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RESUMEN

La crianza del medregal (Seriola dumerili) en cautividad en la regién atlantica
canaria se ha visto afectada por la infestacion de ectoparasito monogeneo Neobenedenia
melleni. Este relevante problema patol6gico en la crianza del medregal ha sido una de
las causas que han ralentizado el desarrollo de la produccion en cautividad de esta
especie de gran interés para el crecimiento de la acuicultura marina. Detectar puntos
criticos en el ciclo de vida del parasito, como en la reproducciéon y el desarrollo
embrionario, son objetivos clave para desarrollar estrategias de gestion Optimas frente a
esta parasitosis. Este estudio se ha centrado en los efectos de la aplicacion de factores
ambientales tales como el fotoperiodo y la temperatura con el objetivo de conseguir un
tratamiento eficaz que rompa el ciclo de vida del parasito Neobenedenia melleni sin
perjudicar el crecimiento, supervivencia y estado de salud de Seriola dumerili.

Palabras clave: Seriola dumerili, Neobenedenia melleni, parésitos monogeneos,

parametros ambientales, parametros plasmaticos.

ABSTRACT

The rearing of the greater amberjack (Seriola dumerili) in captivity in the Canarian
Atlantic region has been affected by the infestation of the monogenic ectoparasite
Neobenedenia melleni. This important pathological problem in the rearing of the greater
amberjack has been one of the causes that have slowed down the development of
captive production of this species of great interest for the growth of marine aquaculture.
Detecting the critical points in the life cycle of the parasite, such as reproduction and
embryonic development, are key objectives for the development, optimal management
strategies against this parasitosis. This study focused on the effects of the application of
environmental factors, such as photoperiod and temperature, in order to obtain an
effective treatment that breaks the life cycle of the Neobenedenia melleni parasite
without harming growth, survival and the state of health Seriola dumerili.

Keywords: Seriola dumerili, Neobenedenia melleni, monogenean parasites,

enviromental parameters, plasmatic parameters.
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INTRODUCCION

1.1 Consideraciones generales de la acuicultura marina

La acuicultura es el cultivo y crianza de organismos acuaticos que implica
intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccidn. Es probablemente
el sector de produccion de alimentos de mas rapido crecimiento y representa
actualmente el 50 por ciento de organismos acuaticos destinados a la alimentacion a
nivel mundial (FAO, 2018).

La creciente demanda de alimentos de origen marino a nivel mundial requiere
del crecimiento de la actividad acuicola pero de forma sostenible. La acuicultura
europea ha visto su crecimiento ralentizado por motivos tales como el estancamiento de
la produccion, la concentracion de esta en unas pocas especies y la crisis econdémica. En
el caso concreto de peces marinos de aguas templadas, la produccion se concentra solo
en dos especies de forma mayoritaria, las cuales son la dorada (Sparus aurata) y lubina
(Dicentrarchus labrax). Con el fin de poner freno a esta tendencia se han llevado a
cabo estrategias para desarrollar la acuicultura europea desde 2013 (Parlamento
Europeo, 2018).

Una de las estrategias planteadas para reactivar el sector a nivel europeo, es la
diversificacion de las especies cultivadas. El objetivo es conseguir especies
emergentes que ofrezcan ventajas sobre las que ya se estan produciendo. En este
sentido, dentro del proyecto europeo DIVERSIFY (https://www.diversifyfish.eu/,
2014), se ha planteado la diversificacion de la produccion en un mayor nadmero de
nuevas especies de gran tamafio y rapido crecimiento, permitiendo asi una mayor
oferta y comercializacion al poder procesarlas en una amplia gama de productos
(https://www.ieo.es/, 2014). Estas nuevas especies emergentes como el medregal
(Seriola dumerili), tienen un gran potencial para la expansion de la acuicultura

comercial.



1.2 El medregal (Seriola dumerili Risso, 1810)

El medregal o pez limon (Seriola dumerili) es un pez perciforme de la familia
Carangidae, con gran importancia comercial y recreativa en Europa y Norte
América. La captura mundial total del medregal se ha multiplicado por mas de diez
desde 1990, alcanzando las 3 912 toneladas en 2016 (FAOSTAT, 2016).

El cultivo del medregal se inicié en el Mediterraneo en la década de los 80. La
actividad comenzé con el engorde de juveniles capturados en el medio silvestre
(comenzando en aproximadamente 100 g de peso) y posteriormente criados en
tanques y jaulas en Italia y Espafia. Estos experimentos dieron lugar a la primera
produccién comercial y establecer la base para el desarrollo de la crianza de esta
especie. Sin embargo, después de las dificultades patoldgicas a causa de distintas
enfermedades y de la falta de disponibilidad de juveniles las actividades de crianza

quedaron detenidas.

Como con muchas otras especies marinas, la produccion de juveniles ha sido el
principal cuello de botella para el desarrollo de su produccion en cautividad. Sin
embargo, la obtencién de puestas naturales asi como el progreso reciente en las
técnicas hormonales de reproduccion ha permitido una serie de avances en la
produccion de ejemplares juveniles en criaderos (Jerez et al., 2013). Estos avances
han alentado la inversion en empresas de acuicultura de medregal, tanto en
criaderos como granjas de engorde. En los altimos afios, el medregal ha ganado un
gran interés en el Mediterraneo, y es actualmente considerado como una de las
especies mas importantes para diversificar la produccién acuicola de pescado en los
paises riberefios del Mediterrdneo como Malta, Espafia, Grecia, Italia, Croacia y

Turquia 'y en América del Norte y del Sur.

El medregal tiene una amplia distribucion en areas tropicales y subtropicales, es
un pez pelagico y epibentdnico que habita tanto en arrecifes cercanos a la costa
como en mar abierto, generalmente a profundidades entre 18 y 360 metros de
profundidad. EI medregal crece rapidamente, alcanzando una longitud maxima de
180-190 cm y 80 kg de peso (Smith-Vaniz, 1986).



