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RESUMEN: En el presente trabajo se describe el ciclo de vida in vitro de Amyloodininm ocellatum, a partir del estadio parasitario
obtenido de ejemplares juveniles de Archosargus rhomboidalis 'y Bairdiella ronchus capturados en la Laguna Ia Restinga, Isla de
Margarita, Venezuela. En el ciclo de vida de A. ocellatum se distinguen tres etapas: el trofonte o etapa parasitaria, con una duracion
de 72 a 96 horas; el encapsulado o etapa reproductiva, donde ocurren seis divisiones sucesivas que originan en la ultima de ellas un
total de 64 tomitos; y la dinospora o etapa dispersativa, que son células con la morfologia tipica de un dinoflagelado. Fistas dltimas
han de encontrar al hospedero en un lapso no mayor de 24 horas o de lo contrario mueren. El ciclo de vida tuvo una duracién de 36
horas, incluyendo desde la primera division experimentada por el encapsulado hasta la obtencién del nuevo trofonte. Durante los
bioensayos los valores de temperatura, salinidad y oxigeno fueron respectivamente de: 24°- 27°C, 38%o, y 100% de saturacion. Se
sefialan las descripciones, medidas y aspectos de cada uno de los diferentes estadios hallados.

ABSTRACT: The present work describes the life cycle of _Amyloodininm ocellatum, from infected Archosargns rhomboidalis and
Bairdiella ronchus juvenile fish, collected from La Restinga lagoon, Margarita Island, Venezuela. Three stage were clearly distinguished
in the life cycle of A. ocellatum: the trofont or parasitic stage, which has a duration from 72 to 96 hours, the encapsulated or
reproductive stage, where six ongoing divisions yield 64 tomites; and the dinospora or dispersative stage, which is a typical
dinoflagellate. At this moment, the dinoflagellate must find the host within 24 hours otherwise they would die. The whole life cycle
obtained under laboratory condition took place in 36 hours; that is from the first division up to the complete development of the new
trofont. During the bioassays the values of temperature, salinity and dissolved oxygen respectively were: 24°C to 27°C, 38%o, and

100% saturation. Complete descriptions, including external characteristics and morphometry of each stage are presented.

INTRODUCCION

Paralelo al creciente interés y a los avances en materia
de cultivo de peces, se detecta la aparicién con mayor
frecuencia de enfermedades ocasionadas por diversos
patégenos, que afectan el normal desarrollo de los
organismos en cultivo, mermando la produccién y
ocasionando pérdidas econdémicas. En este sentido,
RoBERTS (1981), senala que las altas densidades y la
extemporaneidad de los factores fisico — quimicos, entre
otros, conducen al desbalance en las condiciones de
cultivo, lo cual favorece la apariciéon de enfermedades,
entre otras las de etiologfa parasitaria.

Aunque no todas las especies de parasitos son
productoras de enfermedades, la mayorfa implican una
serie de cambios desfavorables para el hospedador
(PrieTo, 1987), muy especialmente los parasitos de ciclo
directo como ciertos protozoos y metazoos (FUENTES
& Gowmez, 2000).

Dentro de los principales grupos de parasitos que
afectan a peces marinos y dulceacuicolas se encuentran
los protozoos: ciliados, flagelados y esporozoos, que en
oposicién a las formas de vida libre viven en forma
continua o discontinua en piel, branquias, tejidos y
organos internos.

