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Resumen 

Seriola rivoliana (pez fuerte) es una especie de interés para la acuicultura, 

susceptible a infestaciones por ectoparásitos monogéneos como Neobenedenia sp. 

En casos severos provocan la muerte de peces, y pérdidas económicas en las 

granjas acuícolas. El objetivo de este trabajo fue determinar cambios de la respuesta 

inmune de S. rivoliana ante variaciones de temperatura y la infestación con 

Neobenedenia sp. Para evaluar estos cambios se diseñaron tres etapas 

experimentales. En la primera, se incubaron huevos de Neobenedenia sp. entre 16 

a 32 °C. Se determinó el desarrollo, éxito de eclosión y longevidad de Neobenedenia 

sp. en relación con este factor. Se encontró que el desarrollo fue más rápido en el 

intervalo de 24 a 30 °C, respecto a los tratamientos de 18 a 20 °C y el éxito de 

eclosión y la longevidad de la larva oncomiracidio fueron mayores a 24 y 26 °C. En 

la segunda etapa, se realizó una infestación en S. rivoliana a 20, 24 y 30 °C, y se 

tomaron muestras del timo, piel, bazo y riñón cefálico de los peces para evaluar los 

cambios de la expresión de algunos genes (IL-1β, IL-10, MyD88, IgM y Hps 70) en 

el día de inicio del experimento, al 3 y 20 día post-infestación. Se presentó una 

respuesta local en la piel, con la sobreexpresión de la Interleucina 1β en el día 20 

post-infestación. El efecto de la temperatura sobre la expresión de genes fue 

limitado. Sin embargo, el aumento de la temperatura redujo el tiempo de madurez 

sexual en el monogéneo. La tercera etapa, se dividió en dos experimentos: (a) 

infestaciones seguidas por periodos de desinfestación. (b) infestación continua 

durante tres meses. En estos experimentos se tomaron muestras de mucus y plasma 

para determinar cambios en la producción de anticuerpos. Se encontró que la 

intensidad media fue menor después de la primera infestación y un tratamiento de 

desinfestación, pero no se detectaron diferencias en los niveles de anticuerpos entre 

peces no infestados e infestados. En conclusión, la infestación de Neobenedenia sp. 

induce una respuesta local en la piel del pez fuerte, la cual parece estar dirigida a 

reparar el daño causado por el monogéneo. Estos daños en la piel pueden ser una 

entrada para patógenos presentes en los sistemas de cultivo, como virus o bacterias. 

Además, S. rivoliana presentó una protección adquirida después de un periodo de 
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infestación y desinfestación, que no se relacionó con un aumento en la cantidad de 

anticuerpos. Otros mecanismos como la infiltración de leucocitos en los sitios de 

infestación podrían ser una alternativa para la eliminación directa del monogéneo. 

Por otra parte, la temperatura tiene un efecto menos marcado en la regulación de los 

genes asociados al sistema inmune de los peces, aunque es importante en el ciclo 

de vida del monogéneo, debido que a temperaturas relativamente cálidas aceleran 

su desarrollo. Se sugiere hacer tratamientos para la eliminación del ectoparásito con 

mayor frecuencia en el verano o el traslado de las jaulas con los peces a mayor 

profundidad, o a sitios donde la temperatura sea menor. 

Palabras clave: Seriola rivoliana, Neobenedenia sp., respuesta local, piel, expresión 

de genes, temperatura del agua  

Vo. Bo. 

  Dr. Juan Carlos Pérez Urbiola Dr. Felipe de Jesús Ascencio Valle       
Co-Director de Tesis      Co-Director de Tesis 
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Summary 

Seriola rivoliana (Almaco jack) is marine fish maintained in mariculture systems and 

frequently infested by monogenean ectoparasites like Neobenedenia sp. Severe 

infestations can lead to high mortalities and economic loses for farmers. In this study 

it was determined changes in the immune response of Almaco jack due to 

temperature variations and Neobenedenia sp. infestation. To evaluate these 

changes, three experiments stages were designed. In the first it was assessed the 

effect of temperature on the hatching success, time of hatching and oncomiracidia 

longevity of Neobenedenia sp. at 16-32 °C. Development was found to be faster in 

the 24 to 30 °C range, compared to treatments at 18 to 20 °C. The hatching success 

and longevity of the oncomiracidia were greater at 24 and 26 °C. In the second stage 

the fish were infested with Neobenedenia sp. at temperatures of 20, 24 and 30 °C for 

20 days. Samples were taken from different tissues associated with the immune 

response (skin, thymus, cephalic kidney, and spleen) at the beginning of the 

experiment, and after 3 and 20 days. Relative gene expression of IL-1β, IL-10, 

MyD88, IgM and Hps70 were assessed. The results showed an increase in the 

expression of the IL-1β gene in the skin at 20 days post-infestation at the three tested 

temperatures. It indicates that temperature had a limited effect immune system of 

Almaco jack. However, the temperature increase leads to a reduction in the time to 

reach sexual maturity of the ectoparasite, and consequently increasing in the parasite 

burden. The third stage was divided into two experiments: (i) infestations separated 

by cleaning periods. (ii) continuous infestation for three months. In these experiments, 

samples of mucus and plasma were taken to determine changes in the production of 

antibodies. The mean intensity was found to be lower after the first cleaning period, 

but no difference in antibody levels was detected between non-infested (control) and 

infested fish. In conclusion, the infestation with Neobenedenia sp. induced a local 

response on the skin of Almaco jack where a strong increase in the expression of the 

IL-1β expression was recorded. This gene is associated with an inflammatory 

response, possibly to repair skin damage caused by the parasite that can prevent 
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secondary infection by bacteria or viruses. In addition, Almaco jack presented 

acquired protection after a period of infestation and disinfestation (cleaning period), 

which was not related to an increase in the amount of antibodies. Hence, other 

mechanism can be also considered to be part of the acquired immune response such 

as cells infiltration that could affect the monogeneans directly. On the other hand, 

temperature had a secondary role on the regulation of genes associated with the 

immune system of fish, although it is important in the life cycle of the monogeneans: 

an increase in temperature accelerate its development. It is recommended to make 

treatments more frequently in summer or to move the fish to deeper and cooler waters 

after a treatment. 

Keys words: Seriola rivoliana, Neobenedenia sp, local response, skin, gene 

expression, water temperature 

Vo. Bo. 

  Dr. Juan Carlos Pérez Urbiola Dr. Felipe de Jesús Ascencio Valle       
Co-Director de Tesis          Co-Director de Tesis 
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Glosario 

Aclimatación térmica Cambios compensatorios que suceden en un organismo 
que ha sido sometido a variaciones de temperatura. 

Anticuerpos Inmunoglobulinas producidas por el sistema inmune al 
detectar una sustancia extraña, que es soluble en la 
sangre o fluidos corporales. 

Antígeno Sustancia extraña (macromoléculas) que induce o 
estimula la respuesta inmune para la formación de 
anticuerpos. 

Carga parasitaria Número de individuos de una especie de parásito por 
hospedero. 

Citocinas Polipéptidos o glucoproteínas extracelulares producidas 
por diversos tipos celulares que participan en la 
regulación de la respuesta inmune. 

Enfermedad Desequilibrio de las funciones fisiológicas de un 
organismo debido por la invasión de un agente extraño o 
patógeno. 

Ectoparásito Parásito que vive en la superficie de su hospedero. 

Helmintos Nombre general (no taxonómico) que se les da a los 
gusanos de dos filum (Plathelminthes y Nematoda) que 
se caracterizan por ser alargados y blandos.  

Hospedero Organismo que recibe o proporciona condiciones 
apropiadas como alimento, protección, etc., para el 
alojamiento de un organismo de vida parasitaria. 

Infección Invasión, desarrollo y multiplicación de un agente 
patógeno (bacterias, virus, protozoarios o helmintos) en 
las células o tejidos del hospedero. 

Infestación Invasión y desarrollo de un organismo ectoparásito que 
habita la superficie externa del hospedado. 
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Monogéneo Gusanos planos (Plathelminthes), hermafroditas y 
principalmente parásitos externos de vertebrados, en 
especial de peces.  

Oncomiracidio Estadio larvario de vida libre de los monogéneos, que se 
caracteriza por la presencia de cilios alrededor del 
cuerpo.  

Parásito Organismo que vive a expensas de otro (habita y se 
alimenta de su hospedero) que puede causar lesiones, 
pero no necesariamente la muerte. 

Termotolerancia Capacidad de los organismos para sobrevivir dentro de 
un intervalo térmico. 

Temperatura letal 
incipiente 

Método propuesto por Fry (1947) para determinar el 
intervalo de tolerancia térmica de un organismo mediante 
el incremento o decremento gradual de la temperatura, 
hasta el punto de no retorno o mortalidad.   



1. INTRODUCCIÓN

Los peces constituyen un recurso alimenticio de alta calidad, que es clave 

para la seguridad alimentaria humana. La acuicultura es una forma de obtener peces 

para consumo humano y en 2012 representó cerca del 50% del total de peces 

consumidos, que podría alcanzar el 62% en 2030 (FAO 2014). Por lo tanto, la 

acuicultura es una actividad relevante para la alimentación y el control de 

enfermedades en los sistemas de cultivo, podría maximizar la cantidad y calidad del 

producto obtenido.  

Los sistemas de cultivo de peces pueden realizarse en estanques mantenidos 

en tierra o pueden realizarse en el mar. Esta última forma de cultivar peces se conoce 

como maricultura. Los peces del género Seriola se mantienen en este tipo de 

sistemas, que iniciaron en Japón y se han extendido a países de regiones tropicales 

y subtropicales como Australia, Estados Unidos (Hawaii) y México. Actualmente se 

cultivan diferentes especies del género como Seriola lalandi, Seriola dumerili, Seriola 

quinqueradiata y Seriola rivoliana (Avilés-Quevedo y Castelló-Orvay, 2014).  

S. rivoliana (conocido como pez fuerte) es una especie con una amplia

distribución geográfica y es considerado un ejemplar óptimo para el cultivo por su 

resistencia al estrés, su rápido crecimiento y su alto valor comercial (Laidley et al., 

2004).  En México se ha iniciado el cultivo de S. rivolina en las costas de   Baja 

California Sur, pero al igual que en otras localidades es susceptible a infestaciones 

de ectoparásitos, donde la Clase Monogenea es considerada un problema severo 

(Ogawa et al., 1995). Específicamente, Neobenedenia spp. es un monogéneo 

frecuentemente encontrado en los maricultivos de S. rivoliana (Ogawa et al., 1995; 

Apolinario-Tumbaco, 2018).  

