multispinosus
(Monogenea: Microcotylidae) parasitic on the gills of Acanthopagrus australis

(Pisces: Sparidae). Int. J. Parasit.23: 887-884.



»QAA—/ — Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori
Duncan N.J., Rodriguez-Montes, G.A., Alok, D. and Zohar Y. 2003. Effects of controlled

delivery and acute injections of LHRHa on bullseye puffer fish (Sphoeroides

annulatus) spawning. Aquaculture 218: 625-635.

Dykova, |., Fajer-Avila, E., and Fiala, |. 2002. Kudoa dianae sp. n. (Myxosporea:
Multivalvulida), a new parasite of bullseye puffer, Sphoeroides annulatus

(Tetraodontiformes: Tetraodontidae). Folia Parasit. 49: 17-23.

Ernst, I. and Whittington [.D. 1996. Hatching rhythms in the capsalid monogeneans
Benedenia lutiani from the skin and B. rohdei from gills of Lutjanus carponotatus at

Heron Island, Queensland, Australia. Int. J. Parasit.26: 1191-1204.

Euzet, L. and Birgi, E. 1975. Heferobothrium fluviatilus n. sp. de Tefraodon fahaka
Bennett, 1834 (Teleostei) au Tchad. Bulletin de la Société Zoologique de France

100: 411-420.

Fajer-Avila, E. and Chavez-Sanchez, C. 1999. Parasites and their effect on the wild
bullseye puffer fish (Sphoeroides annulatus Jenyns, 1843). 5t International
Symposium on Fish Parasites. Inst. of Parasitol. Acad. of Scien. of the Czech

Repub., p.186.

Fajer-Avila E. J., Aguilar-Zarate, G., Chavez-Sanchez, M.C., Duncan, N., Contreras-Arce,

R. and Roque, A. 2002. Helminth parasites of the wild bullseye pufferfish



gQA‘A_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

(Sphoeroides annulatus). The Tenth International Congress of Parasitology,

ICOPA X, 4-9 August, Vancouver, Canada, 2002.

Fajer-Avila, E. J., Abdo de la Parra, ., Aguilar-Zarate, G., Contreras-Arce, R., Zaldivar, J.
and Betancourt-Lozano, M. 2003. Toxicity of formalin to bullseye puffer fish
Sphoeroides annulafus (Jenyns, 1843) and its effectiveness in the control of

ectoparasites. Aquaculture 223: 41-50.

Fajer-Avila, E., Roque, A., Aguilar-Zarate, G., and Duncan, N. 2004. Patterns of
occurrence of the platyhelminth parasites of the wild bullseye puffer (Sphoeroides

annulatus) in Sinaloa, Mexico. J. of Parasitology 90: 415-418.

Fischer, W. 1995. Guia FAO para la identificacion de especies para los fines de la pesca.
Pacifico centro-oriental. Vol. Il. Vertebrados-parte I. Roma FAO.1995.Vol. Il: 647-
1200.

Flores Crespo, J., y Flores-Crespo, R. 2003. Monogeneos, parasitos de peces en México:

estudio recapitulativo. Tec. Pec. Mex. 41:175-192.

Gardner, S., and Campbell, M. 1992. Parasites as probes for biodiversity. J. of

Parasitology 78: 596-600.

Goto, S.1894. Studies on the ectoparasitic trematodes of Japan. Journal of the College of

Science, Imperial University of Tokio 8: 1-273.



kQAA_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Han, K., Chuang, S., Matsui, M., Furuichi and Kitajima, C. 1995. Effect of ambient salinity
on growth, survival rate, and feed efficiency in the early stages of puffer fish

Takifugu rubripes. Nippon Suisan Gakkaishi 61: 21-26.

Hanson, A. 1973. Life cycle and host specificity of Diclidophora sp. (Monogenea-
Diclidophoridae) a parasite of embiotocid fishes. Dissertation Abstracts

International. 33:4583-4584

Hirazawa, N., Ohtaka, T. and Hata, K. 2000. Challenge trials on the anthelminintic effect
of drugs and natural agents against the monogenean Heterobothirum okamotoi in

the tiger puffer 7Takifugu rubripes. Aquaculture 188: 1-13.

Hirazawa, N., Goto, T., and Shirasu, K. 2003. Killing effect of various treatments on the
monogenean Heterobothirum okamofoi eggs and oncomiracidia and the ciliate

Cryptocaryon irritans cyst and theronts. Aquaculture 223: 1-13.

Ho, J., Gomez, S. and Fajer-Avila, E. 2001. Lepeophtheirus simplex, a new species of
copepod (Siphonostomatoida: Caligidae) parasitic on “botete” (bullseye puffer,

Sphoeroides annulatus) in Sinaloa, Mexico. Folia Parasit.48: 240-248.