Amyloodininm ocellatum (BrROwN, 1931) Brown,
1934 es un ectoparasito microscépico, unicelular, de
caracteristicas complejas, reflejadas en la similitud que
posee con la célula animal y/o vegetal; motivo de
divergencia taxonémica. Es un parasito inespecifico
obligado de peces marinos, causa la denominada
“enfermedad de los peces de coral”, “enfermedad
parte
importante de un grupo de organismos conocidos como

terciopelo” o “amyloodiniosis”. Forma
oodinoides. Estos han demostrado poseer un alto grado
de adaptabilidad, confirmado por la existencia de cinco
géneros analogos sefialados a nivel mundial, para

diferentes ambientes acuaticos (marinos, estuarinos y
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dulceacuicolas), y especies de peces, inclusive anfibios:
Amyloodininm, Piscinoodininm, Crepidoodinium,
Ichthyodininm y Oodinioides (NoGa & LEVY, 1995).
Amyloodininm — ocellatum puede  alcanzar
proporciones epizodticas en acuarios (BrRowN, 1934;
NIGRELLI, 1936; BRowN & Hovasg, 1946; DEMPSTER,
1955; LARD, 1956; HOJGAARD, 1962) vy en sistemas de
cultivo (TAREEN, 1986; CoLorRNI & DiamanT, 1992;
CHEING & HUANG, 1993; ALVAREZ ef al., 1995),

encontrandose ampliamente difundida en el mundo.

En Venezuela Gaspar (1987) sefiala la existencia
de este parasito en cultivos de “pampanos” (Trachinotus
goodei y  T. carolinus) en la Isla de Margarita.
Adicionalmente GOMEz & FUENTES (1997) y FUENTES
& GomEz (2000), lo refieren en _Archosargus rhomboidalis
capturados en la Laguna de I.a Restinga y en ejemplares
en estanques de cultivos en la Universidad de Oriente,
Boca de Rio.

En el presente trabajo se describen las diferentes
etapas del ciclo de vida de A. ocellatum, asimismo se
discuten algunos aspectos que se suceden en la relacion
hospedero-parasito-ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Juveniles de Archosargus rhomboidalis_“Cagalona” y
de Bairdiella ronchus “Cara care”, fueron capturados,
mediante red de pesca y de linea provista de anzuelo,
respectivamente, en la Laguna de La Restinga (10° 57’y
11° 03’ Lat. N y 64° 01’ y 64° 12’ Long. W), Isla de
Margarita, noreste de Venezuela.

Con el fin de confirmar la presencia del dinoflagelado
en los hospederos seleccionados, en el laboratorio se
procedi6 al sacrificio de los peces, para luego realizar el
respectivo examen parasitario. Las branquias fueron
extirpadas separando cada uno de los arcos branquiales,
y se realizaron raspados de la piel y de la cavidad bucal.
Las muestras una vez obtenidas fueron observadas con
ayuda de microscopio estereoscopico y microscopio
compuesto. Para la identificaciéon definitiva del
protozoo, se empleé el sistema de clasificacién
propuesto por Lom & Dykova (1992).

Una vez constatada la infeccién, diez ejemplares de
cada una de las especies de peces, fueron distribuidos
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por separado en acuarios de 30 1 de capacidad con
aireacién continua, para promover la propagacion y el
aumento de la intensidad parasitaria y asi proceder a la
evaluacién, caracterizacion y descripcion del ciclo de
vida del parasito.

Diariamente se determiné la salinidad, el oxigeno
disuelto y la temperatura, para lo cual se empled
respectivamente: un salinémetro — refractémetro
American Optical (apreciacién 2%o), un oxigenémetro
YSI (apreciacién 0,10 mg 0, /I) y un termémetro
(apreciacién 0,1°C).

Transcurridos siete dfas, se procedié al sacrificio de
los peces, con la finalidad de obtener un grupo de
trofontes, los cuales fueron removidos de los filamentos
branquiales utilizando para ello un pequefio pincel
(PAPERNA, 1984), y colocandolos en capsulas de Petri
de cinco centimetros de didametro, con agua de mar
filtrada. Periédicamente, utilizando una pipeta Pasteur,
se procedié a la toma de muestras de los estadios, junto
con una porcién del liquido que los contenfia,
colocandolas en un portaobjetos excavado, cubriendo
la preparaciéon con un cubreobjetos. Las observaciones
se realizaron con un microscopio compuesto, y se
procedié a cuantificar la duracién, detallar, medir,
describir y fotografiar cada uno de los estadios que se
sucedieron.

