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RESUMEN

Los copépodos caligidos ectoparasitos de peces, generan dafio
mecanico por asentamiento y/o alimentacion, dejando heridas abiertas que
aumentan la susceptibilidad del pez para contraer enfermedades, como las
producidas por bacterias; estudios anteriores revelan que el dafio sobre el pez
hospedador es generalmente causado por la alimentacién del ectoparasito.
Para clarificar este problema, se realiz6 una caracterizacion de los apéndices
bucales de Caligus rogercresseyi, piojo del salmén, mediante fotografias de
muestras “in toto”, para luego determinar el dafio ocasionado sobre el pez,
mediante cortes histoldgicos. Metodologia que ademas se utilizé para estudiar

las sustancias de la piel del pez hospedador que sirven de alimento al caligus.

Los resultados obtenidos mostraron que los denticulos del tubo bucal de
C. rogercresseyi son similares a los encontrados en otras especies de
caligidos, no presentando variacion morfoldgica entre los diferentes estadios
chalimus. La intensidad del dafio generado mediante este tubo por los estadios
chalimus tanto en profundidad como en la superficie de la piel del pez, no
dependen necesariamente del estadio de desarrollo del parasito, en tanto el
dafo en profundidad puede llegar a dejar el cartilago descubierto y por lo tanto
heridas que aumentan la susceptibilidad del pez a contraer otras
enfermedades. Confirmandose que el dafio sobre el pez es ocasionado
principalmente por el aparato bucal de los estadios chalimus al ingerir las

secreciones mucosas Y células de la epidermis y dermis del pez.



ABSTRACT

Caligid copepods of fish may cause mechanical damage during
settlement and feeding on fish host, leaving exposed wounds that increase the
susceptibility of fish to get diseases. Earlier studies reveal that the damage on
the host fish is generally caused by feeding activities of parasites. To clarify this
problem, a characterization of the mouth appendages of the sea lice Caligus
rogercresseyi was made using “in toto”, mounts photography’s , to determine
the damage in the fish, Histological sections were made. This methodology was
also used to study substances which composed the food of C. rogercresseyi on

the tegument of the host fish.

The results show that the inner denticles in the mouth conduct of
C. rogercresseyi are similar to the other caligid species and do not show
morphological variation between different chalimus stages. The intensity of the
damage generated by chalimus stages in the surface and within of tegument of
the fish do not depend necessarily on the developmental stages of the parasite.
However the deeper damage may leave the cartilage exposed and therefore,
wounds may increase the susceptibility of the fish to get diseases. These
observations support that the damage in the fish mainly depends on the feeding
activities of the parasitic chalimus on mucus secretions and dermis and

epidermical cells of the fish.



INTRODUCCION

Parasitos, son aquellos organismos que se han especializado en
obtener sus nutrientes del hospedador, causandole dafio pero no la muerte
inmediata; ya que éste es su fuente de alimento. La actividad del parasito
constituye una enfermedad para el hospedador ya que se producen
alteraciones en una o varias funciones corporales, asociado a sintomas,

lesiones o una disminucién de la productividad del animal.

Existen paréasitos presentes en actividades productivas que al dafar al
hospedador afectan el desarrollo de la industria; es el caso de los copépodos
caligidos, que en Chile desde los afios 80", cuando recién comenzaba la
produccion masiva de salmones se han hecho presentes (Boxshall y Bravo,
2000; Reyes y Bravo, 1983), aumentando en el tiempo y produciendo grandes
pérdidas a la industria por costos de tratamientos y efectos producidos por
enfermedades asociadas, disminuyendo el crecimiento y el valor comercial de

los peces (Lin et al.,1994; Pike y Wadsworth, 1999).

En la actualidad la especie de caligido dominante en Chile es Caligus

rogercresseyi Boxshall y Bravo 2000.

Estudios de Carvajal et al.,, (1998), sefialan a Eleginops maclovinus
Valenciennes, 1840 y Odonthestes regia Humboldt, 1833, como los peces
nativos que trasmitieron el parasito a los salmones en cultivo, ya que éstos son

los hospedadores nativos mas comunes de C. rogercresseyi.
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C. rogercresseyi, es un copépodo que pertenece al orden
Siphonomastoidea. En su ciclo de vida presenta ocho estadios de desarrollo:
tres estadios plancténicos y cinco parasitos. Entre los estadios planctonicos se
encuentran dos estadios naupliares y el copepodito, estadio infestante. Una vez
que el copepodito se ha adherido al pez muda para comenzar los estadios
chalimus I, II, lll, y IV que viven adheridos. Cumplidas las etapas parasitas se
desprende como adulto, moviéndose libremente sobre el pez (Gonzélez y

Carvajal, 2003).

El copepodito se fija al pez a través del filamento frontal ubicado dentro
de la parte anterior del cefalotérax (Pike et al., 1993), penetrando la epidermis
del pez; restringiendo el dafio al area circundante al punto de fijacion

(Jones et al., 1990) (Fig.2).