 La variabilidad de la temperatura del mar afecta la fisiología de los 

organismos de los maricultivos debido a que interviene en la velocidad con que se 
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realizan los procesos metabólicos, ocasionando cambios fisiológicos, en el estado 

de salud y en el crecimiento (Bernabé, 1991). Además, los cambios de temperatura 

pueden tener efectos sobre la estructura de todas las macromoléculas (Hickey y 

Singer, 2004). En el caso de la relación hospedero-parásito entre S. rivoliana y 

Neobenedenia sp., la temperatura puede afectar su desarrollo y la respuesta del 

sistema inmune de los peces. Sin embargo, no hay información específica para este 

caso en particular de la respuesta inmune de S. rivoliana contra los monogéneos del 

género Neobenedenia spp. 

El sistema inmune de los peces es similar al de los mamíferos y se divide en 

dos componentes: (i) innato que constituye la primera defensa que incluye las 

barreras físicas como la piel y el mucus, el proceso de inflamación y diversas 

sustancias humorales. Por otro lado, (ii) el componente adaptativo es inducible y 

depende de la presencia de células T y B (Uribe et al., 2011). La temperatura puede 

modular la respuesta de ambos componentes. En la piel se ha encontrado que la 

cantidad de células productoras de mucosa aumentan con la temperatura, mientras 

que el grosor epidérmico disminuye (Jensen et al., 2014). Además, en el bazo y 

sangre se ha observado un aumento en la proporción de células B al incrementar la 

temperatura (Abram et al., 2017). 

Neobenedenia spp. tiene un ciclo de vida directo que se acelera con un 

aumento de la temperatura del medio (Bondad-Reantaso et al., 1995; Brazenor y 

Hutson, 2015). Esto favorece la reinfestación en los sistemas de cultivo, causando 

daños en la piel como hemorragias, úlceras dérmicas, inflamación y en el caso de 

una alta carga parasitaria puede provocar la muerte asociada a una infección 

secundaria por bacterias o virus (Leong y Colorni, 2002). 

Por lo tanto, la situación patológica de los peces está controlado por dos 

procesos dependientes de la temperatura: la regulación del sistema inmune y el 

crecimiento del ectoparásito (Le Morvan et al., 1998). Debido a esto surgen 
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preguntas para conocer la relación hospedero-ectoparásito tales como ¿las 

temperaturas más cálidas aceleran el crecimiento del ectoparásito y el éxito 

reproductivo lo suficiente como para causar cambios en la respuesta inmune del 

hospedero? ¿Él hospedero en sí mismo responde a la temperatura? ¿la respuesta 

inmune del hospedero varía con la carga parasitaria? 

Actualmente no se dispone de información sobre la respuesta inmune de S. 

rivoliana contra monogéneos ni de los efectos de la temperatura como un factor 

relevante para la respuesta del sistema inmune de peces contra ectoparásitos. Esta 

información se puede usar para desarrollar estrategias para controlar la infestación 

de monogéneos o para la estimulación del sistema inmune de los hospederos, para 

disminuir la mortalidad que ocurren en casos severos, y así aumentar la 

productividad de los sistemas de cultivo.  
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2. ANTECEDENTES

El estudio sobre el sistema inmune de los peces ha aumentado, sobre todo 

en las especies económicamente más rentables. Sin embargo, aún es escasa la 

información de los mecanismos de respuesta para la protección del hospedero 

contra ectoparásitos. Por lo que, en esta sección se tratarán tres apartados: (1) 

Monogéneos ectoparásitos, (2) Sistema inmune de peces y (3) Sistema inmune de 

peces contra monogéneos. 

2.1.  Monogéneos ectoparásitos 

Los monogéneos son considerados serios patógenos de los peces teleósteos, 

y una amenaza en crecimiento para la acuicultura en jaulas flotantes de peces 

marinos (Ogawa et al., 1995). Estos se adhieren a las superficies externas y 

branquias de peces (Whittington, 2004), y se alimentan del mucus, piel y células rojas 

del hospedero, causando severas lesiones en la piel, abrasiones, úlceras dérmicas, 

hemorragias y el riesgo de adquirir una infección secundaria (bacterias o virus) que 

directamente afecte la salud de los peces (Leong y Colorni, 2002) ver Figura. 1. 
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Dentro de los monogéneos, la familia Capsalidae comprende 

aproximadamente 200 especies, donde la mayoría son ectoparásitos de peces 

marinos (Whittington, 2004). En este grupo, el género Neobenedenia tiene especies 

patógenas que exhiben una baja especificidad hospedatoria, alta fecundidad y 

pueden adaptarse a la temperatura del agua (Whittington, 2004; Ogawa et al., 2006). 

El ciclo de vida de Neobenedenia spp. es directo (Fig. 3) no requiere de 

hospederos intermediarios, sus huevos tienen filamentos que facilitan se enreden 

entre sí o en estructuras como las jaulas de cultivo (Fig. 3a). Dentro de cada huevo, 

se desarrolla una larva ciliada denominada “oncomiracidio” (Fig. 3b). El 

oncomiracidio es de fase libre y se estimula por la luz (fototaxismo positivo), localiza 

a su hospedero mediante la detección de sustancias químicas en el epitelio de los 

Figura 1. Lesiones causadas en S. rivoliana por la infestación de Neobenedenia sp. 
El círculo amarillo muestra la adhesión del ectoparásito en la piel del hospedero y la 
flecha indica las lesiones. 
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peces y al adherirse se desprende de sus cilios (Yoshinaga et al., 2000). El adulto 

(Fig. 3c) tiene dos órganos de fijación anteriores de forma ovalada y un órgano de 

fijación posterior armado con 3 pares de ganchos (Opistohaptor), es hermafrodita y 

puede reproducirse de forma aislada o compartir espermatóforos entre individuos 

(Ogawa et al., 2014). 

Además, Neobenedenia spp. se ha registrado en más de 100 especies de 

peces. Dentro de este género, N. girellae o N. melleni (especies sinónimas) puede 

infestar una amplia variedad de hospedero (ej. Lates calcarifer, Paralichthys 

olivaceus, S. lalandi, S. quinqueradiata y otras especies) dentro de las regiones 

tropicales de los océanos Pacífico y Atlántico (Brazenor et al., 2018). Esto es inusual 

porque ~80% de los monogéneos infestan a una solo especie y generalmente se 

Figura 2. Ciclo de vida de Neobenedenia spp. a. Huevos; b. Larva oncomiracidio; c. 
Adulto 
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distribuyen en un solo océano (Rohde, 1979; Byrnes y Rohde, 1992; Whittington, 

1998).  

Un reciente estudio mostró que otras especies de Neobenedenia distintas a 

N. girellae han infestado a S. lalandi en cultivo y otras especies de peces salvajes en

la costa norte de Chile (Sepúlveda y González, 2019). Esto apoya lo propuesto de 

que Neobenedenia forma un complejo de especies crípticas que pueden adaptarse 

a las condiciones locales (Whittington, 2004). Esto es relevante porque una mala 

identificación de las especies parásitas puede afectar los programas de diagnóstico, 

control y erradicación. 

2.1.2. Efecto de la temperatura en el ciclo de vida de monogéneos 

Actualmente, los tratamientos para controlar las infestaciones en peces 

marinos implican los baños agudos repetitivos del stock infestado en formalina, 

peróxido de hidrógeno o en agua dulce. Otra alternativa, es el uso de anti-parasitarios 

de vía oral como el Praziquantel y recientemente se han propuesto tratamientos 

menos invasivos en los hospederos como el uso extractos naturales (Morales-Serna 

et al., 2018; Trasviña et al., 2017). Sin embargo, algunos de estos tratamientos, son 

estresantes para los peces, requieren gran esfuerzo laboral, y solo afecta o mata al 

ectoparásito adulto adherido en la piel del hospedero, pero tienen poco o ningún 

efecto en los huevos; ya que son altamente resistentes y generalmente permanecen 

viables después del tratamiento (Thoney y Hargis, 1991). 

Las estrategias efectivas para el control de la infestación de monogéneos 

necesitan incorporar un conocimiento preciso del ciclo de vida del ectoparásito y la 

influencia de factores ambientales en los diferentes estadios de desarrollo, con el fin 

de mejorar la eficacia de los tratamientos; si estos se administran en el tiempo 

adecuado para interrumpir el ciclo de vida, los hospederos estarán expuestos a 
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menos etapas infecciosas, se reducirá la tasa de reinfestación y serán necesarios 

menos tratamientos (Tubbs et al., 2005). Los maricultivos de especies de Seriola 

necesitan que se desarrollen tratamientos para el control de la infestación de 

Neobenedenia sp.  con especial atención a las condiciones locales como la 

temperatura del mar.  

La temperatura es un factor abiótico importante que impulsa la dinámica de la 

población de los monogéneos, mostrando una correlación positiva en el número de 

ectoparásitos y la temperatura del agua (Rubio-Godoy y Tinsley, 2008). Muchas 

especies de monogéneos tiene ciclos de vida cortos en temperaturas altas, dicho 

efecto se puede atribuir al aumento de la tasa metabólica y de desarrollo asociado 

con las condiciones cálidas. (Roubal y Diggles 1993, Bondad-Reantaso et al., 1995, 

Tubbs et al., 2005).  

Previos trabajos con N. girellae que infesta a Lates calcarifer y S. dumerili en 

Australia y Japón respectivamente (Hirazawa et al., 2010; Brazenor y Hutson, 2015), 

han observado que el tiempo para completarse el ciclo de vida toma de 8 a 10 días 

a 30 °C en lugar de 20 días a 20 °C y 15 días a 25 °C.  Además, la madurez sexual 

también se ve afecta por la temperatura, por ejemplo, en N. girellae que infesta a S. 

dumerili tarda 6 días a 30 °C en cambio hasta 13 días a 20 °C, en consiguiente un 

aumento de la temperara puede reducir el tiempo de desarrollo (Hirazawa et al., 

2010). 

Sin embargo, las temperaturas bajas pueden favorecer algunas fases del 

ectoparásito que beneficien a la transmisión o reinfestación a los hospederos, como 

en el caso de la larva oncomiracidio de N. girellae que tiene una longevidad máxima 

de 37 h a 22 °C y disminuye a temperaturas más altas (Brazenor y Hutson 2015). 

Por lo tanto, un mejor conocimiento en el ciclo de vida de Neobenedenia sp. que 

infesta a S. rivoliana y la influencia de la temperatura pueden ayudar a diseñar 
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calendarios específicos para la aplicación de los tratamientos en función a la 

temperatura ambiental para combatir mejor este ectoparásito.  