Simultdneamente, para obtener peces libres de
infeccion se trataron 20 ejemplares de cada una de las
especies de pez, distribuidos en dos grupos de 10
ejemplares cada uno, en acuarios de 30 1 de capacidad,;
utilizando para ello Flavisan (2,8 diamino-10-metil-
acridinium y 2,8 diamino-acridina) segin lo
recomendado por GOMEzZ & FueNTEs (1997). Para
confirmar la ausencia del protozoo, luego del
tratamiento, se tomoé una muestra de cinco peces por
acuario. Previo a la realizacion de este evento, se realizo
un ensayo para verificar la efectividad del producto.

Para la infeccién y culminaciéon del ciclo de vida, los
restantes ejemplares fueron trasladados a dos acuarios
de 20 1 de capacidad c/u; con agua de mar tratada con
luz UV, previo filtrado con filtro de arena y carbon
activado. A estos acuarios se agregaron muestras que
contenfan el estadio dispersativo, obtenidos del grupo
de peces proveedores, confirmandose el cierre del ciclo
de vida del protozoo, en el momento en que se
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comprobé la presencia de los trofontes en los nuevos
hospedadores infectados.

La prevalencia e intensidad parasitaria, en ambos
grupos de peces (silvestres y cautivos), fueron
determinadas siguiendo las recomendaciones propuestas
por MARGOLIS e al. (1982) y de acuerdo a la metodologia
presentada por MoRALES & PiNo (1978). La prevalencia
por lo tanto, resulta del cociente del nimero de
hospederos infectados y el nimero de hospederos
examinados, multiplicado por 100. Mientras que la
intensidad es expresada mediante un intervalo, nimero
minimo y nimero maximo de los parasitos hallados en
los hospederos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Amyloodininm ocellatum, registré para la especie
A. rhomboidalis una prevalencia de 80 % vy una
intensidad parasitaria de 1 — 32 para los ejemplares

y 100% de
prevalencia y 8 — 169 de intensidad en los ejemplares

silvestres de la Laguna La Restinga,
donde se promovié la infeccion.

Para la especie B. ronchus, se registr6 una prevalencia
de 76,66 % en la laguna en comparacién con un 100%
registrado en los acuarios, y una intensidad, en los peces
silvestres, de 1 a 56 por 12 a 356 en los acuarios.

Los aumentos de prevalencia e intensidad parasitaria,
registrados en los ejemplares donde se promovié la
infeccién, es una consecuencia directa del lapso de
infeccién del ectoparasito, lo cual evidencia el elevado
potencial reproductivo y de infeccién y el dafio que
podrian llegar a ocasionar en los sistemas de cultivo. Asi
mismo, se evidencia, que a pesar de que todos los peces
se encuentran sujetos a las enfermedades, aquellos que
se encuentran en un medio natural, poseen menores
posibilidades de adquiritlas. Es el hacinamiento de peces
en presencia de estresantes, el factor desencadenante de
un aumento en la incidencia y gravedad, en este caso de
la amyloodiniosis.

Ciclo de vida

Amyloodinm ocellatum posee diferentes estadios a lo
largo de su ciclo de vida; siendo particularmente
caracteristico el hecho de que presenta la morfologia
tipica de los dinoflagelados, durante la etapa dispersativa.