Investigaciones realizadas en Lepeophtheirus salmonis Krgyer, 1838, el
caligido dominante en cultivos salmonideos del hemisferio norte, indican que el
parasito se alimenta de mucus, piel (Kabata ,1974) y sangre del pez
hospedador (Brandal et al., 1976). La morfologia del tubo de la boca, llevo a
Kabata (1974) a proponer un disefio de la alimentacion del parasito, donde
sefiala que para llevar a cabo la actividad de alimentacién el copépodo ejerce
una presion intra bucal sobre la piel del pez, manteniendo de este modo unido
el tubo bucal a la superficie del pez hospedador; el tubo puede ser también
empujado hacia el interior de la piel del pez, poniendo en contacto sus dientes
con los tejidos del hospedador. Movimientos de sierra llevados a cabo por

alrededor de 100 denticulos puntiagudos destrozan los tejidos, los cuales son
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transportados a la cavidad bucal del parasito. Finalmente cuando la
alimentacion concluye el tubo de la boca puede ser nuevamente plegado por

relajacion.

Las patologias ocasionadas por los copépodos caligidos se diferencian
en directas e indirectas. Directas son las relacionadas con las actividades de
fijacion y alimentacion, indirectas las relacionadas con la respuesta inmune del
pez la cual se ve alterada, por el estrés producido por la presencia de
parasitos, aumentando la susceptibilidad a infecciones secundarias (Pickering
y Pottinger, 1989). En tanto que la importancia de las patologias directas radica
principalmente en el desarrollo de un cuadro de estrés osmotico producto de
las heridas abiertas producidas por la actividad de alimentacion, lo cual puede

conducir a la muerte del pez (Wootten et al., 1982).

Wootten et al.,(1977), Egidius (1985) y Jones et al.,(1990) describieron
el dafio ocasionado por los estadios copepodito y chalimus sobre el pez
hospedador en forma de Ulceras en la base de la aleta dorsal y detras de la
cabeza, a causa de una remocion de la epidermis llevada a cabo por estos
copépodos. El asentamiento inicial del copepodito, la sujecion y asentamiento
del filamento frontal, el movimiento del chalimus alrededor del punto de
asentamiento y las actividades de alimentacion contribuyen a lesionar la piel,

en peces infectados (Jonsdattir et al., 1992).
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La severidad de la enfermedad producida por estos parasitos
depende de: 1) tamafio y edad del pez, 2) estado de salud del pez, 3) la

especie de caligido y su estado de desarrollo (Pike y Wadsworth 1999).

No existen estudios que se refieran a los efectos de C. rogercresseyi
sobre los peces; sin embargo investigaciones realizadas en Caligus orientalis
Gusev, 1951 indican una reduccion en el apetito y en algunos casos la muerte
del pez (Hwa, 1965; Yoda ,1973; Suzumoto, 1974; Matumoto, 1980; Urawa y

Kato, 1991).

A pesar que C. rogercresseyi es la especie de parasito dominante en los
cultivos de salmones en Chile, no existen estudios de las sustancias del
hospedador que forman parte de su alimentacion. Hoy en dia se asume que
esta especie presenta una alimentacion idéntica a la observada en L. salmonis;
no existen datos de diferencias en la estructura del tubo de la boca entre
ambas especies, lo que es determinante en el tipo de alimento mayormente
consumido. En relacion al dafio ocasionado por actividades de fijaciéon y
alimentacion, existen diferencias en el ciclo de vida de estos dos parasitos
relacionadas con la fijacion del parasito al pez. C. rogercresseyi se fija s6lo una
vez, a diferencia de L. salmonis, el cual se fija y desprende entre cada estadio
chalimus, por lo que se presume que en C. rogercresseyi el area dafiada sobre
el pez es menor, sin embargo pudiese ser mayor la intensidad del dafio debido
a que la alimentacién se efectia durante la mayor parte del ciclo de vida en un

solo lugar.
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Ya que las investigaciones existentes estan realizadas en otro caligido,
que no presenta las mismas caracteristicas de vida que C. rogercresseyi, es
necesario estudiar la alimentacion y el dafio ocasionado por esta especie para
controlar tanto su rol como vector y/o transportador de enfermedades como las
infecciones producidas por las heridas abiertas que deja sobre el pez

hospedador.

El objetivo de la investigacion fue estudiar los tejidos y secreciones del
hospedador que son consumidos por los  estadios chalimus de C.
rogercresseyi; evaluando el dafio causado por estos, para lo cual se formulé la

siguiente hipétesis:

Ho: Estadios chalimus de Caligus rogercresseyi, al igual que en L. salmonis se
alimentan de piel, sangre y mucus del pez hospedadador, ocasionado dafio

generalizado de la epidermis y dermis.

H1: Estadios chalimus de Caligus rogercresseyi, s6lo se alimentan de piel y

mucus del pez hospedador, ocasionando dafo parcial de la epidermis y dermis.
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Objetivo General:

Determinar la alimentacion de estadios chalimus de C. rogercresseyi y

su efecto sobre la piel del pez.

Objetivos Especificos:

1. Describir morfolégica y métricamente los apéndices bucales de los
estadios chalimus de Caligus rogercresseyi.

2. Evaluar el area y nivel de dafio ocasionado en las aletas, por estadios
chalimus de Caligus rogercresseyi.

3. Determinar los tejidos de la piel y secreciones del salmén, de los cuales

se alimentan los estadios chalimus de Caligus rogercresseyi,
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Materiales y Métodos

A.- Sitio de estudio y obtencién de muestras.