Hong-Kim, K. and Bum-Cho, J. 2000. Treatment of Microcotyle sebastis (Monogenea:

Polyopisthocotylea) infestation with praziquantel in an experimental cage



gQA‘A_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

simulating commercial rockfish Sebases shlegeli culture conditions. Diseases of

Aquatic Organisms 40: 229-231.

Kearn, G. 1963. The egg, oncomiracidium and larval development of Enfobdella soleae, a
monogenean skin parasite of the common sole. Parasitology 53: 435-447.
Kearn, G. 1967. The life-cycles and larval development of some acanthocotylids

(Monogenea) from Plymouth rays. Parasitology 57: 157-167.

Kearn, G. 1968. The larval development of Merizocolyle sp., a monocotylid monogenean

from the nasal fossae of Rala undulata. Parasitology 58: 921-928.

Kearn, G. 1970. The oncomiracidia of the monocotylid monogeneans Dictyocolyle

coeliaca and Calicotyle kroyeri. Parasitology 61: 153-160.

Kearn, G. 1978. Eyes with, and without, pigment shields in the oncomiracidium, of the

monogenean parasites Djplozoon paradoxum. Z. Parasitenkd. 157: 35-47.

Kearn, G. 1986. The eggs of Monogeneans. Adv. Parasit.25: 175-273.



kQAA_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Kearn, G., Ogawa, K., and Maeno, Y. 1992. The oncomiracidium of Heferaxine
heterocerca a monogenean gill parasite of yellowtail Seriola quinqueradiata. Publ.

Seto Mar. Biol. Lab. 35: 347-350.

Klassen, G., and Beverley-Burton, M. 1985. Ligictaluridus Beverley-Burton, 1984
(Monogenea: Ancyrocephalidae) from catfishes (Siluriformes: Ictaluridae) in North
America with redescriptions of the type species, Ligictaluridus price/ (Mueller,

1936) and three others. Can. J. Zool. 63: 715-727.

Klassen, G.1993. A new species of Haliofrema (Monogenea: Ancyrocephalidae) from a
japanese puffer fish Takifugu niphobles (Tetraodontiformes: Tetraodontidae). Int. J.

Parasit. 23 : 777-783.

Lamothe-Argumedo R. 1967. Monogeneos de peces V. Redescripcion de 7agia ecuadori

(Meserve, 1938) Sproston, 1946. An. Inst. Biol., UNAM. 38: 35-46.

Lamothe-Argumedo R. 1983. Introduccion a la Biologia de los Platelmintos. Zoologia,

A.G.T. Editor, S.A, México, D.F.,143 pp.

Lazaro-Chavez, E. 1984. Estructura y ultraestructura del huevo y del miracidio de
Paragonimus mexicanus Miyazaki e Ishii, 1968 (Trematoda: Paragonimidae).Tesis

Maestria UNAM., México, 108 pp.



r
L Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Lewellyn, J.1963. Larvae and larval development of Monogeneans. Adv.Parasit.1: 287-

326.

Macdonald, S. 1977. A comparative study of the structure of the oncomiracidium of the
monogenean qill parasites Diclidophora meriangii, D.luscae and D. denficulate. Int.
J. Parasit.7: 113-118.

MacKenzie, K., Williams H., Williams B., McVicar H. and Siddall R. 1995. Parasites as
indicators of water quality and the potential use of helminth transmission in marine

pollution studies. Adv. Parasit. 35: 86-143.

Martinez-Rodriguez, |., Rodriguez-Gonzalez, B., Abdo de la Parra, I. and N. Duncan. 2002. Effects of
temperature and salinity of egg survival and hatching rate of the bullseye puffer Sphoeroides

annulatus. Proceeding of The World Aquaculture Society 2002. April 23-27 Bejing China, p.482.

Moravec, F. and Fajer-Avila, E. 2000. Huffmanela mexicana n. sp. (Nematoda:
Trichosomoididae) from the marine fish Sphoeroides annulatus in Mexico. J. of

Parasitology 86: 1229-1231.

Mueller, K. and Watanabe, W.1992. Effect of salinity on hatching in MNeobenedenia
melleni, a monogenean ectoparasite of seawater-cultured tilapia. Journal of World

Aquaculture Society 23: 199-204.



gQA‘A_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Nufez-Vazquez, E.J., Yotsu-Yamashita, M., Sierra-Beltran, A., Yasumoto, T., and Ochoa,
J. 2000. Toxicities of buffer fish found in the coast of the Baja California Peninsula,

Mexico. Toxicon 38:729-734.