Tanto los ejemplares salvajes de medregal como los criados son susceptibles a
una variedad de enfermedades. Aunque hay varias enfermedades causadas por virus
y bacterias, las principales mortalidades masivas se han relacionado con la accion
de parasitos. Varios desinfectantes y productos quimioterapéuticos, asi como
diversos protocolos, han sido utilizados con distinto grado de éxito (Jerez et al.,
2013).

1.3 Parasitologia del medregal

La principal causa de mortalidades masivas en el medregal estan relacionadas
con la accion de ciertos parasitos (Alcaide et al., 2000). Estos procesos patolégicos
no solo se dan en instalaciones de cultivo sino que también se han registrado en

poblaciones de ejemplares salvajes (Montero et al., 2001; Lia et al., 2007).

Las infecciones parasitarias mas comunes que afectan al medregal en diversas
zonas geograficas, estan causadas por platelmintos monogeneos tales como
Zeuxapta seriolae, Benedenia seriolae, Neobenedenia girellae y Neobenedenia
melleni. Son ectoparasitos, es decir, se adhieren a la superficie externa del pez,
alimentandose de ceélulas epidérmicas y mucus segregado por el hospedador,
ocasionando erosiones, abrasiones, hemorragias y aumentando el riesgo de
infecciones secundarias bacterianas (Buchman y Lindenstrom, 2002). Mientras que
Z. seriolae parasita las branquias, tanto B. seriolae como las especies de
Neobenedenia, que aunque tienen una morfologia muy similar son genéticamente

distintas, provocan lesiones en la piel (Figura 1).

Figura 1. Ejemplar de medregal afectado por Neobenedenia melleni.



En el Mediterréneo, las primeras parasitosis citadas en el cultivo de S. dumerili
estuvieron asociadas al digeneo Paradeontacylix sp.. En otras areas, las altas
mortalidades han estado asociadas a infecciones del monogeneo Z. seriolae y del
ciliado Cryptocaryon irritans (Montero et al., 2001; De la Gandara 2006). En
Canarias, también se ha citado la presencia de dichos parésitos, aunque las
parasitosis mas comunes se han relacionado con N. girellae y N. melleni (Figura 2),
especies con morfologia muy similar pero genéticamente distintas (Cejas et al.,
2015).

Organo de
fijacion posterior

Aparato reproductor
con testiculos y ovario

Faringe

Organo anterior de
fijacion

Figura 2. Adulto de Neobenedenia melleni, con medidas longitudinales y
transversales. Imagen obtenida por medio de cémara fotografica de

estereomicroscopio.

Los peces afectados por Z. seriolae presentan una hipersecrecion de mucus en
las branquias, con grandes cantidades de vermes, mientras que los parasitados por
N. melleni muestran hipersecrecion de mucus y oscurecimiento de la piel, natacion
erratica, pérdida de apetito, picor que hace que no paren de frotarse contra la
superficie de las instalaciones de cultivo ocasionando también llagas. Los huevos



de estos parasitos muestran apéndices que facilita que se enganchen a los utensilios

como los salabres con los que se manipulan los peces.

Los tratamientos utilizados para controlar y eliminar las infecciones por
ectoparasitos son los bafios periodicos con peroxido de hidrogeno, agua dulce o
baja salinidad, formaldehido, sulfato de cobre o praziquantel. Estas medidas de
control contra los parasitos para su eliminacion de la piel ademas de mostrar una
efectividad variable requieren mucho tiempo y trabajo lo que aumenta el coste de
mantenimiento en una instalacion de cultivo (Ernst y Whittington 1996). Ademas, la
aplicacion de estos bafios causan gran estrés a los peces y excepcionalmente pueden
conducir a la mortalidad posterior al tratamiento (Shirakashi et al., 2013). Después
del tratamiento con agentes quimicos, los parasitos son eliminados de la piel, sin

embargo, quedan cicatrices y marcas de la infeccion.

En cualquier caso es de gran importancia, como medida de prevencion, la
desinfeccion del material utilizado, durante este proceso, siempre es importante la
desinfeccién del material utilizado ya que los huevos de estos parasitos poseen una
gran capacidad de adherencia a través de un cilio en uno de sus extremos con el que

se fijan a los salabres.

Con el fin de emplear tratamientos méas eficaces y menos invasivos, para
asegurar el bienestar de los ejemplares, asi como incrementar la sostenibilidad, se
esta estudiando el efecto de extractos de plantas naturales contra los ectoparasitos
(Trasvifia-Moreno et al., 2017) asi como el comportamiento de estos parasitos en
funcion de diferentes factores ambientales tales como la luz, la temperatura y
salinidad como agentes principales (Hirazawa et al., 2009). El conocimiento del
efecto que determinadas variables ambientales podria tener en el ciclo bioldgico del

parasito podria aportar informacion relevante para la gestion de la parasitacion.

Estos estudios se han realizado con los principales ectoparasitos que perjudican
el cultivo del medregal en Canarias que son B. seriolae y las especies de
Neobenedenia, y se han centrado en aspectos tales como la estrategia reproductiva
del parasito, el éxito de eclosion del huevo del parasito y el éxito de infeccién del
parésito al pez en funcidn de los cambios en el fotoperiodo y la intensidad de la luz,
las modificaciones de la temperatura y salinidad (Hutson y Hoai, 2014).



2. OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivo principal, la busqueda de un posible
tratamiento modificando las condiciones ambientales, frente al ectoparasito

Neobendenia melleni en la crianza del medregal (Seriola dumerili).
2.1 Objetivos especificos
Para llevar a cabo este objetivo es necesario:

- Conocer como afecta la exposicion de la luz en la estrategia de reproduccion

del ectoparasito adulto.

- Estudiar el efecto de fotoperiodo y temperatura en la eclosion del huevo del

paréasito.

- Estudiar el efecto sobre el crecimiento y bienestar del medregal sometido a

estas modificaciones en las condiciones ambientales.



3. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se ha desarrollado en las instalaciones del Centro
Oceanogréafico de Canarias del Instituto Espafiol de Oceanografia (COC-IEO).

Los peces seleccionados, pertenecen a la produccion de ejemplares de medregal
(Seriola dumerili) del COC-IEO del afio 2017. Se han empleado 81 ejemplares de
medregal que fueron distribuidos en 9 tanques de 1000 L a razén de 9 ejemplares
por tanque. Los peces fueron alimentados ad libitum una vez al dia a primera hora
de la mafiana con pienso comercial para rodaballo (R5, Skretting Ltd.) vy
posteriormente los tanques se limpiaron diariamente mediante sifonado. Los peces
permanecieron en circuito abierto en condiciones naturales de temperatura (19,1 +
0,9 °C) y salinidad con una renovacién continua de 15 I/minuto y aireacion desde el
fondo asegurando una saturacion de oxigeno adecuada (86,9 + 3,8 %).

3.1 Tratamiento de modificacién del fotoperiodo

Los tanques fueron sometidos por triplicado a diferentes condiciones de
fotoperiodo, 3 de estos tanques se mantuvieron en condiciones de iluminacion
natural (Control), otros 3 fueron sometidos a iluminacion continua (24L:00),
mientras que los 3 Ultimos fueron sometidos a oscuridad continua durante el primer
periodo de estudio (0-34 dias) y tres horas de luz y 21 de oscuridad durante el
segundo periodo (0-3L:24-210) (Figura 3).

La intensidad de luz en la superficie de los tanques se midié en cada
tratamiento utilizando un luxometro. En los tanques control, expuestos a luz
natural, en los momentos de mayor incidencia de luz se registré una intensidad de
200 luxes, los tanques con luz permanente, cada uno iluminado por dos lamparas
hal6genas situadas a unos 30 cm encima del tanque, recibieron 1000 luxes y los
tanques con oscuridad permanente recibieron menos de 2 luxes en condiciones de

oscuridad continua y 1000 luxes en condiciones de iluminacion.



Figura 3. Esquema del tratamiento de la modificacion del fotoperiodo. Los

tanques C1, C2 y C3 (grupo control) sometidos a luz natural, los tanques L1, L2 y
L3 (grupo 24L:00) sometidos a 24 horas de luz y los tanques O1, O2 y O3 (grupo
0-3L:24-210) sometidos a 24 horas de oscuridad durante el primer periodo y 3
horas de luz y 21 de oscuridad durante el segundo periodo.

3.2 Control del numero de parasitos

El seguimiento del nimero de parasitos en cada tanque se realizé mediante un
sencillo sistema que permite la estimacién del numero de huevos de los
ectoparasitos presentes en el cultivo (Cejas et al., 2015). Dicho sistema consiste en
una red de nylon en forma de disco que tiene 1,5 mm en la que quedan atrapados
los huevos de los parédsitos monogeneos, tanto de Zeuxapta seriolae como de
Neobenedenia melleni. Los huevos del parésito N. melleni tienen forma de capsula
tetraédrica con un apéndice filamentoso largo que le permite adherirse a los discos
de nylon (Figuras 4).



Figura 4. Huevos de Neobenedenia melleni (1), y adheridos a la malla (2).

Los discos se colocan en los tanques sujetos a un tubo PVC (policloruro de
vinilo) que se cuelga del borde del tanque, por lo que el disco queda sumergido a la
mitad del tanque sujeto a este tubo. Durante un determinado periodo de tiempo, los
discos permanecen sumergidos mientras que los huevos que se encuentran flotando,

al haber sido expulsados por los parasitos adultos, se adhieren al disco de nylon.

Finalmente, transcurrido el tiempo deseado, el disco de nylon se extrae del
tanque y se coloca en placas de Petri con agua de mar filtrada para su observacion y
el conteo de huevos recolectados bajo el estereomicroscopio, este conteo se realiza
con un contador manual (Figura 5).

Figura 5. Placa de Petri que contiene disco de nylon con huevos de N. melleni.



Se hicieron muestreos semanales del control de huevos de parasito en cada
tanque. Los discos se mantenian sumergidos en el tanque durante 3 dias,

recolectando huevos.

A causa del descenso en el niumero de huevos registrado en las primeras tres
semanas de estudio, se procedio a la reinfeccidn de los peces. Para ello se colocaron
9 discos en un tanque de cultivo de S. dumerili existente en la instalacion y
parasitado intensamente por N. melleni. Después de tres dias de colectar huevos del
parasito, cada uno de estos discos, con una carga de huevos de 524 + 232, se colocd

en cada uno de los tanques de estudio durante dos semanas.

3.3 Seguimiento de reproduccion del parasito en 24 horas

Con el objetivo de estudiar el efecto que la variacién del fotoperiodo pueda
tener en el ciclo de emision de huevos por parte de los parasitos adultos a lo largo
de 24 horas, durante el primer periodo de estudio, se colocaron discos de nylon para
la recoleccion de huevos de parésito cada 3 horas durante un dia entero en cada
tanque. Asi, al final de las 24 horas se recogieron 8 discos de nylon de cada tanque
(Figura 6). El recuento del numero de huevos de cada disco, bajo
estereomicroscopio, permitio establecer el ritmo de emision de adultos maduros de
N. melleni que parasitan al medregal manteniendo diferentes condiciones de

fotoperiodo.

Figura 6. Discos conteniendo las mallas con huevos de N. melleni recolectados a
lo largo de 24 horas en periodos de 3 horas.
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3.4 Eclosién de huevos modificando la temperatura y la luz

Con el objetivo de estudiar el efecto de la temperatura y el fotoperiodo en la
eclosion de huevos de N. melleni, se colocaron a la vez 27 discos en un solo tanque
(C3) que estuvieron sumergidos durante 20 minutos para la recoleccion de los

huevos.