Los experimentos se realizaron en los acuarios y laboratorios (Fig.3 a, b)
del Centro de Investigaciones de Recursos Marinos y Costeros, “i~mar”

Universidad de los Lagos, Puerto Montt, X Region, Chile.

Para los experimentos se utilizaron 10 ejemplares (8 infeccion y 2 control)
de salmon del atlantico Salmo salar, con un peso de 200 g. Previo a las
infestaciones los peces se smoltificaron, manteniéndose sin infectar por una
semana, en estanques con agua de mar filtrada a 30 %o, esterilizada mediante
radiacion UV, aireacion y alimentacion constante para su acondicionamiento,

Gonzalez et al., (2000).

Para infestar los peces se recolectaron hembras ovigeras de C.
rogercresseyi, desde una planta de proceso situada en Chinquihue (Puerto
Montt). Estas fueron depositadas en contenedores plasticos con agua de mar
filtrada. En el laboratorio se mantuvieron en una camara de cultivo Bioref pi -
Technologies a 11°C (Fig.4), con agua de mar filtrada 30 % y aireacién
constante. Al dia siguiente se separaron las hembras de las larvas nauplio I,
segun la metodologia descrita por Farias (2005), para lo cual se utilizé un tamiz
de 120 um, el cual retiene nauplios y hembras, con ayuda de pinzas finas se
retiraron las hembras, los nauplios se mantuvieron separados de las hembras

en vasos precipitados de 500 ml con las condiciones de cultivo antes descritas,
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hasta que las larvas alcanzaron el estadio copepodito aproximadamente al 5
dia, tiempo estimado en que el 100 % de las larvas alcanza el estadio
copepodito, (Gonzéalez, 2006 ), desarrollo que fue observado bajo una lupa
Kyoto optical modelo SMZ — 140. Los copepoditos fueron retirados de la
camara de cultivo para iniciar la infestaciéon de 8 salmones, agregandose 200
copepoditos por pez. Los peces infectados se mantuvieron en estanques
circulares de 40 |, a una salinidad de 30 + 1 %o, temperatura de 11+ 2 °C y
aireacion constante, se realiz6 recambio de agua diario filtrando el agua, para
devolver los copepoditos no adheridos que se encontraban con vida. Para la
obtencién de los estadios parasitos se procedié a sacrificar mediante asfixia un
pez cada 48 horas con el objetivo de colectar los chalimus fijos en las aletas
(Fig.5), que son areas de alta fijacion de chalimus (Gonzélez, 2006). La
identificacion de cada estadio chalimus se realiz6 observando las
caracteristicas morfologicas descritas por Gonzalez y Carvajal (2003), (Fig.1).
Una vez que se colectaron los estadios chalimus y las aletas de peces
infestados destinados a cortes histologicos, se fijaron en liquido de Bouin
durante 2 horas y luego se traspasaron a alcohol 70° por 24 horas. Los
chalimus destinados a diseccién fueron fijados en alcohol 70° por 48 horas y
los chalimus destinados para la medicion de la superficie del area de dafio
fueron mantenidos en la aleta y fijados en alcohol 70 © por 48 horas. Los peces
control se sacrificaron para obtener aletas de smolt sin dafio del ectoparasito,
las cuales fueron fijadas en liquido de Bouin durante 2 horas y luego

traspasadas a alcohol 70° por 24 horas.
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B. Preparacion de muestras.
B.1.- Descripcion morfolégica y métrica de los apéndices bucales de

chalimus de C. rogercresseyi.

Para la caracterizacion y medicion de los apéndices bucales de cada
estadio se realizo diseccion de 15 ejemplares de cada uno de ellos. Para esto
las muestras fijadas en alcohol 70° fueron traspasadas a una placa petri con
una solucion de alcohol 70° (70%), glicerina (3%) y agua destilada (27%).
Posteriormente las muestras permanecieron en un desecador hasta que el
alcohol y el agua se evaporaron (aproximadamente 7 dias). Una vez que se
observaron los chalimus inmersos en glicerina se procedio a la diseccion y toma
de fotografias del cono bucal con una camara Samsung Digimax A40, bajo una
lupa Wild M3B, las fotografias fueron medidas utilizando j-image 1.38 (Wayne
Rasband National intitutes of Health, USA ). Para el detalle de los dientes del
tubo bucal, se tom¢é fotografias del tubo bucal en glicerina aplastado por un

cubre objeto con una camara Nikon Cool Pix S 4, bajo microscopio.

Para el analisis de los datos se utilizé el programa estadistico Sigma

Stat 3.11 (Copyright © 2004 Systat Sofware, Inc).
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B.2.- Evaluaciéon del area de dafio causado en las aletas, por estadios

chalimus de C. rogercresseyi.

La determinacion del dafio ocasionado sobre la aleta del pez, se dividid
en dos categorias: superficie y profundidad de la aleta; ademas se midio el
filamento para determinar si es influyente en el area de dafo en la superficie de

la aleta ocasionado por cada estadio chalimus.

B.2.1.- Dafo en la superficie de la aleta

Muestras de 20 chalimus de cada estadio, fijados en alcohol 70° fueron
fotografiadas con una camara Samsung Digimax A40, bajo una lupa Wild M3B,
y posteriormente medido el halo de dafio generado alrededor del filamento de
fijacion utilizando J-image 1.38 (Wayne Rasband National intitutes of Health,

USA).