Ogawa, K. 1991. Redescription of the Heferobothrium tetrodonis (Monogenea:
Diclidophoridae) and other related new species from puffers of the genus 7akifugu

(Teleostei: Tetraodontidae). J. of Parasitology 40: 388-396.

Ogawa, K. 1996. Marine Parasitology with special reference to Japanese fisheries and

mariculture. Vet. Parasitol.: 95-105.

Ogawa, K. 1997. Copulation and egg production of the monogenean Heferobothrium
okamotoi, a gill parasite of cultured tigger puffer ( 7akifugu rubripes). Fish Pathol.

32: 219-223.

Ogawa, K. and Inouye, K.1997. Heferobothrium infection of cultured tigger puffer,

Takifugu rubripes.-Infection experiments. Fish Pathol. 32: 21-27.

Ogawa, K and Yokoyama, H.1998. Parasitic diseases of cultured marine fish in Japan.

Fish Pathol.33: 303-309.



kQAA_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Ogawa, K.1998. Egg hatching of the monogenean Heferobothrium okamotoi, a qill
parasite of cultured cultured tigger puffer, ( 7akifugu rubripes), with a description of

its oncomiracidium. Fish Pathol.33: 25-30.

Ogawa, K.1999. Neoheterobothrium hirame sp. nov. (Monogenea:Diclidophoridae) from

the buccal cavity wall of Japanese flounder Paralichthys olivaceus. Fish. Pathol.

34: 195-201.

Ogawa, K. 2000. The oncomiracidium of Neoheterobothrium hirame, a monogenean

parasite of Japanese Flounder Paralichthys olivaceus . Fish Pathol. 35: 229-230.

Ogawa, K. 2002. Impacts of Diclidophorid monogenean infections of fisheries in Japan.

Inter. J. of Parasit. 32: 373-380.

Pérez Ponce de Ledn, G., Garcia-Prieto, L., Mendoza-Garfias, B.,Le6n-Regagnon, V.,
Pulido-Flores, G.,Aranda-Cruz, C., y Garcia-Vargas, F. 1999. Listados Faunisticos
de México. IX Biodiversidad de Helmintos parasitos de peces marinos y estuarinos

de la Bahia de Chamela, Jalisco, IBUNAM 51pp.

Whittington, |. and Kearn, G.1986. Rhythmical hatching and oncomiracidial behavior in
the exabothriid monogenean Rgjonchocolyle emarginata from the gills of Raja spp.

J. Mar. Biol. Ass.UK: 66: 93-111.

10



kQAA_/ . Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

Whittington I., y Horton M. 1996. A revision of MNeobenedenia Yamaguti, 1963
(Monogenea:Capsalidae) including a redescription on N. mellen/ (MacCallum,

1927 ) Yamaguti,1963. Journal of Natural History 30: 1113-1156 p.

Whittington, 1.1998. Diversity “down under’” monogeneans in the Antipodes (Australia)
with a prediction of monogenean biodiversity worldwide. Int. J. Parasit. 28:1481-
1493.

Whittington, 1. 2001. Biology Sistematics, Ecology and Evolution of monogenean (Flat
worm) parasites of fish, including their impact on finfish aquaculture. Enviromental

Biology. University of Adelaide. Australas Sci. 22: 33-36.

Whittington, 1., Corneillie, C., and Talbot, C. 2002. Monogenean parasites in sea-cage

aquaculture. Austasia Aquac. Feb/March. :46-48.

Whittington 1.D., Ernst, |., Corneillie, S. and Talbot, C. 2001. Sushi, fish and parasites.

Australasian Science 22: 33-36.

Whittington, I. and Ernst., I. 2002. Migration, site-specificity and development of
Benedenia lufiani (Monogenea:Capsalidae) on the surface of its host, Lufjanus

carponotatus (Pisces: Lutjanidae). Parasitology 124: 423-434.

11



Ty ar

Cliomciay et Mty

ol i
— A

Whittington, 1., Chisholm, L., and Rohde, K. 2000. The larvae of Monogenea

Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

(Platyhelminthes). Adv. Parasit. 44: 139-232.

Williams, A. 1986. Taxonomy of two new species of Heterobothrium
(Monogenea:Diclidophoridae) from Torquigener pleurogramma

(Piscies:Tetradontidae) from Western Australia. Aust. J. Zool. 34:707-715.

Williams, A. and Lethbridge, C. 1990. The subcutaneous attachment of the monogenean
Heterobothrium elongatum (Diclidophoridae) in the qills of T7orquigener

pleurogramma (Pisces:Tetraodontidae). Int. J. Parasit. 20:769-777.