Los discos fueron incubados a 3 diferentes temperaturas y 3 fotoperiodos
distintos por triplicado (Tabla 1): 9 discos a 24° C, otros 9 a 20° C y otros 9 a 15° C.
Dentro de cada temperatura, las placas fueron dispuestas de tal manera que 3 se
sometieron a un fotoperiodo de 12 horas de luz y oscuridad (12L:120), otras 3
recibian luz permanentemente (24L:00) y las ultimas 3 se taparon para permanecer
en oscuridad permanente (0L:240).

Tabla 1. Esquema de los tratamientos de temperatura aplicados en el
experimento y nomenclatura de las placas que contenian los discos con huevos de
parasito: C: control (12L:120), L: luz (24L:00) y O: oscuridad (0L:240).

Temperatura 24° C 20°C 15°C
C1 C1 C1
Fotoperiodo 12h
C2 C2 C2
(luz natural)
C3 C3 C3
L1 L1 L1
Luz 24h L2 L2 L2
L3 L3 L3
O1 O1 o1
Oscuridad 24h 02 02 02
03 03 03

11



3.5 Muestreos

Los peces fueron muestreados para la obtencion de datos biométricos y muestras
de sangre al inicio del estudio, 34 dias después y al final del experimento, 68 dias
desde el inicio. Para ello los peces se anestesiaron con clorobutanol (0.3 ml/l), se

midieron mediante ictiometro y se pesaron en una bascula digital.

En los muestreos hechos a los 34 y 68 dias, se obtuvieron muestras de sangre de
un individuo por tanque mediante puncién con jeringa heparinizada en la vena

caudal.

Con los datos obtenidos en los muestreos se determinaron los siguientes indices:

- Indice especifico de crecimiento (IEC): que define el crecimiento del

individuo en un periodo de tiempo determinado.

In Peso final (g) —In Pesoinicial (g)
tiempo (dias)

x100

SGRpeso (%dia )=

- Factor de condicion (Fc): que establece el estado de gordura del individuo.

Peso (g)

x100
Talla (cm)®

Factor de condicion =

3.6 Analisis de sangre

A partir de la muestra de sangre extraida se procedi6 a la toma de una alicuota
para la determinacion de los siguientes parametros hematoldgicos: hematocrito,
gldébulos rojos y glébulos blancos. Con los pardmetros hematoldgicos mencionados
se determind el volumen corpuscular medio (VCM), que representa el volumen que

por término medio tiene un eritrocito y se calcula con la siguiente ecuacion:

12



Hematocrito (%) x10

Volumen corpuscular medio (VCM m®) =
P (VEM) {ax ') Re cuento eritrocitario (x10°/mm?)

El resto de la muestra de sangre de cada ejemplar se centrifugd durante 20
minutos a 15000 rpm para la obtencion del plasma que fue congelado (-80° C) hasta
su posterior analisis. Los parametros bioguimicos plasmaticos fueron los mas

indicativos del estrés y estado de salud de los peces.

Los andlisis bioquimicos para la determinacion de glucosa, colesterol,
triglicéridos, sodio, potasio, lactato y cloruro se realizaron usando kits comerciales

de Biosystem y Spinreact.

3.7 Andlisis Estadistico

Los resultados se muestran como medias * desviacion tipica. Los datos de
crecimiento en peso y talla, medidos como indices especificos de crecimiento y factor
de condicion (IEC y Fc, respectivamente).

Con el fin de detectar diferencias entre los distintos tratamientos se llevo a cabo un
test de ANOVA seguido por el test de comparacion maltiple de Tukey.

En todos los test estadisticos utilizados, el nivel de confianza de P<0.05 fue
considerado como estadisticamente significativo a menos que se indique otro. Para el
estudio del ciclo de emision de huevos, los datos se ajustaron a un modelo cosinusoide
N° huevos=a+b*Cos(2*PI*(Hora del dia-18)/24). El andlisis estadistico fue realizado

mediante el paquete estadistico SPSS (Version 21).
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4. RESULTADOS

4.1 Crecimiento, condicion y supervivencia

Durante los primeros 34 dias de tratamiento los peces sometidos a oscuridad

continua mostraron un indice especifico de crecimiento (Figura 7) y un factor de

condicion (Figura 8) significativamente menor que los otros tratamientos ensayados.
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Figura 7. indice especifico de crecimiento

(IEC) de los peces sometidos a los

distintos tratamientos durante el primer (0-34 dias) y segundo (34-68 dias) periodos de

estudio y en el periodo total (0-68 dias).

CONTROL 24L:00 0L:240

®PERIODO 0-34

CONTROL 24L:00  3L:210

® PERIODO 34-68

Figura 8. Factor de condicion de los peces sometidos a los distintos tratamientos

durante el primer (0-34 dias) y segundo (34-68 dias) periodos de estudio.
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Sin embargo, en el segundo periodo, estas diferencias en crecimiento y condicion
entre los tratamientos desaparecieron haciendo de esta forma que en el periodo total de
estudio el crecimiento de los ejemplares fuera similar independientemente del
tratamiento aplicado.

La cantidad de alimento ingerido diariamente, en el periodo inicial y en el segundo
periodo de estudio, asi como en el periodo total, fue significativamente menor en los
peces sometidos a oscuridad continua con respecto al resto de tratamientos (Figura 9).
Ademas, tanto en el tratamiento control como en el de luz continua los valores de

ingesta fueron muy similares.
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Figura 9. Ingesta de alimento en gramos representada por periodo de estudio y

tratamiento.

Respecto a la supervivencia, no se registr6 mortalidad alguna durante los primeros
34 dias de estudio, independientemente del tratamiento aplicado, mientras que en el
segundo periodo, los peces sometidos previamente (0-34 dias) a condiciones de
oscuridad continua y a 3 horas de luz al dia durante el segundo periodo (34-68 dias),
registraron una mayor mortalidad haciendo que la supervivencia a lo largo del estudio
fuese significativamente menor que la registrada en los otros tratamientos ensayados
(Figura 10).
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Figura 10. Supervivencia registrada a lo largo del periodo total de estudio en los
peces sometidos a los diferentes tratamientos.