2.2. Sistema inmune de peces 

El sistema inmunológico de los peces se puede clasificar en (i) sistema 

inmune innato que se expresa desde el nacimiento y consiste en una serie de 

mecanismos que pueden eliminar a los patógenos del organismo o bloquear su 

entrada. Este comprende una serie de mecanismos donde están implicados factores 

humorales, tisulares y celulares (Fernández et al., 2002); la piel y el mucus 

constituyen la primera barrera (Rubio-Godoy, 2010). (ii) El sistema inmune 

adaptativo engloba mecanismos más complejos y específicos, basado en la 

capacidad de memoria; ésta es de corta duración e involucra cambios en la 

respuesta humoral (anticuerpos) y celular, esta última mediada por los linfocitos T y 

B (Ruíz et al., 2003). 

Se ha demostrado que la respuesta de ambos mecanismos depende del 

efecto de factores intrínsecos (edad, sexo y presencia de parásitos), y extrínsecos 

(temperatura ambiental, exposición a compuestos tóxicos), que pueden ser 

estudiados por separado. Particularmente, la temperatura tiene un efecto importante 

en los peces, por su naturaleza poiquilotérmica. Sin embargo, todos los animales 

tienen su temperatura óptima para el crecimiento y la salud, pero son capaces de 

funcionar dentro de un rango de tolerancia térmica (Le Morvan et al., 1998).  

La respuesta inmune celular y humoral en los peces puede estar afectada por 

la temperatura. Estos efectos se pueden ejemplificar mediante estudios previos, por 

ejemplo, en la piel del Salmon atlántico (Salmo salar) se encontró que la 

concentración del número de células mucosas aumentaba con la temperatura, 

mientras que el grosor epidérmico disminuía (Jensen et al., 2014). Además, en la 
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trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) se observó un aumento en la producción de 

células tipo B en el bazo y sangre a temperaturas arriba de los 16 °C (Abram et al., 

2017). 

La síntesis de proteínas de choque térmico (Hsp) también son importantes 

indicadores ante la respuesta por efecto de la temperatura. Se ha observado la 

expresión de varios genes Hsp como la Hsp70 que responde al estrés por el calor 

en varias especies de peces (Garra rufa, Sparus aurata, Chromis viridis) (Asea y 

Kaur, 2018). Y su función se asocia a procesos de regulación celular, como la muerte 

programada (apoptosis), ya que puede bloquear la apoptosis a través de la inhibición 

de algunas proteínas de la caspasa fundamentales en la destrucción de la célula 

(Asea y Kaur, 2018).  

Por otro lado, el sistema inmune de los peces puede actuar contra patógenos 

como los helmintos que son un grupo de parásitos de importancia epidemiológica en 

los sistemas de cultivos debido a las lesiones que causan y que favorecen a la 

infección secundaria de otros patógenos como virus y bacterias. El objetivo de esta 

respuesta es la de eliminar a los parásitos o coexistir con ellos cuando no pueden 

matarlos (Kotob et al., 2017).  

Unas de las reacciones principales de los peces contra el daño tisular causado 

por helmintos consisten en la producción de un mayor número de células mucosas 

en respuesta a la infección, de modo que los parásitos se recubran y pueda dañar el 

tegumento de estos y las células epiteliales pueden estimular la producción de 

citocinas que causen una respuesta inflamatoria, lo que dará como resultado la 

migración de leucocitos a la región afectada.  Además, es posible que la producción 

de inmunoglobulinas ocurra localmente en la mucosa de la piel o intestino como 

consecuencia de la captura de antígenos por linfocitos, macrófagos y células 

dendríticas. Sin embargo, el aumento de la producción de anticuerpos que se detecta 
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como respuesta a varios parásitos puede o no resultar en una protección adquirida 

para el hospedero (Melo-Souza et al., 2019). 

Particularmente en S. rivoliana es limitada la información de los mecanismos 

de defensa contra patógenos. Un estudio por Mazón-Suástegui et al. (2019) en 

juvenil de S. rivoliana infectados con Vibrio parahaemolyticus encontraron que el uso 

de tratamientos homeopáticos preparados a partir de V. parahaemolyticus y V. 

alginolyticus puede estimular el aumento de la expresión de la Interleucina 1 beta 

(IL-1β) y la proteína adaptadora para la liberación de citocinas (MyD88). Sin 

embargo, aún son necesarios más estudios de la estimulación inmune para la 

eliminación de parásitos.  

2.3. Sistema inmune de peces contra monogéneos 

Se ha demostrado que los peces son capaces de presentar una respuesta 

inmune contra la infestación de monogéneos donde la piel tiene un papel importante 

en esta protección (Buchmann y Bresciani, 1998). Con base en el conocimiento de 

la respuesta inmune de peces y los mecanismos de respuesta de la piel en 

mamíferos, Buchmann (1999) propuso un modelo conceptual de la respuesta inmune 

en la piel contra la infestación de monogéneos (Fig. 3).  

Donde los componentes celulares importantes del modelo son las células 

epiteliales, las células mucosas y los leucocitos. Los monogéneos mecánica o 

químicamente activan la epidermis del hospedero y estimula la producción de 

citocinas (i.e. interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 10 (IL-10) y el Factor de 

Necrosis Tumoral (TNF)) que afectan la secreción de las células mucosas y atraen 

a los neutrófilos y macrófagos promoviendo una rección inflamatoria. La producción 

posterior de sustancias humorales como el factor del complemento y péptidos 

podrían reaccionar con el glicocálix de los monogéneos. Además, los linfocitos T y B 
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podrían participar como una respuesta específica, pero incluso sin esta 

especificidad, la epidermis con estos componentes puede crear un microambiente 

hostil. Y esto daría a lugar a la muerte o a una migración de los monogéneos a 

superficies menos hostiles (peces no infestados o sitios menos reactivos sobre el 

hospedero) (Buchmann, 1999). 

Este modelo esta soportado por evidencia experimental, en trabajos previos 

se ha observado un aumento en la expresión de la IL-1β en muestras de piel, bazo 

y branquias de la trucha arcoíris y lubina infestados por monogéneos (Faliex et al., 

2008; Lindenstrom et al., 2004). La IL-1β tiene un papel importante en el proceso 

Figura 3. Modelo conceptual de la respuesta en la piel de peces a la infestación por 
monogéneos. E. células epiteliales, M. células generadoras de mucus, Leu. leucocitos, 
T. linfocitos tipo T, B. linfocitos tipo B, Mo. Monogéneo; modificado de Buchmann, 
1999.
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proinflamatorio debido a que estimula el mucus, la desgranulación de 

eosinófilos/basófilos y el aumento de la adhesión de neutrófilos, macrófagos y 

células T (Uribe et al., 2011). Sin embargo, los efectos de la temperatura no se han 

considerado como un factor que regula la producción de citocinas, ni como un factor 

que controla la carga parasitaria de Neobenedenia sp. 

2.3.1.  Sistema inmune de peces contra Neobenedenia spp. 

Considerando que Neobenedenia spp. tiene una baja especificidad 

hospedatoria y la capacidad de adaptarse a las condiciones locales. Se ha evaluado 

la influencia de la infestación de Neobenedenia spp.  en el sistema inmune de peces 

y la probabilidad de que la infestación cause enfermedad en los peces puede varía 

entre hospederos. 

Algunos peces infestados con Neobenedenia han desarrollado inmunidad 

asociado a un incremento en los niveles de anticuerpos en el mucus y suero 

(Kishimori et al., 2015). Mientras que, en otros casos, se ha observado que la 

infestación puede causar cambios morfológicos en la epidermis que afectan su 

grosor, el número de células generadoras de mucus y la secreción de mucus en la 

piel y la inducción de citocinas proinflamatorias en el bazo (Hirayama et al., 2009; 

Reyes-Becerril et al., 2017). 

Estos cambios pueden estar asociados a los mecanismos de los monogéneos 

para hacer frente a la respuesta inmune del hospedero.  En el caso de Neobenedenia 

sp. se ha encontrado que puede migrar a microhábitats que presentan una reducción 

en la densidad de células de mucosas o una respuesta inmune reducida y que exhibe 

un enmascaramiento de antígenos (Hirayama et al., 2009; Trujillo-González, 2015). 
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Sin embargo, aún no es claro como la exposición continua con Neobenedenia 

sp. pueda estimular una protección adquirida en algunas especies de peces. Algunos 

autores sugieren que el mucus de peces infestados tiene un efecto anti-parasitario 

(Robinson et al., 2008) ya que puede contener factores claves de protección, incluido 

anticuerpos específicos (Bondad-Reantaso et al., 1995). Una evaluación en los 

anticuerpos del mucus y suero de S. rivoliana cuando está infestado por 

Neobenedenia en diferentes periodos nos puede ayudar para tener un mejor 

conocimiento de esta protección. 
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3. JUSTIFICACIÓN

S. rivoliana es una especie de interés en acuicultura y, al igual que otras

especies del género, es susceptible a la infestación con Neobenedenia sp. 

(Whittington 2004; Sepúlveda y González, 2014). Es posible que estas infestaciones 

afecten la rentabilidad de los sistemas de cultivo por mortalidad, disminución en la 

calidad del producto, el incremento de los costos de operación o por el uso de 

químicos.  

Tomando en cuenta que la situación patológica en los peces depende de dos 

procesos dependientes de la temperatura: la regulación del sistema inmune y el 

crecimiento de ectoparásitos (Le Morvan et al., 1998). Un mejor entendimiento del 

efecto de la temperatura en la respuesta inmune de S. rivoliana contra la infestación 

con Neobenedenia sp., podría mejorar los esquemas de estimulación para dirigir una 

protección a través de la liberación de citocinas, señales celulares, la producción de 

anticuerpos o el desarrollo de calendarios específicos para la aplicación de los 

tratamientos en función al efeto de la temperatura en el ciclo de vida del ectoparásito, 

lo que beneficiaría el cultivo de la especie, y reduciría el impacto ambiental; al 

disminuir el uso de agentes químicos para el control del ectoparásito. 
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4. HIPÓTESIS

Considerando que la temperatura afecta la respuesta inmune de los peces y 

que estos tienen la capacidad de generar anticuerpos contra monogéneos y, 

además, el ciclo de vida de estos ectoparásitos también depende de la temperatura 

ambiental, siendo un factor clave que influye en el resultado de la infestación y en el 

estado de salud del hospedero. Entonces, si S. rivoliana se expone a variaciones de 

temperatura y a la infestación por Neobenedenia sp., la expresión de genes 

asociados a la respuesta inmune de S. rivoliana aumentará a temperaturas altas 

dentro del rango de tolerancia térmico, y después de los primeros días de estar 

infestado. Además, la respuesta inmune incluirá la generación de anticuerpos 

específicos que aumentará después de la primera infestación, y estará modulada por 

la carga parasitaria que aumentará a temperaturas más cálidas, debido a que el 

ectoparásito tendrá un ciclo de vida más corto. 
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general 

Determinar el efecto de la temperatura en el sistema inmune de S. rivoliana y 

el impacto de la protección adquirida a infestaciones con el ectoparásito 

Neobenedenia sp.  