Etapa parasitaria o trofonte:

Los trofontes de A. ocellatum (Fig. 1), constituyen
el estadio vegetativo o estadio inmovil de alimentacion.
Tiene forma esférica, ovoide o eliptica, la talla varfa
desde 55 hasta 264 um (x = 100,2 um) de largo y desde
33 hasta 176 um (X = 61,2 pm) de ancho, coloracion
blanquecina o dorada, envuelto por una cubierta o
capsula pseudoquitinosa; en el citoplasma se encuentra
un nucleo esférico grande en posicién central, con
numerosos cromatéforos, granulos de almidoén y
vacuolas digestivas. A través de una abertura polar
emerge un 6rgano de fijacion compuesto por un
pedinculo corto, provisto de numerosos rizoides, los
cuales emplea como “raices” para penetrar y fijarse en
las células del hospedador, y de un estomopodio:
estructura que segin Lom & LAWLER (1973) esta
especializada en la absorcién de nutrientes; posee un
corto flagelo, en la base de la abertura de la capsula; y
un estigma como o6rgano sensitivo. Cloroplastos
ausentes.

El trofonte, hasta el proceso de absorciéon de los

Capsula

Nicleo
V. digestiva

Cromatéforo 0,57 mm

Flagelo
Estomopodio

0,33 mm

Fig. 1 Trofonte de Amyloodinium ocellatum, A) Diagrama; B)
Fotomicrografia del trofonte desprendido (Aumento: 400 X); C)
Fotomicrograffa de trofontes adheridos a un filamento branquial
(Aumento: 100 X)
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rizoides y del estomopodio, a través de una abertura en
la capsula; tuvo una duraciéon de 72 a 96 horas. Tal
proceso de absorcion, se llevé a cabo, en un lapso no
mayor de 20 minutos, después del desprendimiento del
trofonte de los filamentos branquiales del hospedador;
y se constituye el siguiente estadio denominado
encapsulado, como resultado del cierre total de la
cubierta o capsula.

Etapa reproductiva o encapsulado:

Durante el estadio encapsulado ocurren numerosas
y sucesivas divisiones celulares, Gnico modo de
reproduccion (fision binaria) que efectua el parasito.

Previo a la primera divisién del encapsulado y
posterior al cierre de la cubierta; durante 20 a 25
minutos la célula experimenta un cambio de forma,
pasando de ovoide a alargada. Conjuntamente, el
citoplasma del organismo se hace mas oscuro, denso y
sufre un estrangulamiento (Fig. 2).

Este proceso de preparacion, constituye el paso

0, 11 mm

Fig. 2. Encapsulado y proceso de preparacion celular previo a la primera
division de A. ocellatum (aumento: 400 X); A) Encapsulado temprano;
B) y C) Alargamiento del encapsulado, y oscurecimiento y
estrangulamiento del citoplasma; D) Inicio de la 1% divisién celular.
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previo para que ocurra la 1™ divisién celular de A.
ocellatum, formandose dos células idénticas o tomitos
dentro del encapsulado. Cada tomito mide desde 15,4
hasta 19,4 um de largo por 8,8 hasta 16,8 um de ancho.
La 2% divisién origina la formacion de cuatro tomitos,
cada uno desde 26,4 - 28,6 um por 20,4 - 22,0 um de
ancho. En la 3** divisién se forman ocho tomitos, ¢/u
desde 43,6 - 59,4 um por 32,8 - 48,4 um. La cuarta
division con 16 tomitos, de tamafio entre 50,6 - 85,8
pm por 28,6 - 50,6 pm de ancho. En la 5% divisién, se
forman 32 tomitos, c/u de 74,8 - 88,0 um por 484 -
63,8 um. Por dltimo, en la 6" de las divisiones
obsetvadas, da lugar a la formacién de 64 tomitos, c/u
de 89,4 - 92,4 um por 58,6 - 75,8 um (Fig. 3).

De acuerdo con PaPErRNA (1984), el potencial de
reproduccién del tomito, y el nimero de divisiones
antes de la esporulacion, esta determinado por la talla
y la edad del trofonte. Esta correlacién pudo
establecerla, determinando el tiempo que el trofonte
demora en desarrollar y desprenderse de las células
branquiales o epiteliales del hospedador, lo cual
representa la edad, y midiendo la longitud del mismo.
De esta forma, para aquellos tomitos obtenidos de
trofontes con un promedio de 60 um de longitud; de
72 a 96 horas de vida, después del desprendimiento del
hospedador, se observan de cinco a seis divisiones antes
de la esporulacion. Lo cual, segin el autor, representa
la capacidad wusual de division. Lo anterior, se ajusta a
lo observado en el presente estudio, durante el proceso
de divisién experimentado por los trofontes de A.
ocellatum.