B.2.2.-Daino en la profundidad de la aleta

Para determinar la profundidad del dafio en la aleta, 15 muestras de
aletas erosionadas de cada estadio parasitario y 7 muestras de aletas de peces
no infestados, fijadas en liquido de Bouin durante 2 horas y luego pasadas a
alcohol 70° por 24 horas, fueron deshidratadas mediante una bateria
ascendente de alcoholes (70°, 80°, 90°, 95° y 100°) por 5 minutos cada uno,
seguido de tres bafios de xilol de 5 minutos cada uno, posteriormente se

pasaron por tres bafos de parafina por 30 minutos c/u. Para finalmente incluir
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las muestras en moldes plasticos de 2x2x2 cm, en los que se colocé parafina

fundida a 60°C.

Se realizaron cortes transversales de 10 pum de grosor utilizando un
microtomo Leica RM 2145. Una vez obtenidos los cortes, fueron depositados
en un bafo termorregulado a 40°C para su estiramiento, luego fueron fijados
sobre porta objetos recubiertos con una delgada capa de albumina, después se

secaron a 37 °C por un lapso de 7 dias.

Para realizar la tincion se procedi6é a eliminar la parafina a través de dos
bafios de xilol de 15 minutos cada uno, luego fueron hidratados en una bateria
descendente de alcoholes (100°, 95°, 90°, 80°, 70°) por 5 minutos cada uno y en
agua corriente por 1 minuto, después fueron teflidos con hematoxilina por 4-6
minutos, lavados en agua corriente por 1 minuto, luego tefiidos en eosina por 1-
2 minutos, seguido de un lavado répido, las muestras fueron deshidratadas en
una bateria ascendente de alcoholes (70°, 80°, 90°, 95°y 100°) y dos bafios de
xilol de 5 y 10 minutos respectivamente, para finalizar con el montaje utilizando
una gota de bélsamo de Canadd sobre el porta objeto y cubriéndolo

delicadamente con un cubre objeto, para dejarse secar a 37 °C por 7 dias.

Las muestras fueron observadas al microscopio y las fotografias fueron
obtenidas con una camara Samsung Digimax A40, y medidas utilizando j-image

1.38 (Wayne Rasband National intitutes of Health, USA)
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El dafio generado en el espesor de la aleta del pez se dividid en cinco

niveles, respecto al area no dafiada de la misma aleta:

1. Sin dafo.

2. Disminucion de mucus.

3. Disminucion de células de la epidermis (Ej. glandulas
mucosas).

4, Disminucion de células de la dermis (Ej. melanéforos)

5. Cartilago descubierto.

B.2.3.- Filamento chalimus

Chalimus de los cuatro estadios (20 ejemplares de cada uno) fueron
desprendidos de aletas fijadas en alcohol 70°, con la precaucién de no eliminar
porcién alguna del filamento, fueron traspasados a una solucion de alcohol 70°
(70%), glicerina (3%) y agua destilada (27%). Posteriormente las muestras
permanecieron en desecador, una vez que el alcohol y el agua se evaporaron
fueron depositadas sobre un porta objeto con una pequefia gota de glicerina y

aplastadas con un cubreobjeto, para realizar mediciones de:

1.-Longitud del filamento para cada estadio chalimus, las que se
realizaron mediante fotografias captadas por una cdmara Samsung
Digimax A40 bajo lupa Wild M3B. La medicion de las fotografias se
realiz6 con j-image 1.38 (Wayne Rasband National intitules of Health,

USA).
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2.-Longitud total (sin filamento) para cada estadio chalimus, medidas

que fueron obtenidas directamente en la lupa Wild M3B.

Para el andlisis de los datos se utilizaron dos programas estadisticos:
Sigma Stat 3.11 (Copyright © 2004 Systat Sofware, Inc) para las Anovas y

Statistica 7.0 (Copyright © Stat Soft,Inc1984-2004) para las correlaciones.
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B.3.- Determinacion de los tejidos y secreciones del salmén de los cuales

se alimentan los estadios chalimus de Caligus rogercresseyi,

Para determinar la alimentacion de cada estadio chalimus de
C. rogercresseyi se utilizd la metodologia histologica descrita anteriormente,
para lo cual se utilizaron 15 chalimus de cada estadio parasitario para realizar
cortes longitudinales y asi observar el contenido estomacal. Se realizaron cortes

de 5 um de grosor, los que fueron tefidos utilizando Alcian Blue - eosina (30

minutos) para la identificacion de células mucosas en el interior del tracto

digestivo y Hematoxilina — eosina para la identificacién de células epidérmicas y

sanguineas en el tracto digestivo.

Las muestras fueron observadas al microscopio y las fotografias fueron

obtenidas con una camara Nikon cool pix S4.
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RESULTADOS

B.1.-Descripcion morfolégica y métrica de los apéndices bucales de

chalimus de C.rogercresseyi.