4.2 Seguimiento de recuento de huevos del parasito N. melleni.

El ndmero de huevos de N. melleni por tratamiento registrado durante las tres
primeras semanas de estudio vari6 entre 0 y 290 huevos por recuento, mostrando los
peces sometidos a luz continua un numero significativamente (p<0,05) menor (41+45)
que los peces sometidos a oscuridad continua (179+73), mientras que los peces control
mostraron un valor intermedio (107+37), siendo en cualquier caso un nimero de huevos
bajo.

El tratamiento de reinfeccion aplicado, a partir de ese momento, consiguid
incrementar considerablemente el numero de huevos colectados en cada tanque,
permitiendo asi maximizar los valores resultantes de la aplicacion de los diferentes
tratamientos en peces con mayor grado de parasitacion.

Los recuentos posteriores a la reinfeccion muestran que el namero de huevos por
tratamiento aumento en las siguientes semanas, de forma mas acusada en los peces
sometidos a oscuridad continua que en los mantenidos en luz continua. Este
comportamiento se mantuvo hasta el final del estudio (Figura 11).
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Figura 11. Nimero de huevos de N. melleni registrado semanalmente en los

peces sometidos a los diferentes tratamientos desde la reinfeccidn (semana 3) hasta
el final del estudio (68 dias).

Durante este periodo posterior a la reinfeccion, y hasta el final del estudio, se

observé un nimero medio de huevos significativamente menor en los peces mantenidos

en condiciones de luz continua con respecto a los mantenidos en condiciones de

oscuridad total (0-68 dias) seguido de un ciclo de 3 horas de luz y 21 de oscuridad

(Figura 12).
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Figura 12. Numero medio de huevos de N. melleni registrado en los peces

sometidos a los diferentes tratamientos desde la reinfeccion (semana 3) hasta el final

del estudio (68 dias).
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4.3 Hematologia

Los niveles de hematocrito fueron significativamente menores en los peces
mantenidos en condiciones de oscuridad continua durante el primer periodo respecto a
los demas tratamientos, siendo los tratamientos control y luz continua similares (Figura
13). En el segundo periodo de estudio, el hematocrito fue similar independientemente
del tratamiento.
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Figura 13: Valores de hematocrito (%) durante el primer y segundo periodo de
estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.

El numero de eritrocitos durante el primer periodo se mantuvo en niveles similares
entre los tratamientos y lo mismo ocurrié en el segundo periodo (Figura 14). Sin
embargo, entre el primer y segundo periodo, los eritrocitos disminuyeron ligeramente en
todos los tratamientos ensayados.

3,0 Globulos rojos

2,5 T

1,5 -
1,0 -
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N¢ Glébulos rojos (x108/pl)

CONTROL 24L:00  0L:240 CONTROL 24L:00  3L:210

mPERIODO 0-34 ®PERIODO 34-68

Figura 14. Valores de glébulos rojos (x 10%/ul) durante el primer y segundo periodo

de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.
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En el primer periodo de estudio los peces sometidos a condiciones de luz continua
registraron el menor ndmero de glébulos blancos, mientras que en todos los
tratamientos se produjo una disminucion del namero de glébulos blancos entre el primer

y segundo periodo de estudio (Figura 15).

Glébulos blancos

N2 Glébulos blancos (x 10/pl)

CONTROL 24L:00  0L:240 CONTROL 24L:00  3L:210
EPERIODO 0-34 mPERIODO 34-68

Figura 15. Valores de gldbulos blancos (x 10%/pl) durante el primer y segundo

periodo de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.

De la misma manera, el volumen corpuscular medio (VCM) fue similar
independientemente del tratamiento aplicado (Figura 16) y no hubo una clara variacion

entre el primer y segundo periodo.

VCM

CONTROL 24L:00  0L:240 CONTROL 24L:00  3L:210

EPERIODO 0-34 ®PERIODO 34-68

Figura 16. VVolumen corpuscular medio (1 m®) durante el primer y segundo periodo

de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos
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4.4 Bioquimica sanguinea

La concentracion de glucosa en el segundo periodo del estudio tendié a aumentar
independientemente del tratamiento ensayado, respecto a los valores registrados en el
primer periodo (Figura 17). Mientras que dentro de cada periodo, este parametro fue

similar entre todos los tratamientos.
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Figura 17. Concentracion de glucosa en plasma (mmol/L) durante el primer y

segundo periodo de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.

En los ultimos 34 dias del estudio, todos los tratamientos experimentaron una caida
en los niveles de colesterol en plasma respecto a los primeros 34 dias (Figura 18). Sin
embargo, independientemente del periodo, la concentracion de colesterol fue similar

entre los tratamientos.
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Figura 18. Concentracion de colesterol en plasma (mmol/L) durante el primer y

segundo periodo de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.
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La concentracion de triglicéridos en plasma durante los primeros 34 dias de estudio

mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 19). Los peces sometidos

a luz continua presentaron valores de triglicéridos significativamente menores que el

registrado en los peces control, siendo intermedia la concentracién de triglicéridos en

plasma de los peces sometidos a oscuridad continua. Sin embargo, en los 34 dias

posteriores, la concentracion de triglicéridos fue similar independientemente del

tratamiento aplicado.
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Figura 19. Concentracion de triglicéridos en plasma (mmol/L) durante el primer y

segundo periodo de estudio en los peces sometidos a los diferentes tratamientos.

Durante el segundo periodo del experimento, los niveles de lactato y electrolitos en

plasma no mostraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos

ensayados (Tabla 2). Sin embargo, mientras que el lactato, potasio y cloruro tendié a

ser mas elevado en el plasma de los peces control respecto a los sometidos a cualquiera

de los otros tratamientos, el sodio fue inferior.

Tabla 2. Concentracion de lactato (mmol/L) y los iones sodio, potasio y cloruro

(mmol/L), en el plasma sanguineo de los peces sometidos a los diferentes tratamientos

durante el segundo periodo de estudio.