No obstante, PAPERNA (1984) sefiala, que siete
divisiones son excepcionalmente obtenidas de trofontes
de mayor tamafio (95 a 100 pum), y de mayor edad, es
decir desprendidos de su hospedero después de 96 a 120
horas, en este caso se obtendran 128 tomitos.

Etapa dispersativa o dinospora:

La dinospora constituye el estadio activo del
parasito, en el cual, nada en la busqueda de su préximo
hospedador y
dinoflagelado.

adopta la morfologia tipica de un

Posee una longitud de 4,5 a 5,0 pm, caracterizada por
ser atecada, con una membrana resistente lisa y sin
ornamentacion. Presenta dos flagelos, para la natacion,
que emergen en sitios cercanos entre si en la region
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ventral; uno transversal que se aloja en el cingulum, y el
otro emerge desde el sulcus y se extiende hacia atras de
la célula.

Este estadio se obtiene, a partir del proceso de
liberacién por rompimiento de la pared de la cipsula,
una vez culminada la 6* divisién celular. Se estimé un
numero de 64 dinosporas en cada capsula, lo cual
concuerda con lo sefialado por PaperNA (1984), no
obstante, BRowN (1934), NIGReLLI (1936) y CHENG
(1978); sefialan un nimero total de 256 dinosporas para
el momento de la esporulacion.

Una vez colocadas las dinosporas en los acuarios con
peces previamente desparasitados de A. ocellatum, con
Flavisan (1,80 ml/l por 18 h), se confirm¢ la nueva
infeccién del protozoo, al observarse, en los filamentos
branquiales , después de transcurridas 36 horas a partir
del inicio de la fisién binaria, numerosos trofontes
tempranos. Después de cuatro dfas de inducida la
infeccion, se pudo constatar la presencia de trofontes ya
desarrollados y listos para el desprendimiento e
iniciaciéon del nuevo ciclo reproductivo.

Adicionalmente, se pudo confirmar el planteamiento
realizado por MARTTY (1982), en relacién con la vida de
las dinosporas, de que las mismas deben encontrar su
préximo hospedador en un lapso no mayor de 24 horas,
ya que de lo contrario mueren.

Relacion hospedero — parasito - ambiente.

A pesar de que no se comprobé la presencia del
parasito en la piel, la alta incidencia del mismo, en el
tejido branquial, provocé una gran produccion de mucus
en los ejemplares de A. rbomboidalis y B. ronchus

sometidos a confinamiento.

De acuerdo con BrowN (1934); BRowN & Hovasse
(1946) y LawLER (1977), los signos clinicos de la
amyloodiniosis incluyen: anorexia, depresion,
disfunsion respiratoria e irritacion branquial. La piel
puede también sufrir irritacién, como consecuencia del
elevado numero de organismos parasitando un mismo
hospedero, lo cual le confiere al pez una apariencia
aterciopelada, produccion de mucosidad excesiva y
cambios en el comportamiento (natacién irregular y
escamas que producen destellos), con la consecuente
muerte del organismo afectado (BUNKLEY-WILLIAMS &
WiLLiams, 1995).

La excesiva produccién de mucus, paradéjicamente,
puede ser también la causa de la muerte de los peces
afectados por amiloodiniosis, ya que una excesiva
produccién, por parte del hospedero infectado, ocasiona
ademas de irritacion, una disfuncién del epitelio de los
filamentos branquiales, lo cual induce a dificultades en
el libre intercambio gaseoso pudiendo morir los peces
por asfixia. De alli que LAWLER (1980) refiere que la
muerte ocasionada por A. ocellatum es usualmente
atribuida a la anoxia del pez, pudiendo ocurrir en un
lapso de 12 horas. Segun RiGos e al. (1998), A. ocellatum
ocasion6 una mortalidad del 100%, en un lapso de 48 h,
en juveniles de Puntazzo puntazzo cultivados.