De las muestras “in toto” del tubo bucal de cada uno de los estadios
chalimus se obtuvo un detalle éptico de dos filas de dientes (Fig.7 a,b); la mas
externa con aproximadamente 100 dientes pequefios y puntiagudos,
posicionados en dos arcos: izquierdo y derecho, seguido hacia el interior del
tubo de la boca por una fila de dientes de mayor tamafio y en menor cantidad
dividido también en dos arcos: izquierdo y derecho. La morfologia de la
dentadura no mostré diferencias entre los diferentes estadios observados al
microscopio; datos que no pudieron ser analizados mediante fotografia por la
falta resolucion de la cdmara fotografica, a imagenes con aumento de 100X en

el microscopio.

Se graficaron las medidas de la longitud del tubo de la boca (Fig.12)
para los cuatro estadios chalimus fijos al pez. Para confirmar las diferencias
encontradas se procedio a realizar un andlisis de Kruskal-Wallis (Tablal), el
cual determindé que existen diferencias significativas en la longitud del tubo
bucal de los estadios fijos al pez (chalimus I, Il, Ill, IV). Para determinar cuéles
estadios presentan diferencias en la longitud del tubo bucal se realizé el test de
comparaciones mdltiples de Dunn's (Tabla2), el cual determindé que existen
diferencias significativas en la longitud del tubo bucal entre estadios chalimus

Nno consecutivos no asi entre estadios consecutivos.
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B.2.- Evaluacion del area de dafio de las aletas causado por estadios

chalimus de C. rogercresseyi.

B.2.1.-Descripcion y medicion de la superficie de dafio de la aleta.

El dafo en la superficie de la aleta del pez, ocasionado por cada
estadio, esta determinado por el area en que la epidermis se encuentra
removida, observandose un area despigmentada alrededor del filamento de
fijacion (Fig.8); el dafio es causado por la fijacion del parasito al pez y por la
actividad de alimentacion de éste. La Fig.13 muestra diferencias en el area de
la epidermis removida desde la aleta por cada estadio parasitario; sin embargo
las desviaciones estandares para cada grupo son amplias. Para observar el
efecto real de cada estadio, se realizé una ANOVA, la que con un p-valor de
1,00 (Tabla3) indica que no existen diferencias estadisticamente significativas

en la superficie de la epidermis removida por los estadios fijos al pez.

Para determinar si el area de epidermis removida es influenciada por el
estadio parasitario, se realizé una gréfica y un analisis de ANOVA de la longitud
del filamento por estadio (Fig.14). El andlisis de ANOVA, con un p-valor de
1,00, (Tabla 4) concluyd que no existen diferencias estadisticamente

significativas en la longitud del filamento entre los estadios fijos al pez.

Para determinar si existe correlacion entre el tamafio del estadio
parasitario y la longitud del flamento se realiz6 un analisis de correlacion de

Spearman, el cual arroj6 un coeficiente de correlaciébn r=0,6 con un
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p-valor=0,000000002; lo cual sefiala una correlacion significativa entre las
variables; a medida que aumenta el tamafio corporal también tiende a
aumentar la longitud del filamento de fijacion (Fig.15). Ademas se realizé un
analisis de correlacion de Spearman para determinar si el area de remocion
epidermal en la superficie de la aleta es determinado por la longitud del
filamento de fijacidn, el cual arrojo un coeficiente de correlacion r= 0,254471
con un p-valor = 0,0227 (Fig.16); lo que indica que no existe correlacion entre
la longitud del filamento y el area de epidermis removida en la superficie de la

aleta del pez.

B.2.2.- Descripcion de la profundidad del dafio causado sobre la aleta

B.2.2.1.- Aleta control

En la aleta del pez sin infestar (Fig. 9) se distinguen las células que
forman la epidermis y dermis del pez. La epidermis es la capa mas exterior y de
mayor grosor que la dermis, presenta varios tipos celulares entre los que
destacan las glandulas mucosas que se encuentran en abundancia en la parte
mAas externa; éstas son las encargadas de producir mucopolisacaridos que
constituyen la primera barrera de defensa del pez. La epidermis descansa
sobre la membrana basal que es una fina estructura de anclaje con funciones
de permeabilidad selectiva; sobre ésta se encuentra la capa germinativa, que
presenta células no diferenciadas, las cuales se diferenciaran reemplazando

las células muertas o erosionadas.
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El segundo estrato es la dermis, ubicada bajo la epidermis, presenta
tejido conectivo con irrigacion sanguinea y linfatica, se divide en dos partes: 1)
el estrato esponjoso, tejido suelto formado por fibras de colageno y reticulares,
en el se encuentran los melandforos, encargados de la coloracion del pez y
células de defensa y 2) el estrato compacto mas interno y mas resistente,

posee mayor numero de fibras de colageno.

B.2.2.2 Aleta infectada

Debido a que las muestras fueron obtenidas de diferentes aletas
(pectoral, pélvica y caudal) no fue posible comparar medidas de erosion de la
piel en profundidad, sumado al hecho que las células del area dafiada
presentan hiperplasia lo que dificulta una comparacion entre los distintos
estadios, en relacion a un control. Para comparar el dafio ocasionado por los
diferentes chalimus, se realiz6 un histograma (Fig.17) que muestra la
frecuencia en que disminuyeron las secreciones o capas de la piel en la region
dafada, respecto al area no dafiada de la misma aleta, para cada uno de los

estadios parasitarios.