CONTROL 24L.:00 0L:240
PERIODO 34-68 34-68 34-68
MEDIA DES.TIPICA | MEDIA DES.TIPICA | MEDIA DES.TIPICA
LACTATO | 37,09 |+ 19,01 21,09 |+ 11,93 26,95 |+ 8,83
SODIO 7,80 |+ 2,83 27,10 |+ 35,59 12,43 |+ 7,44
POTASIO | 39,13 |+ 37,76 3540 |+ 22,14 3042 |+ 12,54
CLORURO| 70,42 |+ 30,10 63,72 |+ 32,07 46,50 |+ 34,21
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4.5 Seguimiento de reproduccidon del parasito en 24 horas

El ritmo de emision de huevos a lo largo del dia por parte de N. melleni que se
encuentra parasitando a los peces sometidos a cada tratamiento, control, 24 horas de luz
y 24 horas de oscuridad, se ajustaron a un modelo cosinuoide segun las siguientes
ecuaciones:

T. control: N° huevos=474,5+298,8*Cos(2*PI*(Hora del dia-18)/24); r=0,85, p=0,0001
T. 24L:00:N° huevos=391,9+429,2*Cos(2*PI*(Hora del dia-18)/24); r=0,89, p=0,0001
T. OL:240:N° huevos=561,1+457,2*Cos(2*PI1*(Hora del dia-18)/24); r=0,83, p=0,0001

N=16 para cada modelo

Segun el recuento de huevos realizado en cada periodo de 3 horas durante 24 horas
sucesivas, se observo como los tres tratamientos mostraron su maximo de huevos
recolectados entre las 16:00-17:00 horas de la tarde.

Sin embargo, la emision de huevos se prolongd durante todas las horas de luz del dia
independientemente del tratamiento aplicado. La emision de huevos se inicid al
amanecer (7:00 am) aumentando el nimero de huevos colectados progresivamente hasta

el atardecer (19:00 pm) donde la emision comenzo a descender (Figura 20).
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Figura 20. Ciclo diario de emision de huevos de N. melleni parasitando a peces
sometidos a los diferentes tratamientos. Las barras negras indican las horas de oscuridad

natural
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4.6 Eclosion de huevos de N. melleni modificando la temperaturay la luz

La eclosion de huevos del parasito fue significativamente menor en el fotoperiodo
de luz continua con respecto a los otros fotoperiodos e independientemente de la
temperatura. Sin embargo, la temperatura de 15°C registr6 un numero
significativamente menor de eclosiones que el resto de temperaturas aplicadas en el
experimento (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de eclosion (%) de huevos de N. melleni sometidos a
tratamientos combinados de fotoperiodo Natural (Nat), luz continua (24L) y oscuridad
continua (240) y temperatura (15, 20 y 24°C).

A mayor temperatura de incubacion de los huevos de N. melleni, menor es el tiempo
de desarrollo embrionario y eclosion (Figura 21). A temperatura de 24° C eclosionan
huevos a partir de los primeros dos dias de incubacion, mientras que en la menor

temperatura ensayada (15°C) la eclosion tiene lugar a partir del dia 5 de incubacion.
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Figura 21. Eclosion diaria de huevos de N. melleni incubados a diferentes condiciones

de temperatura y fotoperiodo a lo largo de 8 dias posteriores a la emision.
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5. DISCUSION

El crecimiento medido como indice especifico de crecimiento (IEC), muestra que
las condiciones de oscuridad continua afectan negativamente el crecimiento del
medregal (Seriola dumerili), tal como se observa fundamentalmente durante el primer
periodo (0-34 dias), mientras que condiciones de luz continua no lo incrementa respecto
a condiciones naturales. De hecho, durante el segundo periodo de estudio (34-68 dias) el
crecimiento experimentado por los peces sometidos a tan solo 3 horas de luz, después
de estar sometidos a total oscuridad en el periodo anterior, fue similar al registrado en

los otros dos tratamientos.

El factor de condicidn sigue una tendencia similar al crecimiento durante los dos
periodos de estudio. Las condiciones de oscuridad continua afectan negativamente al
engorde del animal, mientras que el engorde en condiciones de luz continua es similar al

nivel de engorde del grupo control.

El comportamiento del crecimiento y condicién del medregal en este estudio
muestra una clara relacion con la cantidad de alimento ingerido. La ingesta entre el
inicio y el final del estudio, reflejo lo ocurrido en los dos periodos (0-34 y 34-68 dias).
La ausencia de luz afectd a la ingesta disminuyéndola pero también la luz continua no
causo su incremento. La clara relacion existente entre la oscuridad continua y la menor
ingesta se confirma cuando en el segundo periodo, al aplicar 3 horas de luz a los peces
sometidos a oscuridad continua durante el primer periodo, la ingesta de alimento fue

similar a la experimentada por los otros dos tratamientos.

En general los peces que tienen habitos alimenticos diurnos crecen mejor en
condiciones de fotofase (Spieler y Noeske, 1984) mientras que los que tienen habitos
nocturnos lo hacen mejor cuando se alimentan en condiciones de escotofase (Sundararaj
et al., 1982). Ademas, es frecuente que el nivel de actividad locomotora se incremente
gradualmente antes del amanecer en peces con habitos alimenticios diurnos (Sanchez-
Vazquez y Tabata, 1998).

El medregal se ha descrito como un pez altamente dependiente de la visién para la

captura de alimento, mostrando un claro y rigido ritmo alimentario asociado a
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oscilaciones circadianas enddgenas y un maximo que tiene lugar entre 1-3 h después de
la salida del sol (Chen et al., 2007). Ademas, se ha observado ausencia de actividad
locomotora antes de la salida del sol lo que refuerza aun mas la idea de la alimentacion
depende mucho de la vision (Bolliet et al., 2001) al contrario que lo descrito para una
especie cercana como Seriola quinqueradiata que cambia su comportamiento

alimenticio en funcion de las condiciones de fotoperiodo (Kohbara et al., 2003).