Yamaguti, S. 1958. Studies on the helminth fauna of Japan. Part 53. Trematodes of

fishes, XIl. Publications of the Seto Marine Biological Laboratory. 7: 53-88.

Yamaguti, S. 1963. Systema Helminthum. Vol. IV. Monogenean and Aspidocotylea.

NY.USA: Inter. Scien. Publish. 699 pp.

Yoshinaga, T., Kamaishi, T., lkeda, H., and Sorimachi, M. 2000. Experimental recovery
from anemia in Japanese flounder challenged with the monogenean

Neoheterobothrium hirame. Fish Pathol. 36: 179-182.

12



Estudio del ciclo de vida de Heterobothrium ecuadori

ANEXO
1. Procedimiento de la Técnica de Mayer Hematoxilina de Ehrilch.
1. Los ejemplares se lavaron en alcohol al 96% por 10 min.
2. Se tifieron con Paracarmin de Mayer durante 3-5 min.
3. Se lavaron con alcohol 96% durante 10 min.
4. Se hidrataron en alcoholes graduales de 70%, 50% , 25% vy agua destilada, 10 min en cada uno.
5. Se tifieron con Hematoxilina de Ehrilch durante 5-10 min.
6. Se lavaron en agua destilada.
7. Se diferenciaron con agua acidulada al 2% con HCL hasta adquirir un color rosa palido.
8. Se lavaron en agua destilada.
9. Se colocaron en agua de la llave agregando unas gotas de Carbonato de Litio hasta que tomaron un color azul — morado.
10. Se lavaron en agua destilada por 10 min.
11. Se deshidrataron en alcoholes graduales por 15 min cada uno y 20 min en OH 100%.

12. Se aclararon con Salicilato de metilo y se montaron en balsamo de Canada, se etiquetaron las muestras y se secaron en una estufa.
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Tabla 1. Porcentaje de eclosion acumulado (Media + DS) de los huevos de Heferobothrium ecuadori expuestos a

diferentes salinidades en relacion al tiempo.

Dias Salinidad (%o) Salinidad (%o) Salinidad (%o) Salinidad (%o) Salinidad (%o) Salinidad (%o)

0 7 14 21 28 35

1 0+0 0 0 0 0 0

2 0+0 0 0 0 0 0

3 0+0 0 0 0 0 0

4 0+0 0 0 0 0 0

5 0+0 0 0 0 0 0

6 0+0 0 2+4 0 214 0

7 0+0 0 10+10 40+24 28+20 22+11

8 0+0 18+8 56+29 62+27 54+27 80+16

9 00 30+19 66+19 84+15 64+35 8617

10 0+0 40+23 88+4 90+14 7037 96+5

11 0+0 48+23 9419 9014 70£37 96+5

12 0+0 48+23 94+9 90+14 7037 96+5

13 0+0 48+23 94+9 90+14 7037 96+5

14 0+0 48+23 94+9 90+14 7037 96+5

15 0+0 48+23 94+9 90+14 7037 96+5
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Tabla 2. Porcentaje de mortalidad acumulado (Media + DS) del oncomiracidio de Heferobothrium ecuadori expuesto a

diferentes salinidades en relacion al tiempo.

Tiempo (h) 0% 7%o 14%o 21%o 28%o 35%o
0 0 0 0 0 0 0
0.25 7542 0 0 0 0 0
05 10042 0 0 0 0 0
0.75 1000 0 0 0 0 0
1 1000 0 0 0 0 0
2 1000 5:0 0 0 0 0
4 100:0 1520 0 0 0 0
8 100£0 1520 0 0 0 0
12 100£0 250 5+0 0 5+0 0
14 100£0 4020  25:0.6 0 10£0.7 0
24 100£0  95+1  60£0.5  20%1 1020 0
33 100£0 10020  80:0.6  45%1 1020 0
48 100t0  100:0  100£0.6  60:0.6  15:0.6 0
72 100£0  100:0 10020 800  45:0.6 0
9 100£0  100:0  100+0  90:0  6520.6  15%1
120 100£0  100:0  100£0 1000  95+1 4541
144 100:0 10020  100£0 1000 1000  85%0.8

168 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0
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Tabla 3. Concentracion letal media (%o) a diferentes salinidades del oncomiracidio de Heterobothrium ecuadori( intervalos

al 95% de confianza).

Tiempo (h) ClLso Intervalos de confianza
+ -

0.25

0.5

0.75
1
2 3.695 2.265 1.655
4 4.125 1.425 1.605
8 4.125 1.425 1.605
12 5.48
14 8.33
24 16.911 3.219 2.841
33 20.62 3.32 2.69
48 23.79 3.56 2.67
72 26.76 3.21 2.48
96 28.94 4.42 3.16

120 35
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