Los cuatro estadios parasitarios erosionaron la piel de la aleta del pez,
ocasionando una alteracion de la secrecion mucosa, y disminucion total o

parcial de la células epidermales y dermales de la aleta del pez.

La secrecion mucosa que forma la primera barrera de defensa del pez,

disminuy®¢ total o parcialmente en un 95,8%, 87,5%, 93,3% y 33,3 % para chl,
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ch2, ch3 y ch4 respectivamente, en relacion al area no parasitada de la misma
aleta.

La epidermis fue erosionada parcial o totalmente en un 41,6 % de los
casos para chl, 50% para ch2, 53,3 % para ch3 y 33,3 % para ch4 del total de
casos analizados. La siguiente capa de la piel es la dermis la cual fue
erosionada parcialmente en los estadios chl y ch2 en un 50 y 12,5 %
respectivamente. La erosion total de la dermis corresponde a lo identificado
como cartilago descubierto, donde se observé ausencia total de células y que
correspondio a un 4,16 % para chl, 25 % para ch2, 40 % para ch3y 33,3 %

para ch4.
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B.3.- Determinacion de los tejidos y secreciones del salmén que sirven de

alimento a los chalimus de C. rogercresseyi.

El contenido estomacal de los estadios chalimus fue determinado por
identificacion del tejido presente en el interior del tracto digestivo (Fig.11a). Se
identifico:

Secreciones _mucosas: identificada en la parte posterior del tubo digestivo

como burbujas compactas de tono azul (tincion azul blue) o violeta (tincion
hematoxilina -eosina) (Fig.11b,c).

Células de la epidermis (glandulas mucosas): identificadas en la parte posterior

del tubo digestivo como vacuolas més oscuras (tono violeta) y de mayor
tamafio que las burbujas de mucus (Fig.11d).

Células de la dermis (melanéforos): identificadas en la parte posterior del tubo

digestivo formando agregaciones de pequefios puntos color café (Fig.11e).

Ademas se observaron combinaciones de cada uno de estos tipos
celulares y las secreciones mucosas. No se observaron células sanguineas de

salmoén en el tracto digestivo de los estadios chalimus.

Para determinar cual es la principal fuente de alimentacion se realiz6
un andlisis de frecuencia (Fig.18), donde se observé que el alimento que
presentd mayor frecuencia en el total de intestinos analizados fue el mucus con
un 64%, seguido por células de la dermis (melanéforos) con un 25% y las

células de la epidermis (glandulas mucosas) 12 %.



29

Un detalle del contenido por estadio indica que las secreciones
mucosas fueron la principal fuente de alimento para los cuatro estadios
chalimus, en tanto que los melanoforos ocuparon el segundo lugar como
fuente de alimento en los estadios chalimus 1y Ill, ocupando el tercer lugar las
glandulas productoras de mucus. Para los estadios chalimus Il y 1V, el
segundo lugar como fuente de alimento fueron las glandulas mucosas seguido

por los melandéforos.
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DISCUSION

Los crustaceos presentan una gran diversidad de estructuras
relacionadas con el proceso de la alimentacion, dependiendo del grupo al que
pertenezcan y determinado principalmente por el modo de vida y alimentacion.
La mayor parte de los copépodos parasitos presenta una estructura mandibular
donde la boca se encuentra envuelta en una estructura parecida a un sifon. C.
rogercresseyi presenta evidencias morfoldégicas en las estructuras bucales,
como: tubo bucal, filas de dientes del strigil que son equivalentes a la estructura
del tubo de la boca de Caligus curtus Muller, 1785 (Fig. 6 b), representativo de
la mayoria de copépodos caligidos; descrita en un comienzo por Parker en
1968 y luego modificada por Kabata (1974). Por lo que se asume que el modo
de alimentacién es similar al descrito por Kabata (1974) para caligidos

parasitos de peces.

Kabata (1974), represent0 la abertura de la boca en forma esquemaética
(Fig. 7c) donde se observan las mismas caracteristicas dentales observadas
para C. rogercresseyi (Fig. 7a y b); Lo que indica que la actividad de
alimentacion en esta especie, al igual que en el modelo descrito por Kabata
(1974) esta restringida a la actividad de raspado de los pequefios dientes del

strigil sobre la piel del pez (Fig. 7 d).

Debido a que mediante la observaciébn a microscopia Optica no fue
posible determinar diferencias métricas en los dientes del strigil y mandibula

para cada estadio, se midié el tubo bucal para determinar si su tamafio podria
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tener alguna significancia en el dafio causado, debido a la diferencia de fuerza
con que el alimento es succionado, lo que arrojo diferencias entre niveles no
consecutivos, no asi entre niveles consecutivos. Esta informacion permite
presumir que el efecto causado por la fuerza de la succion genera
aproximadamente el mismo dafio por los estadios chalimus | y II, chalimus Il y
[ll, y chalimus Il y IV, por lo que estadisticamente existirian tres niveles de

dafio sobre la piel del pez.