5.2. Objetivos específicos 

1. Conocer los efectos de la temperatura en los parámetros del ciclo de vida

(desarrollo embrionario, éxito de eclosión, longevidad del oncomiracidio, éxito de 

infestación, y madurez sexual) de Neobenedenia sp. y la termotolerancia de juveniles 

de S. rivoliana. 

2. Conocer el efecto de diferentes temperaturas de cultivo en la expresión de genes

asociados a la respuesta inmune de S. rivoliana infestado con Neobenedenia sp. 

3. Evaluar la protección adquirida de S. rivoliana a una serie de infestaciones con

Neobenedenia sp., seguido de procesos de desinfestación. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS

6.1 Obtención y mantenimiento de los juveniles de S. rivoliana 

En los diferentes experimentos se utilizaron peces juveniles de cultivo y fueron 

donados por las empresas, Kampachi Farms México S. de R.L. de C.V. y Rancheros 

del Mar, S.A. de C.V., de la localidad de La Paz, Baja California Sur, México. Los 

peces se recibieron en las instalaciones del Centro de Investigaciones Biológicas del 

Noroeste (CIBNOR) donde se realizó un tratamiento preventivo de baño de agua 

dulce por 5 minutos, para asegurar que no estaban infestados y evitar la introducción 

de peces con ectoparásitos.  

Posteriormente, se mantuvieron en un tanque de 7 toneladas con flujo abierto 

de agua marina de pozo y se mantuvo constante la salinidad 36 ± 1 ppt, oxígeno 

disuelto 5.5 ± 0.5 mg/l, temperatura a 25 ± 1 °C, un fotoperiodo natural. Los peces 

fueron alimentados dos veces al día con una dieta comercial (EWOS® Canadá Ltd., 

Vancouver, Columbia Británica, Canadá) y con una tasa de alimentación diaria del 

2% del peso corporal que se fue modificando de acuerpo al crecimiento de los peces 

durante los experimentos.     

6.2. Obtención y mantenimiento del cultivo in vivo de Neobenedenia sp. 

Se recolectaron adultos del ectoparásito Neobenedenia sp. de 4 peces 

juveniles de S. rivoliana (pez fuerte) de estanques del Centro de Investigación 

Biológica del Noroeste (CIBNOR). Los peces fueron anestesiados con una solución 

de eugenol (3 ml × 100 l-1) durante 20 min según lo recomendado por Boijink et al. 

(2016). Los ectoparásitos vivos se extrajeron cuidadosamente de la piel del pez con 

la ayuda de una espátula y un pincel y se separaron en dos grupos.  

Un grupo fue seleccionado para fijarlo en etanol al 70% para su identificación 

morfológica y molecular. El otro grupo, con 35 adultos, se colocaron en una caja de 

cultivo de fondo plano con seis pocillos, para el desove de huevos. En las cajas de 
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cultivo, los huevos se transformaron en oncomiracidios y se utilizaron para infestar a 

juveniles de S. rivoliana (peso promedio 150 ± 50 g) en condiciones de laboratorio. 

Las infestaciones se llevaron a cabo en dos tanques de 600 l. En cada tanque, 

se colocaron tres peces y se mantuvo constante la salinidad 35 ± 1 ppt, oxígeno 

disuelto 5.5 ± 0.5 mg/l, temperatura 25 ± 1 °C y fotoperiodo natural. Los peces fueron 

alimentados dos veces al día con una dieta comercial (EWOS® Canadá Ltd., 

Vancouver, Columbia Británica, Canadá) y con una tasa de alimentación diaria del 

2% del peso corporal. 

6.2.2. Identificación morfológica y molecular de Neobenedenia sp. 

6.2.2.1. Identificación morfológica 

Se tiñeron seis ejemplares con tricrómica de Gomori (técnica convencional en 

parasitología), se aclararon con salicilato de metilo y se montaron en preparaciones 

permanentes con resina sintética, para su identificación basado en la descripción de 

Whittington y Horton (1996) y algunos de ellos fueron depositados en la Colección 

Parasitológica del Museo de Historia Natural de la Universidad Autónoma de Baja 

California Sur (CPMHN-UABCS) con el número de catálogo 725.  

6.2.2.2. Identificación molecular 

Debido a la falta de caracteres morfológicos distinguibles entre especies, ocho 

adultos fueron identificados genéticamente utilizando los cebadores del 28S ADNr y 

el Citocromo b (Cytb) de acuerdo con Brazenor et al. (2018) y se muestran en la 

Tabla I.  
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Tabla I. Cebadores utilizados para la amplificación por PCR de ejemplares de 
Neobenedenia sp. tomados de Brazenor et al., 2018 

Gen Cebador sentido (5’-3’) Cebador antisentido (5’-3’) 

28S ADNr C1 (ACCCGCTGAATTTAAGCAT) EC-DC2 

(CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG) 

Citrocromo 

b (Cytb) 

M1676 

(TGAGTTATTATTGATGTAGAGG) 

M1677 

(AAAATATCAKTCAGGCTTWA) 

La extracción de ADN se basó en el protocolo modificado de buffer de bromuro 

de cetil-trimetilaminio (CTAB) propuesto por Ausubel et al. (2002). En dos tubos 

eppendorf de 2 ml, se colocaron cuatro ectoparásitos en cada uno y se les agregó 

250 µl de TE (Tris-EDTA), se mantuvieron en temperatura ambiente y después de 

una hora se hizo un recambio del mismo buffer. Posteriormente, las muestras se 

maceraron con la ayuda de un pistilo, se les agregó 3 µl de proteinasa K y se 

incubaron a 35 °C por una hora. Después se les añadió 200μL del buffer CTAB (2 % 

(w/v) CTAB, 2 % PVP, 0.5 %β-mercaptoetanol, 1.4 M NaCl, 20mM EDTA,100mM 

Tris-Hcl, pH 8) y se incubaron a 65 °C durante 5 minutos; al término de ese lapso se 

homogeneizaron por un minuto, se agregó 600μL del buffer CTAB y se incubaron a 

65 °C por una hora. Después, se agregó 700μL de cloroformo: alcohol isoamílico y 

las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm14 durante 10 min a temperatura 

ambiente y se recuperó la fase acuosa en un tubo nuevo.  

Para precipitar el ADN se utilizaron 300μl de isopropanol frío y 50μl de acetato 

de amonio (7.5 M) y se dejaron las muestras a -20 °C durante toda la noche. El ADN 

se recuperó mediante centrifugación a 14,000 rpm a 4 °C durante 20 minutos, se 

descartó el sobrenadante y el botón de ADN se lavó con 50μl de etanol al 70 %, las 

muestras se centrifugaron nuevamente a 14,000 rpm a 4 °C durante 10 min, se 

descartó el sobrenadante y el botón se dejó secar y se resuspendió en 50μl de TE. 
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Las amplificaciones de las muestras se realizaron con la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR), donde la reacción se ajustó a 25 μl.  Las condiciones del 

PCR cambiaron según el marcador genético. Para la amplificación del 28S, se realizó 

un paso de desnaturalización inicial de 95 °C (2 min), seguido de 35 ciclos de 95 °C 

(1 min), 55 °C (40 s) y 72 °C (1.2 min), seguido de una extensión final a 72 °C (10 

min).  En cambio para la amplificación del Cytb, se realizó un paso de 

desnaturalización inicial de 95 °C (5 min), seguido de 5 ciclos iniciales de 95 °C (30 

s), 50 °C (30 s) y 72 °C (30 s), y una adición de 30 ciclos de 95 °C (30 s), 55 °C (1 

min) y 72 °C (1 min), seguido de una fase de extensión final a 72 °C (10 min). 

Los productos de PCR se procesaron a través de geles de agarosa por 

electroforesis (SYNERGEL ™) preparados al 1% y visualizados con colorante de 

carga Uview 6x y un transiluminador (Chemi Doc TM MP Imaging System BIORAD). 

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados por GENEWIZ (EE. UU.). 

Todas las secuencias del 28S ADNr y Cytb del género Neobenedenia se 

descargaron del GenBank, se utilizó las secuencias de Benedenia seriolae como 

grupo externo (outgroup). Todas las secuencias se alinearon con Clustal X (versión 

2.0). Los árboles se construyeron usando neighbor-joining (NJ) basada en valores 

de distancia P, usando MEGA (versión 5.05). La confiabilidad de las mediciones de 

estabilidad de las ramas se evaluó usando un bootstrap no paramétrico (Felsenstein, 

1985) para el árbol NJ, con 1000 repeticiones. 

6.2.3. Recolecta de huevos de Neobenedenia sp. para el diseño experimental 

Seis peces infestados del cultivo in vivo de Neobenedenia sp. fueron 

seleccionados y trasladados a un tanque limpio con 600 l de agua de mar y se 

mantuvieron sin flujo de agua durante 3 horas a 25 °C y un fotoperiodo de luz. Se 

mantuvo una buena aireación para mantener la concentración de oxígeno por 
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encima de 5 mg/l y la salinidad a 35 ppt permaneció constante durante el periodo de 

recolecta.  

Los huevos de Neobenedenia sp. fueron recolectados con hilos de nylon de 

multifilamento, color blanco y de 30 cm de longitud por 1 cm de diámetro, estos se 

ataron en la línea de aire, de esta forma se obtienen huevos del ectoparásito 

desovados en condiciones naturales y en un periodo corto del desove, a diferencia 

de los obtenidos por el método de la extracción de la fase adulta del ectoparásito en 

la piel del hospedero. Después de 3 horas, se recuperaron los hilos de nylon con 

huevos y en el Laboratorio de Diagnostico Parasitológico del CIBNOR, se cortaron 

en segmentos de 1 cm bajo un microscopio estereoscópico y se transfirieron a tubos 

de ensayo con 6 ml de agua de mar estéril a 35 ppt.  