Pese a registrar los niveles mas bajos de ingesta y crecimiento en los peces
sometidos a oscuridad continua en el primer periodo, no se registrd6 mortalidad en
ninguno de los tratamientos aplicados. Es en el segundo periodo cuando se registra el
total de mortalidad del estudio. La mayor mortalidad, que tiene lugar en los peces que
en este segundo periodo han pasado de estar sometidos a total oscuridad a tener 3 horas
de luz diaria, refleja el efecto deletéreo en la salud del pez que se ha producido durante
el periodo previo, alcanzando una especie de punto de no retorno. Esto pone en relieve
la importancia de mantener unas Optimas condiciones de crianza en general y

especialmente en el caso del medregal.

Los recuentos de huevos de N. melleni durante todo el estudio muestran que los
niveles de parasitacion dependieron del tratamiento aplicado. En la etapa previa a la
reinfeccidn de los peces (primeras tres semanas), el comportamiento de parasitacion fue
practicamente el mismo que el registrado posteriormente, observandose el menor
namero de huevos en las condiciones de luz continua, mientras que las condiciones de
oscuridad continua favorecieron una mayor parasitacion. Esto se confirma con el hecho
de que la aplicacion de luz durante tan solo 3 horas al dia, en la etapa posterior a la

reinfeccion provoca la reduccion del nimero de huevos en un 30,3% en 7 dias.

En la etapa anterior a la reinfeccién, el nimero de huevos colectados en condiciones
de luz continua disminuyd progresivamente llegando a registrarse valores nulos en tan
solo tres semanas. Teniendo en cuenta que la duracion del ciclo de vida del parasito se
ha estimado en 21 dias (Hoai y Hutson, 2014), nuestros resultados podrian indicar que
un pulso de luz continua de tres semanas de duracion podria ser eficaz contra la
parasitacién, principalmente cuando la poblacion total de parasitos sea baja.

Tanto el hematocrito como los glébulos rojos fueron afectados negativamente por las
condiciones de oscuridad continua en el primer periodo del estudio. Sin embargo,
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mientras que el hematocrito lo fue de forma significativa, el nimero de glébulos rojos
disminuyé de forma no significativa. Esto hace que los valores de volumen corpuscular
medio sean similares en dicho periodo. Esta similitud podria indicar que el menor
hematocrito estuvo relacionado con un menor tamafio de las células de glébulos rojos en

los peces sometidos a oscuridad continua.

Los valores de hematocrito y nimero de globulos rojos registrados en el segundo
periodo fueron en general inferiores a los del primer periodo en todos los tratamientos

ensayados, pero fueron similares entre tratamientos.

El volumen corpuscular medio también se vio afectado y el valor fue diferente entre
el primer y segundo periodo, pero de forma inversa al nimero de glébulos rojos. Esto
indicaria que la disminucién del nimero de globulos rojos fue compensada por un
aumento del tamafio de dichas células para disminuir el efecto de una posible anemia.

Es sabido que las parasitaciones pueden afectar a los pardmetros hematoldgicos de los
peces hospedadores resultando por lo general en estados anémicos como consecuencia
de las hemorragias originadas en los epitelios por los ectoparasitos, tal como se ha
citado para S. dumerili parasitada por Zeuxapta seriolae (Montero et al., 2004) y por N.

girellae (Hirazawa et al., 2016).

Los niveles de globulos blancos, similares entre tratamientos en cada periodo,
disminuyeron dréasticamente en el segundo periodo del estudio en todos los
tratamientos. Este acusado descenso de glébulos blancos se puede relacionar con un
estado de inmunodeficiencia causado por la elevada infestacién y por la duracion de
esta. En estudios previos se ha relacionado las variaciones del numero de glébulos
blancos con agentes causantes de estrés crénico o repetitivo. Entre estos parametros
causantes de estrés repetitivo se encuentran las parasitaciones, que en funcion de la
duracion pueden causar inmunodepresion (Barton, et al., 1997; Barandica y Tort, 2008).
Tambien en S. dumerili se ha relacionado las variaciones en el numero de gl6ébulos

blancos con infestaciones de Zeuxapta seriolae (Jerez et al., 2017).

Las actividades fisioldgicas en una gran parte de los organismos estudiados muestran
ritmos relacionados o sincronizados con factores diversos entre los que se encuentra el

fotoperiodo. La no finalizacion de alguna de las dos fases (24 horas de luz
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ininterrumpida) puede afectar claramente al bienestar de los animales. Cambios en estos
ritmos pueden afectar a los constituyentes sanguineos de los peces, tanto inorganicos

como organicos y hormonales (Pavlidis et al., 1997).

En este estudio, la concentracion de glucosa aumentd en todos los tratamientos en el
segundo periodo respecto al primer periodo y fue similar independientemente del
tratamiento aplicado, mientras que la concentracién de colesterol disminuyd. Estos
niveles de glucosa, fueron superiores a los citados en estudios previos en ejemplares de
medregal de pesos similares (entre 3311 y 62+9 mmol/L) mientras que los de
colesterol fueron inferiores (entre 207,75+82,84 y 342,04+79,35 mmol/L) (Jerez et al.,
2009, 2015).

Los niveles de glucosa elevados en teledsteos se relacionan con un mayor nivel de
cortisol como consecuencia de un mayor grado de estrés usandose como un indicador
secundario de estrés (Benfey y Biron, 2000). Ademas, en peces, el aumento de la
concentracion de triglicéridos en plasma se ha relacionado con la activacion del
metabolismo lipidico que tiene lugar como respuesta a factores estresantes, entre los que
se encuentran las parasitaciones, causantes de grandes demandas de energia (Montero et
al., 1999).