El dafio observado en profundidad se contrapone a lo anterior ya que no
existen diferencias significativas al observar las frecuencias en que se encontro
dafo de cada uno de los niveles considerados (5). Sin embargo, es posible
observar un patrén en el que chalimus | causa dafio en células mas
superficiales que alcanzan hasta la epidermis; en tanto que los estadios
chalimus 11, lll y 1V, causan con mayor frecuencia, dafo en niveles celulares
mas profundos como las células de la dermis. La diferencia mas notable es la
observada en el porcentaje de cartilago descubierto, en que el estado
chalimus | varia considerablemente de los porcentajes representados para el
resto de los estadios. No existen estudios que hayan realizado una
investigacion sobre la profundidad de dafio por lo que es imposible realizar una

comparacion con otros parasitos.

El dafio en la superficie de la aleta, ocasionado por los diferentes
estadios corresponde al observado por Pike (1989) para Caligus elongatus
Nordmann, 1838. Alli el dafio es generado en una aureola alrededor del

filamento de fijaciébn, a causa del proceso de fijacion y actividades de
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alimentacion y movimiento del parasito. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en el dafio producido por los diferentes estadios, por lo
que no se puede asociar un dafio especifico directamente a un estadio
determinado. Esto porque la longitud del filamento de fijacibn no presenta
diferencias estadisticamente  significativas entre diferentes estados de
crecimiento, ya que las variabilidades individuales son demasiado amplias en
cada estadio. No obstante existe una correlacion positiva entre la longitud del
filamento y la longitud corporal, complementado con un analisis de varianza
que sefala diferencias significativas en la longitud de los 4 estadios chalimus

entre si, no considerando la porcién del flamento de fijacion.

La literatura sélo sefiala que el dafio esta restringido al tamafio del area
radial alrededor del punto de asentamiento del filamento frontal (Pike, 1989),
pero el andlisis de correlacién de la medida del filamento y el area superficial
de dafio, con un r = 0,0628, p-valor =0,0227, no muestra que exista una
correlacion entre la longitud del filamento y area dafiada. En consecuencia
dafio ocasionado por los distintos estadios no necesariamente abarca el area
en que el parasito tiene posibilidad de moverse y tampoco aumenta a medida

que aumenta el estadio parasitario.

En relacion a la alimentacion de los diferentes estadios fijos al pez,
puede observarse que los diferentes estadios practicamente no presentan
diferencias en el tipo de alimento consumido. Diferencias que pueden estar

dadas por el volumen de este.
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En las observaciones histologicas del tubo digestivo de los cuatro
estadios chalimus se encontré principalmente células mucosas, seguido de
células pigmentadas y glandulas mucosas. Estudios previos, en
Lepeophtheirus pectoralis Miller, 1776 y en Lepeophtheirus hospitalis Fraser
1920, sefalan al mucus como la principal fuente de alimento (Scoot, 1901;
Voth, 1972), en tanto que White (1942) sefala la presencia de melanéforos en
el intestino de L. salmonis. Wilson (1905), White (1942) y Voth (1972)
postularon que las especies de caligidos podrian ingerir sangre. Johannessen
(1975) observo una coloracion rojiza oscura en el tracto digestivo de L.
salmonis, asumiendo que correspondia a sangre del pez hospedador. Brandal
et al., (1976) demostraron la presencia de sangre del hospedador en el tracto
digestivo de L .salmonis, concluyendo que la sangre se encuentra en hembras

adultas, y s6lo en una pequefia cantidad de machos adultos y post chalimus.

En el presente estudio, mediante el método de observacion utilizado, es
decir, diferenciacion morfolégica de las células encontradas en el tracto
digestivo de los cuatro estadios chalimus, se identificO células mucosas,
glandulas mucosas y melandforos, en tanto que no se observd presencia de

células sanguineas de salmon.

Las alteraciones fisiolégicas que produce el parasito debido a la
actividad de fijacion y alimentacién sobre el pez hospedador, estarian dadas
principalmente por una notable disminucion de mucus, y dado el caso que
ademas es consumidor de las glandulas generadoras de la sustancia mucosa

se produce una disminucién de esta barrera protectora por consumo y porque
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se esta inhibiendo su produccion ya que al consumir la epidermis desaparecen
también las células de la capa germinativa, que son las que se especializan
para regenerar las células muertas y/o erosionadas de la epidermis, como las

glandulas mucosas.

A partir del aporte generado por este trabajo de investigacion se

concluye:

1. Las estructuras bucales presentes en C. rogercresseyi son equivalentes

a las observadas en otros parasitos del mismo género.

2. El proceso de alimentacion esta restringido a la actividad de raspado de

los dientes del strigil.

3. La superficie de dafio ocasionado por los parasitos fijos al pez no
depende necesariamente del estadio de crecimiento y tampoco presenta

una correlacion marcada con la longitud del filamento de fijacion.

4. Las capas de células dafiadas no dependen estrictamente del estadio
parasitario, ya que todos los estadios pueden llegar a producir el mismo

danfo.

5. Todos los estadios fijos al pez (chalimus I, 1I, lll y IV) se alimentan de los

mismos tipos celulares, entre los que se encuentran: células mucosas,
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glandulas mucosas y células pigmentadas; siendo el constituyente mas

importante en la alimentacion las células mucosas.

El dafio ocasionado sobre el pez, no puede ser generalizado para otras
zonas del cuerpo, debido a las diferencias del tejido celular; por lo que seria
conveniente estudiar las otras areas de alta fijacion de los estadios chalimus

del parasito, como el vientre.