6.3. Diseño experimental 

Para conocer el desarrollo embrionario de Neobenedenia sp., la 

termotolerancia, la respuesta inmune y la protección adquirida de S. rivoliana, se 

diseñó un experimento que se dividió en tres etapas: I) efecto de la temperatura en 

los parámetros del ciclo de vida (periodo embrionario, éxito de eclosión, longevidad 

de oncomiracidios, éxito de infestación, y madurez sexual) de Neobenedenia sp. y la 

termotolerancia de juveniles de S. rivoliana. II) efecto de la temperatura en la 

infestación y expresión de genes asociados al sistema inmune de S. rivoliana. III) la 

protección adquirida de S. rivoliana contra Neobenedenia sp. 

Los experimentos de las dos primeras etapas se realizaron en el Laboratorio 

de Ecofisiología de Organismos Acuáticos del CIBNOR, utilizando un sistema de 

tanques conectados a un controlador térmico llamado Simulador Térmico Marino 

(SITMA) desarrollado en el CIBNOR (Sicard-González, 2006). El SITMA permite el 

control de la temperatura en cada uno de los tanques con un margen de error de ± 

0.02 °C. Además, la temperatura se registró con un sensor Hobo (Onset Computer 
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Corporation, Bourne, MA, USA) como control interno y el fotoperíodo se programó a 

12:12 (luz/obscuridad) con un temporizador colocado en un interruptor de luz. 

La tercera etapa, se realizó en el área de recepción y mantenimiento de peces 

marinos del CIBNOR en un sistema de flujo abierto con 12 tanques de 1000 l cada 

uno, con entrada de agua, aire y drenaje independiente cada tanque. Además, se 

controló la temperatura a 24 °C ± 1 °C y se registró con un sensor Hobo (Onset 

Computer Corporation, Bourne, MA, USA) y se mantuvo un fotoperiodo natural.  

6.3.I. Efecto de la temperatura en el ciclo de vida de Neobenedenia sp. y la 

termotolerancia de juveniles de S. rivoliana 

6.3.1.1 Desarrollo embrionario de Neobenedenia sp. 

Para seguir el desarrollo embrionario, se incubaron seis tubos de ensayo con 

6 ml de agua de mar estéril a 35 ppt y 30 huevos adheridos al hilo de nylon a la 

temperatura de 24 °C. Los huevos se observaron cada 24 h (10:00 am) hasta que se 

registró el primer evento de eclosión y el tiempo utilizado para describir el desarrollo, 

se expresó como horas posteriores del depósito (hpd) o días después del depósito 

(dpd). Los cambios morfológicos se documentaron mediante fotografías tomadas de 

observaciones microscópicas y analizadas con el software Image Pro Premier 9.2 

(Media Cybernetics, Rockville, MD). 

El desarrollo embrionario se clasificó de acuerdo con tres etapas de desarrollo 

(Fig. 4). La etapa 1 o el embrión se asignó a los huevos que tenían un color marrón 

oscuro con evidencia de división celular inicial; la etapa 2 incluyó huevos con 

oncomiracidios que presentaban hamulus en el opistohaptor y manchas oculares u 

ocelos visibles; y la etapa 3 se determinó cuándo los huevos estaban vacíos y se 

caracterizaron por un color claro y el opérculo abierto. 



24 

6.3.1.2. Éxito y tiempo de eclosión de los huevos de Neobenedenia sp. 

El éxito de la eclosión se evaluó en otro conjunto de tubos con 6 ml de agua 

de mar estéril a 35 ppt y 35 huevos adheridos al hilo de nylon con tres réplicas por 

tratamiento, se incubaron a temperaturas que oscilaron entre 16 °C y 32 °C con 

incrementos de 2 °C (Fig. 5) en el sistema SITMA. Los tubos fueron monitoreados 

cada 24 h a10:00 am., bajo un microscopio estereoscópico con luz incidente y 

transmitida y un tercio del agua fue reemplazada diariamente.  

Cuando se detectó un huevo en etapa 3 (Fig. 4), se buscó el oncomiracidio y 

se extrajo del tubo con una pipeta para evitar el recuento excesivo de larvas. En este 

paso, el tiempo de eclosión se registró y el monitoreo se detuvo después de 48 h, al 

no detectar nuevos oncomiracidios o si los huevos restantes no mostraron evidencia 

del desarrollo (división celular, ocelos presentes). El éxito de la eclosión se estimó 

Figura 4. Esquema del desarrollo de los primeros estadios de Neobenedenia sp. 
Etapa 1. embrión; Etapa 2. oncomiracidio con hamulus en el opistohaptor y manchas 
oculares u ocelos visibles; Etapa 3. huevos vacíos y oncomiracio de fase libre. 
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basado en Brazenor y Hutson (2015), como la proporción de oncomiracidios sobre 

el número total de huevos al comienzo del experimento (35 huevos). 

6.3.1.3. Longevidad de la fase oncomiracidio de Neobenedenia sp. 

Este experimento se realizó en el SITMA con temperaturas que oscilaron entre 

18 a los 30 °C con incrementos de 2 °C (Fig. 5). En cada temperatura, se incubaron 

tubos con 100 huevos adheridos en el hilo de nylon y en 20 ml de agua de mar estéril 

a 35 ppt. Después, de la eclosión se seleccionaron diez oncomiracidios que 

mostraron un comportamiento de movimiento vigoroso caracterizado por un nado 

dirigido a la luz en la columna de agua, se aspiraron suavemente con una pipeta de 

vidrio y se expulsaron lentamente en tubos que contenían 6 ml de agua de mar estéril 

a 35 ppt (tres réplicas por temperatura) y se incubaron a las diferentes temperaturas. 

Posteriormente, se realizó un monitoreo cada 2 horas para evaluar la 

sobrevivencia. El tiempo 0 se estableció artificialmente como el momento en que los 

oncomiracidios se depositaron en los tubos de ensayo. Se consideraron muertos, 

cuando no mostraban signos de movimiento. La longevidad se calculó como el 

tiempo transcurrido desde el tiempo 0 hasta el momento de la muerte. 
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6.3.1.4. Temperatura letal incipiente superior e inferior de juveniles de S. rivoliana 

Para conocer los límites de tolerancia de los juveniles de S. rivoliana, se 

realizó un ensayo basado en el método de temperatura letal incipiente (TLi) 

propuesto por Fry, 1947 (Fig. 6).   

Antes de iniciar el experimento, todos los organismos se aclimataron a 24 °C 

en el sistema SITMA durante 3 días. Después, a un grupo de 10 organismos se le 

incrementó la temperatura y a otro grupo (10 organismos) se le disminuyó 

paulatinamente la temperatura en 1 °C por día (tres réplicas por cada grupo). Otro 

grupo con 10 organismos se mantuvo a 24 °C (control). Se controló la salinidad de 

35 ppm, concentración de oxígeno de 5.5 mg/l y se hizo limpieza y sifoneo de cada 

tanque y se recuperó el agua de mar a la misma temperatura. Además, los peces se 

alimentaron todos los días con una proporción del 2% de su peso corporal dividida 

en dos raciones al día.  

Figura 5. Diagrama del diseño experimental para evaluar la tasa de eclosión y 
longevidad de oncomiracidio de Neobenedenia sp. a diferentes temperaturas. 



27 

El comportamiento de los peces se observó in situ y se establecieron tres 

patrones 1) pérdida de equilibrio, 2) actividad de nado y 3) movimientos operculares. 

Se continuó el experimento después de registrar el 50% de mortalidad y tomar la 

temperatura límite de tolerancia hasta donde murió el último organismo de cada 

tratamiento. 

Figura 6. Esquema de los cambios térmicos durante el ensayo de termotolerancia 
de S. rivoliana basado en el método de temperatura letal incipiente (TLi) propuesto 
por Fry, 1947. 
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6.3.2. Efecto de la temperatura en la infestación de Neobenedenia sp. y expresión 

de genes asociados al sistema inmune de S. rivoliana 

Se utilizaron 21 peces por temperatura (20, 24 y 30 °C) con tres réplicas por 

tratamiento y un control (peces sin infestación en cada temperatura), manejando un 

total de 252 peces en el experimento. La temperatura de los tanques se controló con 

el SITMA y se utilizaron Hobos “Marca ONSET” para monitorear la temperatura. Se 

mantuvo controlado el alimento (2% del peso corporal), oxígeno (5.5 mg/l) y salinidad 

(±35 ppm). 

Antes de iniciar el experimento, los peces fueron aclimatados en el sistema 

durante una semana, donde se realizó una rampa de temperaturas (26 a 20°C, 26 a 

24°C y 26 a 30°C) para establecer la temperatura experimental. Aunado a esto, del 

cultivo in vivo de Neobenedenia sp. obtuvieron huevos para la infestación de los 

peces. Se incubaron 1000 huevos del ectoparásito Neobenedenia sp.  a 20, 24 y 

30 °C para contar con una gran cantidad de oncomiracidios para la infestación de los 

peces.  

Inmediatamente después de la eclosión, 300 larvas fueron recolectadas 

suavemente con una pipeta y colocadas en un vaso con 20 ml de agua de mar a 35 

ppm y cubierto con papel aluminio para proteger de la luz y no estimular las larvas. 

Después fueron colocadas en los tanques con los peces, para maximizar la 

infestación se suspendió la aireación y el flujo del agua por 10 min y después de ese 

periodo se reanudo para no afectar la temperatura del agua. Además, en las 

mangueras de aireación se colocaron hilos de nylon de 30 cm, para detectar el primer 

día de madurez y desove de huevos y conocer el día exacto que los ectoparásitos 

están en su fase adulta y produciendo huevos.  

A los 3, 6, 9, 12, 15 y 20 días después de la infestación, 3 peces infestados y 

3 peces no infestados de cada temperatura, fueron bañados con agua dulce durante 

3 minutos y se frotó suavemente la superficie epitelial para desalojar los parásitos 
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adheridos véase Millitz et al., 2013. Después, se tomó la longitud total y ancho de 

cada pez para calcular el factor de condición (K) (Fulton,1904; Safran, 1992), y 

finalmente se disectaron para tomar una muestra del timo, riñón cefálico, piel y bazo 

que se fijaron en RNA Later. 