0,11 mm

Fig. 3. Divisiones sucesivas de A. ocellatum, dentro del encapsulado
(aumento 400 X), A) 1™ division, dos tomitos; B) 2% divisién, cuatro
tomitos; C) 3 divisién ocho tomitos; D) 4* divisién, 16 tomitos; E) 5%
division, 32 tomitos; F) 6* division, 64 tomitos.
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Conjuntamente con la elevada produccion de mucus, se
pudo apreciar una gran cantidad de pequefios trombos,
en varios de los filamentos branquiales examinados;
posiblemente debido a la forma en que el parasito se fija
en las células de sus hospederos y a la elevada intensidad
parasitaria registrada. En tal sentido, NoGca & LEvy
(1995) afirman que durante graves infecciones (mas de
200 trofontes por filamento branquial), ademas de serias
hiperplasias, se puede observar: inflamacién y lesiones
hemorragicas que culminan en una necrosis.

Durante las experiencias, los parametros de
temperatura, salinidad y  oxigeno  fueron
respectivamente de: 24°C a 27°C, 38%o, y 100% de
saturacion.

De acuerdo con lo sefialado por PAPERNA (1984) y
por NoGa & Levy (1985), la temperatura registrada se
corresponde con el rango 6ptimo para la division de los
tomitos y para el proceso de esporulacion (23°C a
27°C). Dentro de este nivel, la reproduccion del parésito
puede verificarse en el lapso de dos o tres dias, con
esporulaciones sucesivas del 100% (PapErRNA, 1984). El
mismo autor sefiala que los procesos de desprendimiento
de los trofontes son graduales y proporcionales a la
temperatura, siendo mas evidente en aquellos casos con
alto grado de infeccién. Sin embargo, cuando los peces
son mantenidos en un rango de temperatura que varia
entre 18°C y 30°C, el nimero de desprendimientos de
los trofontes, incrementan entre el tercer y cuarto dia,
siendo considerado como un rango 6ptimo.

Temperaturas infetiores y/o mayores a estas, tienen
un efecto inhibitorio en la completacién de las
divisiones. Por ejemplo, a 17°C no tienen lugar las
infecciones, a 15°C  se detiene el proceso de division
después de la cuarta division celular del tomito; y sélo
después de 17 semanas de exposicion a esta temperatura,
los tomitos pueden producir dinosporas (PAPERNA,

1984).

La salinidad posee una menor influencia sobre la
realizacion del ciclo de vida de A. ocellatum que la
temperatura; a pesar de que ambos parametros se
encuentran estrechamente relacionados. A. ocellatum
puede realizar efectivamente la division de los tomitos
en un medio cuya salinidad alcance hasta las 50/ ,
detectandose una menor efectividad cuando este

parametro varfa entre 12%o0 y 20%0 (NOGA, 1996). No
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obstante, esta tolerancia depende de la temperatura
ambiental (PAPERNA, 1980).

Amplios intervalos de salinidad son tolerados por
el parasito, siempre y cuando la temperatura sea
optima. Asimismo, una elevada concentracion de sal,
durante la division, origina un efecto de deshidratacion
y cristalizacion dentro de las células; paralizando el
proceso de reproduccién (PApErNA, 1984). En la
presente experiencia, cuando los trofontes de A.
ocellatum, fueron colocados en liminas excavadas, por
largos periodos de tiempo, para su observaciéon al
microscopio, se pudo constatar la paralizacion del
proceso de divisién; pues la incidencia de la luz
proveniente de la lampara, ocasiona aumento de la
temperatura, y por ende la evaporaciéon del agua e
incremento de la salinidad en el medio que los contenfa.
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