Los resultados de esta investigacion rechazan la hipotesis nula vy
permiten aceptar la hipotesis alternativa, dado que los cuatro estadios chalimus
de C. rogercresseyi, sélo se alimentan de células mucosas y células de la piel
(Epidermis y dermis) del pez hospedador, y el dafio generado sobre las capas
de piel del pez puede llegar a mayor profundidad hasta el cartilago de la aleta,

pero no en el total de los casos.
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Tabla 1.- Kruskal-Wallis para longitud del tubo de la boca de los cuatro estadios

chalimus.-

Grupos Mediana 25% 75%
Chi 210,000 198,000 220,750
Ch2 297,000 265,750 316,250
Ch3 378,000 360,500 385,500
Ch4 501,000 477,500 528,250

H = 50,144 with 3 degrees of freedom. (P =<0,001)

Tabla 2.- Test de comparaciones multiples de Dunn's, para la longitud del tubo

de la boca de c/u de los estadios chalimus.-

Diferencia
Comparacion de rangos Q P<0,05
Ch4vsCh1l 44 57 6,537 Si
Ch4vsCh2 29,519 4,441 Si
Ch4vsCh3 14,011 2,083 No
Ch3vsCh1 30,558 4,95 Si
Ch3vsCh2 15,507 2,592 No
Ch 2vs Chl 15,051 2,474 No
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Tabla 3.- Andlisis de varianza para la superficie de dafio generado por c/u de

los estadios chalimus.-

Fuentes de DF SS MS F P
variacion
Entre 3 0,000 0,000 0,000 1,000
grupos
Residual 76 2658,000 34,974

Tabla 4.- Andlisis de varianza para longitud del flamento de los cuatro estadios

chalimus.-
Fuentes de DF SS MS F P
variacion
Entre 3 0,000 0,000 0,000 1,000
grupos
Residual 76 2657,500 34,967
Total 79 2657,500
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af am

Figura 1.- Ciclo de vida Caligus rogercresseyi, modificado de Gonzalez y
Carvajal 2000; las flechas indican la diferenciacion en el filamento de fijacion

gue determina cada uno de los cuatro estadios chalimus.
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Figura 2.- Copepodito de Caligus rogercresseyi adherido al radio de una aleta.

Figura 3.a- Estanques de infestacion experimental de peces con C.

rogercresseyi.
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Figura 3.b.- Laboratorio de biologia, I-mar, ULA. Donde se analizaron las

muestras

Figura 4.- cultivo de copepoditos de Caligus rogercresseyi en camara de

incubacion.
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Figura 5.- Distintos estadios chalimus de Caligus rogercresseyi adheridos a
aleta pélvica de salmon del atlantico Salmo salar.

apodemes

——frons labri

Figura 6.- a) vista ventral del tubo de la boca de Caligus rogercresseyi, (b)
Caligus curtus, visién general de la boca (tomado de Kabata 1974;modificado
de Parker et al., 1968)
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Figura 7 .-Tubo bucal de Caligus rogercresseyi: a)Detalle dientes del strigil, b)

detalle dientes de la mandibula.
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(c) diagrama de la cara expuesta del orificio bucal (d) diagrama de la posicién

de la estructura bucal durante el proceso de alimentacién (c y d tomado de

Kabata 1974).
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Figura 8.- chalimus de Caligus rogercresseyi adheridos a la aleta, detalle de la
aureola de dafio alrededor del filamento de fijacion.
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Figura 9.- Corte transversal de aleta de Salmo salar, no infestado.



Figura 10.- a) Corte transversal de Chalimus de Caligus rogercresseyi,
adherido a una aleta,b) detalle de las capas de dafio producidas por chalimus
adherido.
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Figura 11.- a) corte longitudinal de chalimus de Caligus rogercresseyi (tincion:
hematoxilina - eosina) ; b) tubo digestivo , con células mucosas(Tincién: alcian
blue -eosina).



d)

¢) tubo digestivo con mucus; d)tubo digestivo con glandulas mucosas; e)tubo
digestivo con melanoéforos. (Tincion: hematoxilina — eosina).
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Figura 12.- Longitud del Tubo bucal, para los cuatro estadios chalimus de

Caligus rogercresseyi.
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Chi ch2 ch3 ch4
Promedio
(um) 1865,10 | 4829,60 | 4709,85 | 11851,80
Des.
Estandar 2647,60 | 3379,87 | 3367,31 | 11709,99

Figura 13.- Area de dafio en la superficie la aleta, provocado los cuatro
estadios chalimus de Caligus rogercresseyi.
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Figura 14.- Longitud del filamento de fijacion para los cuatro estadios chalimus
de Caligus rogercresseyi.
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Figura 15.- Correlacion longitud corporal versus longitud del filamento de
fijacion.
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Figura 16.- Correlacion Longitud del flamento de fijacion versus area de dafio
superficial sobre la aleta.
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o Sin dafio
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Figura 17.- Frecuencia de las
secreciones y capas de la piel
del salmdn, erosionadas por la
alimentacion  de  estadios
chalimus (LILIT y V), de
C. rogercresseyi, respecto al
area no parasitada de la
misma aleta.
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