Posteriormente, el sedimento del baño de agua dulce fue revisado con un 

microscopio estereoscópico para recolectar los ectoparásitos.  Los organismos de 

diferentes etapas (juveniles y adultos) de Neobenedenia sp. fueron fijados en etanol 

al 70%. Después se deshidrataron a través de una serie gradual de etanol, se tiñeron 

con tricrómica de Gomori y se montaron en preparaciones permanentes con resina 

sintética. Después, se midieron algunos caracteres diagnósticos como la longitud 

total, ancho total y ancho del opistohaptor con un microscopio estereoscópico y 

óptico (10 a 400 aumentos)., para obtener las diferencias del tamaño en la madurez 

sexual de Neobenedenia sp. en las diferentes temperaturas y se tomaron fotografías 

digitales. El éxito de infestación se determinó por los parámetros ecológicos de 

prevalencia e intensidad media de infestación propuestos por Bush et al. (1997).  
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6.3.2.1 Extracción de ácido ribonucleico (ARN) y cuantificación relativa génica 

Se extrajo ARN de 96 muestras de los diferentes órganos (timo, riñón cefálico, 

piel y bazo) recolectados al inicio, 3 y 20 días post-infestación. Las extracciones de 

ARN se llevaron a cabo con las instrucciones del fabricante del reactivo TRIZOL. La 

calidad y pureza del ARN se evaluó utilizando un Nanodrop 1000 (Thermofisher) y 

geles de agarosa, para verificar por inspección visual de las bandas 18s y 28s del 

ARN ribosomal (Fig. 7). 

Después, se tomó 1 µg del ARN total y se trató con ADNasa, grado de 

amplificación (Sigma Aldrich), se agregó el buffer ADNase 10x y agua milliQ hasta 

10 µl, se dejó 15 min. a temperatura ambiente y posteriormente se agregó 1µl de 

solución de paro y se incubo a 70 °C por 15 min. Para la síntesis de ADNc se utilizó 

la enzima Improm-II (Promega, Madison, WI), siguiendo las instrucciones del 

fabricante y el ADNc se almaceno a -80 °C. 

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de ARN del timo, piel, bazo y riñón cefálico 
de S. rivoliana a tres temperaturas de cultivo. Las dos bandas intensas corresponden 
a las subunidades mayor y menor del ARN. 
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La reacción de qPCR fue de un pool de 3 individuos por tratamiento en un 

CFX96 Touch Real Time PCR Detection System (Bio-Rad). Los genes que se 

utilizaron fueron la Interleucina 1-beta (IL-1β), Interleucina 10 (IL-10), la proteína 

adaptadora para la liberación de citocinas (MyD 88), Inmunoglobulina M (IgM) y 

Proteína de shock térmico 70 (Hps 70) y como control endógeno el Factor de 

Alargamiento 1 alfa (EF1-α), que son específicos para S. rivoliana (ver Tabla II; 

Mazón-Suástegui et al., 2019).  

Tabla II. Cebadores específicos para S. rivoliana tomados de Mazón-Suástegui et 
al.,2019.  

Gen Oligonucleótido sentido (5’-3’) Oligonucleótido antisentido (5’-3’) 

EF1-α TGGTGTTGGTGAGTTTGAGG CGCTCACTTCCTTGGTGATT 

IL-1β AGCCAGCAGAGACACTTAG TGGGTAAAGGTGGCAAGTAG 

IL-10 ACAGTGGTATCAGGGATCCTCA CCGACTGTGTAGGGTATGACTG 

MyD 88 ATGAAGCGACGAAAAACCCC AAGACTGAAGATCCTCCACAATGTC 

IgM CACATAGCAAGTCAGGGTCACT GAATGGAGCAATGGGGTAAAGC 

Hsp70 ATGGAGGTGTAGAAGTCGATGC CAGTCAAAACAAGAGAGCGGTG 

Cada reacción de 15 µl contenía 7.5 µ de EvaGreen (Biotium), 0.25 µl primer 

forward, 0.25 µl primer reverse, 5 µl de muestra de ADNc y 2 µl de agua libre 

RNase/DNase. y 7 μl de agua libre de ARNasa / ADNasa. El protocolo del qPCR en 

tiempo real comenzó con 95 °C durante 3 minutos, seguido de 45 ciclos de 15 s a 

95 °C seguido de 20s a la temperatura específica para cada par de cebadores 

seguido de una extensión final 72 °C por 5s. Todas las muestras se procesaron por 

triplicado con un control negativo en cada placa que no tenía ADNc. Los datos de Ct 

(Ciclo Umbral) se analizaron mediante el método de Livak y Schmittgen (2001) con 

el EF1-α como control endógeno.  
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6.3.3. Protección adquirida de S. rivoliana infestado con Neobenedenia sp. 

Este experimento se realizó a 24 °C (± 1 °C) y se dividió en dos tratamientos: 

a) Infestación con reposos y b) infestación continua.  En cada tratamiento se

utilizaron 6 peces juveniles (303 ± 50 g) con tres réplicas y un control de 6 peces no 

infestados. Cada replica (6 peces) de cada tratamiento fue infestado con 1500 larvas 

oncomiracidio incubadas en la misma temperatura previamente. Se mantuvo 

controlado el alimento (2% del peso corporal), oxígeno (5.5 mg/l) y salinidad (±36 

ppm). 

El tratamiento a), consistió en infestaciones sucesivas separadas entre sí por 

periodos de desinfestación. Se sometieron a tres infestaciones y cada 15 días se 

eliminaron los ectoparásitos por medio de un tratamiento de inmersión en agua dulce 

durante 3 minutos (Fig. 8a).  El agua dulce fue revisada con un microscopio 

estereoscópico para recolectar los ectoparásitos. Y posteriormente, el éxito de 

infestación se determinó por los parámetros ecológicos de prevalencia e intensidad 

media de infestación propuestos por Bush et al., 1997. Además, se tomaron 

muestras de mucus y plasma para realizar mediciones de reacción antígeno-

anticuerpo por ensayos de ELISA (Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas). 

El tratamiento b) fue un grupo de organismos infestados de forma continua 

por tres meses, cada quince días se tomaron muestras de mucus y plasma (Fig. 8b) 

para realizar mediciones de reacción antígeno-anticuerpo por ensayos de ELISA. 

Además, se realizó un seguimiento de la infestación todos los días mediante la 

presencia de huevos colectados con hilos de nylon colocados en las mangueras de 

aire en los diferentes tanques.  
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6.3.3.1. Preparación del antígeno de Neobenedenia sp. 

Para hacer el extracto del ectoparásito, se utilizaron adultos de Neobenedenia 

sp. basado en el método de Bondad-Reantaso et al., (1995) y Kishimori et al., (2015). 

Los organismos fueron recuperados mediante baños con agua dulce de ejemplares 

de S. rivoliana del cultivo in vivo de Neobenedenia sp. Aproximadamente 4 ml de 

ectoparásitos se extrajeron en 50 ml de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 

con un pH de 7.2 y adicionado con 1% de SDS. La disrupción de los ectoparásitos 

se realizó utilizando un homogeneizador (PRO250 BioHomogenizer, Biospec 

Products, Bartresville, OK, USA), utilizando tres pulsos de un minuto c/u a 10, 30 y 

60 mil rpm en baño de hielo a 4 °C y se dejó en extracción con agitación constante 

a 4 °C. 

Después, se realizó un análisis de Dot-blot con el extracto del ectoparásito de 

Neobenedenia sp. en dos diluciones (concentrado y 1:50) (Fig. 9). Se agregó 2 µl del 

Figura 8. Diagrama del diseño experimental para la evaluación de la protección 
adquirida de S. rivoliana infestado por Neobenedenia sp. a. tratamiento infestado con 
reposos; b. tratamiento con infestación continua. 
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antígeno de Neobenedenia sp. en papel de nitrocelulosa. La membrana se bloqueó 

con 5 ml de leche desnatada en polvo al 2%. Luego se agregó 5 ml del conjugado 

conejo anti-Neobenedenia (dilución 1:50) durante 1 h y se después 5 ml del 

conjugado cabra anti-conejo (dilución 1:2000) durante 1 h. Finalmente, se agregó 5 

ml de sustrato Diaminobencidina (DABS) y se incubó durante 20 min. La reacción se 

detuvo con agua destilada.   

Figura 9. Análisis de Dot-blot para la detección del antígeno de Neobenedenia 
sp. 
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6.3.3.2. Técnica de ELISA (Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas) 

Se realizó la estandarización de la técnica de ELISA, para la detección de 

anticuerpos en las muestras de suero y mucus de S. rivoliana basado en el método 

de Kishimori et al., (2015). A continuación, se mencionan los pasos que se siguieron 

para el procesamiento de las muestras: 

Los pocillos de las placas de micro-titulación se recubrieron con 50 µl de 

antígeno de Neobenedenia sp. y se dejaron incubando durante 3h a 4 °C. Luego se 

lavaron (3 veces por 2min) utilizando una solución amortiguadora de fosfato salino 

(PBS-Tween 20) y se bloquearon con leche desnatada en polvo al 2%. Después se 

lavó con PBS-Tween 20 y se incubaron las muestras de suero (dilución 1:50) y 

mucus (dilución 1:3) durante toda de la noche a 4 °C. La placa nuevamente se lavó 

con PBS-Tween 20, y se incubó con conjugado conejo anti-seriola (dilución 1:50; 

Anexo I) durante 2 h a temperatura ambiente. Después de la incubación las placas 

se lavaron con PBS-Twenn 20 (3 veces por 2min), y se incubó con conjugado de 

cabra anti-conejo (Sigma-Aldrich® Anti-rabbit IgG (whole molecule) peroxidase 

conjugate) a una dilución 1:2000, durante una hora a temperatura ambiente. 

Finalmente, los pocillos fueron lavados con PBS-Twenn 20 (3 veces por 2min), y se 

añadió un sustrato de peroxidasa de rábano (OPD 10mg/25ml de tampón citrato 

sódico 0.15 M pH 5 y peróxido de hidrógeno al 30%) durante 15 minutos en 

obscuridad. Por último, la reacción se detuvo mediante la adición de HCl 0.1 M y se 

tomó lectura a una absorbancia de 450nm. 
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6.4. Análisis estadísticos 

Para evaluar las diferencias estadísticas en la proporción de eclosión de los 

huevos de Neobenedenia sp. en función a las diferentes temperaturas, se utilizó una 

prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia 2x2. Esta prueba fue 

seleccionada por la condición de los datos (no distribución normal y no 

homocedasticidad). 

La relación entre el tiempo de eclosión de Neobenedenia sp. y la temperatura 

se determinó con una correlación de Spearman a un nivel de confianza del 95%. 

Además, para determinar las diferencias estadísticas en la longevidad del 

oncomiracidio y la talla de madurez sexual de Neobenedenia sp. se utilizó una 

prueba de Kruskal-Wallis y las comparaciones a posteriori de las medias se realizó 

con una prueba de Dunn y su significancia se aceptó cuando p<0.05. Los análisis se 

realizaron en la plataforma R versión 3.0.2 (R Core Team 2016). 