En este estudio, el Unico pardmetro bioquimico del plasma analizado que mostrd
diferencias entre tratamientos fue la concentracion de triglicéridos, durante el primer
periodo, siendo los peces sometidos a condiciones de luz continua los que mostraron el
menor nivel de triglicéridos en plasma y que coincidié también con el menor nimero de

huevos de N. melleni colectados.

En los peces mantenidos en condiciones de oscuridad continua los niveles de iones
analizados, tanto sodio como potasio, cloruro y lactato fueron los méas bajos, lo cual nos
indica que una aportacion nula de luz afecta negativamente a la asimilacion de iones en
el organismo del pez.

Los niveles de iones (sodio, potasio y cloruro) y lactato al final del estudio no
mostraron diferencias entre los distintos tratamientos. La alteracion de electrolitos en el
plasma de S. dumerili se ha relacionado con la migracion de los paréasitos (N. girellae)
que tiene lugar en el pez causando un desequilibrio osmoético (Hirayama et al., 2009),
con altos niveles de sodio en plasma en los ejemplares severamente parasitados

(Hirazawa et al., 2016). En este sentido, los niveles similares medidos en este estudio en
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el segundo periodo podrian relacionarse con el similar nivel de parasitacion registrado al

final del ensayo.

Los resultados del ritmo diario de emision de huevos de Neobenedenia melleni
muestran que independientemente de las horas de luz a la que estdn sometidos los
ejemplares de medregal parasitados, la emision de huevos se concentra en horas de luz,
entre las 8:00 y 19:00 horas del dia.

Contrariamente a lo observado en este estudio, Hoai y Hutson (2014) observaron en
Australia, un ritmo nocturno de emisién de huevos de Neobenedenia sp..

Este diferente patron de comportamiento de emision de huevos podria deberse a
diferencias relacionadas con la especie de parasito, con el area de estudio y/o con
factores distintos a las horas de luz.

En la actualidad es incierto el parametro al que estd asociado el ritmo de emision de
huevos de los parasitos (Mooney et al., 2008). Jackson y Tinsley (1988) identificaron
diferentes parametros que afectan a esta emision de huevos y que incluyen la
temperatura, edad del parasito, salud del hospedador, estado inmune y condiciones de
crianza como son régimen de luz, frecuencia y momento de alimentacion (Kohbara et

al., 2000) y densidad de peces.

Es sabido que la temperatura es un importante parametro que afecta al ciclo de vida
de los parasitos monogeneos (Ernst y Whittington 1996, Tubbs et al., 2005) y estos
efectos deben ser conocidos y entendidos si queremos desarrollar estrategias efectivas
de interrupcion de su ciclo. Los ciclos de reinfeccion pueden ser prevenidos si se

coordinan estratégicamente las variables ambientales como temperatura y salinidad.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la luz continua afecta
negativamente el desarrollo embrionario del parasito, disminuyendo el porcentaje de
eclosion de huevos de N. melleni., al contrario que las condiciones de oscuridad
continua, que dan lugar a los mayores porcentajes de eclosion. Ademas, los porcentajes
de eclosion mas altos y mas dilatados en el tiempo se obtuvieron cuanto mayor fue la

temperatura de incubacion.

Estos resultados corroborarian el mayor éxito que el parasito N. melleni ha mostrado
en este estudio en condiciones de oscuridad continua, y el menor numero de huevos,

indicativo de una menor parasitacion, registrado en los ejemplares sometidos a luz
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continua. Un mayor nivel de parasitacion y rapidez de infestacion por el aumento de
temperatura también se ha visto en estudios previos (Hirazawa et al., 2010; Brazenor et
al., 2015).

Los resultados obtenidos muestran que la sincronizacion de la baja temperatura y el
aumento de las horas de fotoperiodo reducen notablemente el desarrollo embrionario del
parasito, al mismo tiempo que se ha comprobado que el incremento de temperatura y la
falta de luz aumentan el éxito del desarrollo embrionario y eclosion haciendo que el
ciclo de vida del parésito se complete con mas rapidez. Teniendo en cuenta estas
condiciones, es previsible que el ciclo de vida del parasito se complete antes en verano,
al aumentar el éxito de infeccion, que en invierno, tal como se ha postulado en trabajos

previos (Brazenor et al., 2015).
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6. INVESTIGACIONES FUTURAS

Los resultados obtenidos muestran que el aumento de la cantidad de horas de luz
reduce la poblacion del parasito Neobenedenia melleni en el crianza del medregal
(Seriola dumerili). Siguiendo esta linea de investigacion, seria util estudiar y conocer de
qué manera se puede variar el fotoperiodo para estandarizar un tratamiento optimizado

que facilite el desarrollo de la produccion del medregal en cautividad.

Este estudio aporta conocimiento relevante sobre la biologia de Neobenedenia
melleni, en relacion con el efecto que la variacion combinada de luz y temperatura
tienen en el desarrollo embrionario y eclosion de los huevos, determinando las
combinaciones que mas pueden reducir los niveles de parasitacion en el medregal. Sin
embargo, se precisa de mas investigacion para trasladar esta contribucion a las

condiciones de crianza del medregal.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ritmo de emisién diaria de huevos

de Neobenedenia melleni en este estudio, se deberia seguir investigando para determinar

qué otros factores ligados al fotoperiodo intervienen en la reproduccion del paréasito
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7. CONCLUSIONES

Las condiciones de oscuridad continua afectan al estado de bienestar de S. dumerili
de forma importante, originando un progresivo empeoramiento de la salud del pez,
provocado por la disminucion de ingesta.

La crianza de S. dumerili en condiciones de iluminacion continua no mejora los
indices de crecimiento, pero reduce el namero de huevos de N melleni, indicativo de una
menor parasitacion.

Sin embargo, la modificacion de las horas de luz no es el Gnico factor que influye en
el ciclo de emision de huevos del parasito N. melleni.

El desarrollo embrionario del parasito y la eclosiéon si se ve favorecido por las
condiciones de oscuridad y por el aumento de la temperatura, incrementando asi el éxito

de reinfeccién de N. melleni.
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