La estimación de la temperatura letal 50 (TL50) de los juveniles de S. rivoliana, 

se hizo mediante una regresión logística (Hosmer y Lemeshow, 2000; Recsetar y 

Bonar, 2013). Y para calcular la intersección de los rangos térmicos de la mayor 

sobrevivencia de juveniles de S. rivoliana y las altas eclosiones de Neobenedenia 

sp. se basó en dos curvas definida por un modelo de Gauss modificado (ecuación 1) 

propuesto por Angilleta, 2006. Este modelo se seleccionó luego de compararlo con 

una curva de Gauss (ecuación 2) de acuerdo con el Criterio de Información de Akaike 

(AIC). Los análisis se realizaron utilizando el método de Levenberg-Marquardt en el 

paquete Imfit versión 0.9 en Python 3.5 (Newville et al., 2014). 

𝑃 = 𝑎𝑒[−0.5(𝑇−
𝑏

𝑐
)𝑑]

 (1) 

𝑃 = 𝑎𝑒[−0.5(𝑇−
𝑏

𝑐
)2]

(2)
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El factor de condición (K) se calculó para cada pez a las tres temperaturas 

probadas, de acuerdo con Fulton (1904) donde W es el peso del pez mientras que L 

es la longitud total: 

𝐾 = 100 ∗ (
𝑊

𝐿3
)   (3) 

Además, se realizó una correlación entre el factor de condición y el número 

de ectoparásitos se utilizó el coeficiente de correlación de Spearman ya que es 

menos sensible a los valores atípicos (Altman y Krzywinski, 2015). 

Los Indicadores ecológicos de parasitismo se calcularon de acuerdo con los 

criterios de Bush et al. (1997), donde la prevalencia (P) y la intensidad media de 

infestación (I) se definen como:  

𝑃 = (𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑜𝑠𝑝𝑒𝑑𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠/𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑜𝑠𝑝𝑒𝑑𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑣𝑖𝑠𝑎𝑑𝑜𝑠 ) ∗ 100  (4) 

𝐼 = (𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑟á𝑠𝑖𝑡𝑜𝑠/𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑜𝑠𝑝𝑒𝑑𝑒𝑟𝑜𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑎𝑠𝑖𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠)  (5) 

El análisis de la expresión de genes se llevó a cabo utilizando el método del 

Ciclo Umbral o Ct de Livak y Shmittgen, 2001. Utilizando los valores de Ct corregidos 

por la eficiencia. Los datos de qPCR se normalizaron teniendo en cuenta la media 

de la expresión de la eficiencia de EF-1α. Los datos de la expresión de genes se 

presentan como media ± desviación estándar.  

Para evaluar la variación en la carga parasitaria y la expresión relativa de los 

genes, se utilizaron Modelos Lineales de Efectos Mixtos (LMMs), ya que permiten 

incluir de forma explícita los efectos definidos por el diseño experimental (efectos 

fijos) y aquellos que no fueron controlados, como la variación interindividual (efectos 

aleatorios). Además, permiten combinar variables categóricas y numéricas, siendo 
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mucho más generalizados que el clásico análisis de variancia. Dadas estas 

características, los LMMs han ganado popularidad en estudios de ecología, 

evolución y parasitología (Bolker et al., 2009; Froy et al., 2019).   

Particularmente, para modelar la variabilidad de la carga parasitaria se 

compararon dos LMMs con diferentes efectos fijos. Como punto de partida, se 

consideró un modelo que explicaba la variación de la carga parasitaria según la 

temperatura y los días post-infestación como efectos fijos. Las diferencias entre las 

réplicas se consideraron como un efecto aleatorio. El segundo modelo consideró los 

mismos efectos fijos, más un término de interacción entre temperatura y días post-

infestación (temperatura * días post- infestación). Teniendo en cuenta que estos dos 

modelos difieren solo en el término de interacción, se determinó sus diferencias 

significativas con el método de estimación de máxima verosimilitud. 

Para evaluar los factores más relevantes que controlan la expresión de genes 

se hizo una comparación de diez LMMs. Donde se consideró la variación inter-

individual o réplicas como un efecto aleatorio, mientras que los efectos fijos fueron 

las tres temperaturas (20, 24 y 30 °C), número de ectoparásitos, días post-infestación 

(inicio, 3 y 20), los tejidos (timo, bazo, riñón cefálico y piel) y los genes (Hsp70, IgM, 

IL-10, IL-1β y, Myd88). Además, se hicieron dos modelos que incluían el término de 

interacción. En uno de estos modelos, la interacción fue entre el número de 

ectoparásitos y los días post-infestación, y en el otro modelo, fue entre la temperatura 

y los días post-infestación. En todos los modelos se utilizó el mismo efecto aleatorio 

y solo se cambiaron los diferentes efectos fijos considerados. 

 Las comparaciones de los modelos se realizaron de acuerdo con el Criterio 

de información de Akaike (AIC) que considera la probabilidad y el número de 

parámetros, donde el mejor modelo tendrá el AIC más bajo. El modelo de efectos 

lineales mixtos se realizó con el paquete Ime4 en la versión R 3.6.2. (Bates et al., 

2015; R Core Team, 2016). 
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7. RESULTADOS

7.1. Identificación taxonómica y molecular 

Los adultos del ectoparásito fueron identificados como Neobenedenia sp. 

basado en la descripción de Whittington y Horton (1996) que considera la morfología 

general de la familia Capsalidae y los caracteres distintivos genéricos que son la 

ausencia de vagina, presencia de esfínteres en el sistema reproductor, dos órganos 

de fijación anterior en forma de discos, músculos extrínsecos en el opistohaptor y la 

forma y presencia de la membrana marginal (Fig. 10). 

Figura  10. Vista ventral de un adulto de Neobenedenia sp., teñido con tricromica de 
Gomori. aa. órgano de fijación anterior; cf. cámara de fertilización; eg. huevo; f. 
faringe; fv. folículo vitelino; g. germario; ha. hamulus anterior; hp. hamulus posterior; 
oo. ootipo; op. opistohaptor; pe. pene; sa. esclerita accesoria; t. testículo; u. útero; 
v. válva marginal. La barra de escala de 200µm.
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Con relación a la identificación molecular, las secuencias del 28S de este 

estudio, se agruparon con secuencias pertenecientes al clado de Neobenedenia 

girellae. El clado tiene un Bootstrap del 89% (Fig. 11). Este clado incluye ejemplares 

de Neobenedenia obtenidas en diferentes hospederos y localidades.  

Sin embargo, la topología del árbol de neighbor-joining del Cytb es diferente. 

En este árbol, las secuencias obtenidas en este estudio pertenecen a un clado 

diferente de N. girellae. Este nuevo clado tiene un valor Bootstrap del 34% (Fig.12). 
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Figura  11.  Árbol de Neighbour-joining de secuencias del 28S de ADNr de 
Neobenedenia sp. obtenido en este estudio (en negrita, que también muestra el 
hospedero) y secuencias de especies de Neobenedenia recolectadas de peces 
obtenidos del NCBI. Los números en las ramas del árbol representa el porcentaje de 
bootstrap (con 1000 réplicas). Benedenia seriolae se utilizó como un grupo externo. 
Los números de acceso de GenBank están delante de los nombres de las especies. 
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Figura 12. Árbol de Neighbour-joining de las secuencias parciales del citocromo b 
de Neobenedenia sp. recolectadas de S. rivoliana (en negrita, indicando el 
hospedero) para este estudio y las secuencias Neobenedenia de diferentes especies 
de peces infestados, obtenidas de la base de datos NCBI. Los números en las ramas 
del árbol representan el porcentaje de bootstrap (con 1000 réplicas). Benedenia 
seriolae se utilizó como un grupo externo. Los números de acceso de GenBank están 
delante de los nombres de las especies. 
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7.2. Efecto de la temperatura en los parámetros del ciclo de vida de Neobenedenia 

sp. 

7.2.1. Desarrollo embrionario de Neobenedenia sp. 

La descripción del desarrollo embrionario de Neobenedenia sp. se basó en 

observaciones a 24 °C (Fig. 13). Sin embargo, se observaron las mismas etapas en 

las otras temperaturas (18 °C a 30 °C), pero el tiempo transcurrido entre las etapas 

fue diferente. 

Los huevos presentan tres filamentos polares: dos cortos con ganchos y otro 

largo y gradualmente más delgado. Al comienzo del estudio (tiempo 0), los huevos 

estaban completamente llenos de material vitelino y el embrión no se podía distinguir 

(Fig. 13a).  

Después de las 24 a 48 hpd (1 a 2 dpd), la mayor parte del material vitelino 

migró progresivamente a los polos y el embrión se hizo visible en el centro del huevo 

(Fig. 13b, c). El material de vitelino disminuyó durante las 72 a 96 hpd (3 a 4 dpd) 

cuando la larva oncomiracidio se distinguió en el huevo. Durante esta etapa, las 

cuatro manchas oculares u ocelos se hicieron visibles como una acumulación 

pequeña y dispersa de pigmentos que progresivamente estaban más definidas (Fig. 

13d). Los hamulus del opistohaptor se desarrollaron hasta verse bien definidas y 

visibles (Fig. 13e, f). 

Las larvas oncomiracidio comenzaron a girar lateralmente en los huevos y 

eclosionaron después de las 120 hpd (5 dpd) a través de la abertura opercular (Fig. 

13g), haciendo una serie de movimientos de contracción corporal y usando sus cilios 

para impulsarse (Fig. 13i). 
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Figura 13. Desarrollo de Neobenedenia sp. El desarrollo del huevo se clasifico como 
etapa 1= a. huevo depositado recientemente; b. huevo después de las 24h; c. 
embrión; etapa 2= d. manchas oculares u ocelos definidos; e. huevo después de 
96h; f. primordios de hamulus; etapa 3= g. oncomiracidio recién eclosionado; h. 
huevo eclosionado. i. oncomiracidio. Abreviaturas: e, ocelos; ha, hamulus. Las 
barras de escala representan 50 µm. 
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7.2.2. Éxito y tiempo de eclosión de los huevos de Neobenedenia sp. 

El éxito de eclosión fue superior al 80% en el rango de térmico de 18 a 30 °C. 

Los huevos tuvieron la tasa de eclosión más baja (85%) a los 18 °C, el cuál fue 

estadísticamente diferente de los otros tratamientos (Fig. 14). Además, a los 20 y 30 

°C el éxito de la eclosión también fue significativamente diferente (90%), y la tasa de 

eclosión fue mayor del 99% a las temperaturas desde los 22 a 28 °C (Fig. 14). No se 

observó, eclosión a los 16 y 32 °C. 

La correlación de Spearman entre la temperatura y el tiempo de eclosión fue 

negativa, lo que indica, a mayor temperatura, el tiempo de eclosión fue más corto (ρ 

= −0.90, p <0.05, n = 35). Este resultado se puede ver en la Figura 15a. A 

Figura 14. Éxito de eclosión de Neobenedenia sp. a diferentes temperaturas de 
incubación. (16 °C y 32°C no mostrados; sin eclosión observada) a, b y c diferencias 
entre temperaturas usando la prueba de Fisher (p<0.05). 
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temperaturas de 24 a 30 °C, el tiempo de eclosión fue de 4 a 5 días. Por el contrario, 

a temperaturas <22 °C, el tiempo de eclosión requiere más tiempo (> 7 días a 22 °C). 

Esta relación también se observó en las otras etapas de desarrollo de Neobenedenia 

sp. (Fig. 15b) y, por lo tanto, el desarrollo es más rápido a medida que aumenta la 

temperatura. 

Figura 15. a. Proporción acumulada de la eclosión de Neobenedenia sp. a diferentes 
temperaturas. b. desarrollo de los huevos de Neobenedenia sp. a diferentes 
temperaturas: 1, número de días antes de que eclosione el 60% de los huevos; 2, 
número de días antes que el 60% de los huevos con los ocelos presentes; 3, huevos 
claros con opérculo abierto. 



47 

7.2.3. Longevidad de la fase oncomiracidio de Neobenedenia sp. 

La fase oncomiracidio tuvo una longevidad de más tiempo a los 24 y 26 °C 

(22 y 18 h; ver Fig. 16). En cambio, la longevidad de los oncomiracidios se redujo 

significativamente a 18, 28 y 30 °C (14 h). Estas diferencias entre la longevidad y las 

temperaturas fueron significativamente indicadas por el análisis de Kruskal-Wallis 

(kw= 61.94; df= 6; p= <0.05). 

Figura 16. Longevidad de Neobenedenia sp. (en horas) a diferentes temperaturas. 
a, ab, bc, cd, de y ef diferencias entre las medias usando Kruskal-Wallis y la prueba 
post hoc de Dunn, p <0.05. 
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7.2.4. Temperatura letal incipiente superior e inferior de S. rivoliana 

 Los peces llegaron a la temperatura letal media superior (TL50s) a los 

34.3 °C. En cambio, la temperatura letal media inferior (TL50s) fue a los 12.2 °C. Los 

últimos peces alcanzaron su temperatura letal incipiente superior (TLIs) a los 35 °C 

y su temperatura letal incipiente inferior (TLIi) a los 10 °C. Las variaciones de TL50 

superior e inferior están representadas como una función de la temperatura en la 

Figura 17. 

Figura 17. Temperatura letal incipiente superior e inferior (TLI) de juveniles de S. 
rivoliana basado en una regresión logística. 
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Por otra parte, el comportamiento de los peces del grupo control que se 

mantuvieron continuamente a 24°C fue normal durante todo el experimento, se 

observó un nado vertical y activo. En cambio, en el grupo de peces que se expusieron 

al incremento de temperatura, el comportamiento fue normal hasta los 30°C y a partir 

de los 31 °C se observaron cambios en su comportamiento como el nado de arriba 

hacia abajo y a los 33 °C se observó pérdida de apetito, la actividad de nado 

disminuyó con pérdida del equilibrio y movimiento opercular acelerado.  

Mientras que los peces expuestos a una disminución de temperatura tuvieron 

un comportamiento normal hasta los 18 °C. Se registraron ligeras alteraciones del 

equilibrio y disminución del nado a los 17 °C y a partir de esta temperatura los peces 

se mantuvieron en el fondo del sistema y ocasionalmente nadaban en dirección 

vertical y a los 15 °C los peces mostraron pérdida de apetito.  
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7.2.4. Rango térmico de juveniles de S. rivoliana y éxito de eclosión de 

Neobenedenia sp.  

La intersección de los rangos térmicos de la mayor sobrevivencia de juveniles 

de S. rivoliana y las eclosiones más altas de Neobenedenia sp. se representa en la 

Figura 18. Y se puede notar que la intersección ocurre entre los 20, 24, 26 y 28 ºC. 

Figura 18. Termotoleracia de juveniles de S. rivoliana y la eclosión de huevos de 
Neobenedenia sp. basado en un modelo de Gauss modificado. 
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7.3. Efecto de la temperatura en el sistema inmune de S. rivoliana infestado con 

Neobenedenia sp.  

7.3.1. Éxito de infestación, tiempo y tamaño hasta la madurez sexual de 

Neobenedenia sp. 

Se encontró que las tres temperaturas son exitosas para la infestación de S. 

rivoliana (Tabla III). Además, la temperatura tiene efectos en los adultos de 

Neobenedenia sp., como en el tiempo para llegar a la madurez sexual considerando 

la producción de huevos que se observó a los 9 días a los 30 °C, y hasta los 12 y 15 

días a 24 y 20 °C (Tabla III y Fig. 19). Fue notable que, a los 24 y 20 °C, los huevos 

desovados tardaron más tiempo incluso cuando se formaron los testículos y los 

ovarios (Fig. 19).  

La comparación estadística de la longitud total de los ejemplares maduros 

sexualmente resultó en diferencias significativas (kw 20.75, df= 2, p= <0.05), con 

ectoparásitos más grandes a 30 °C que a 24 y 20 °C (Fig. 20a). Las mediciones de 

otras estructuras corporales mostraron la misma tendencia al aumentar la 

temperatura más altas (Fig. 20b). Las diferencias estadísticas fueron para el ancho 

total (kw 33.24, d= 2, p= <0.05) y la longitud del hamulus anterior (kw 23.23, df = 2, 

p = <0.05) y las escleritas accesorias (kw 15.22, df= 2, p= <0,05). 
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Tabla III. Parámetros del ciclo de vida de Neobenedenia sp. infestando a S. rivoliana 
a tres temperaturas de cultivo. 

Temperatura 
(ºC) 

P/UH 
(días) 

LO 
(horas) 

MS 
(días) 

CV 
(días) 

Prevalencia 
(%) 

20 8-9 16 15 23 100 

24 6-7 22 12 18 97 

30 4-5 14 9 13 94 

P/UH primera y última eclosión; LO longevidad del oncomiracidio; MS tiempo mínimo de 
madurez sexual; CV tiempo mínimo del ciclo de vida al sumar el tiempo eclosión de los 
huevos más tiempo de madurez sexual. 
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Figura  19. Crecimiento de Neobenedenia sp. de S. rivoliana a las temperaturas de 
20 °C, 24 °C y 30 °C. a-c. ectoparásitos a los 9 días, a. 20 °C, b. 24 °C y c. 30 °C. 
d-f. ectoparásitos a los 12 días d. 20 °C, e. 24 °C y f. 30 °C. ectoparásitos g-i. a los 
15 días, g. 20 °C, h. 24 °C e i. 30 °C. Abreviaturas: Te, Testículos; Ov, ovario; eg, 
huevo. La barra de escala es de 200 µm en a h y 500 µm en i.
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Figura 20. a. longitud total (columna clara) y ancho total (columna gris obscuro) de 
Neobenedenia sp. b. hamulus anterior (columna clara) y longitud de esclerita 
accesoria (columna gris obscuro) del día de madurez sexual con respecto a la 
temperatura. Las diferencias a, b y c entre medias se determinaron usando Kruskal-
Wallis y la prueba post hoc de Dunn, p <0.05. 
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7.3.2.  Características de crecimiento y parasitológicas de S. rivoliana 

El factor de condición de Fulton (K) calculado en los peces a las tres 

temperaturas utilizadas fue muy similar y no se observó diferencias entre los peces 

no infestados e infestados (Tabla IV). Además, el coeficiente de correlación de 

Spearman mostró una baja asociación entre los factores de condición y la carga 

parasitaria, lo que indica que no fue estadísticamente significativo (ρ = 0.13, valor p 

= 0.38, n = 48). 

La intensidad media de infestación fue inferior a 5 ectoparásitos por pez en el 

día 3 post-infestación a las tres temperaturas.  En el día 20 post-infestación la 

infestación aumentó, alcanzando valores de 13, 14 y 122 ectoparásitos por pez a 20, 

24 y 30 °C, aunque se encontró una gran variabilidad estadística representada por 

la desviación estándar y el coeficiente de variación (desviación estándar entre la 

media), que osciló entre el 50 y 120 %. A pesar de esta variación el patrón general 

mostró que la carga parasitaria aumenta con el tiempo y la temperatura (Fig. 21a). 

 Este aumento se relaciona con cambios en la proporción de ectoparásitos de 

etapa juvenil y adultos. El mayor número de ectoparásitos se observó al día 20 post-

infestación a los 30 °C que se asoció con una gran cantidad de ectoparásitos de 

etapa juvenil o recién eclosionados, que no eran sexualmente maduros (Fig. 21b). 
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Tabla IV. Parámetros de crecimiento de juveniles de S. rivoliana a tres temperaturas y en los tratamientos infestados 
y no infestados (control). 

Temperatura 

(°C) 

Días post- 

Infestación 

Longitud total (cm) 
No infestados Infestados 

Peso (g) 
No infestados Infestados 

Factor de condición (K) 

No infestados  Infestados 

20      3 11.30 ± 0.26  11.90 ± 0.75     22.16 ± 1.23  23.89 ± 5.90 1.54 ± 0.12  1.55 ± 0.16 

20 12.90 ± 0.10    12.87 ± 0.55    32.45 ± 5.03   32.90 ± 4.26 1.51 ± 0.05  1.57 ± 0.12 

  24 3 12.80 ± 0.80    11.64 ± 0.80    32.05 ± 6.13   24.27 ± 4.73 1.53 ± 0.02  1.52 ± 0.08 

20 11.70 ± 0.51    13.05 ± 1.0    23.36 ± 1.9    32.80 ± 5.40 1.46 ± 0.09  1.47 ± 0.14 

  30 3 12.10 ± 0.30    12.50 ± 0.90    30.65 ± 2.0    35.96 ± 4.54 1.41 ± 0.01  1.57 ± 0.14 

20 12.20 ± 0.26  11.00 ± 0.70    30.29 ± 5.50  30.00 ± 3.18 1.53 ± 0.05  1.61 ± 0.10 

 K, factor de condición de Fulton; sd, desviación standard. 
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Figura 21. Efecto de la temperatura de 20, 24 y 30 °C en la carga parasitaria de S. 
rivoliana. a. Intensidad media de infestación de Neobenedenia sp.; se muestra la 
media y el error estándar. b. cambios en el número de ectoparásitos por etapas de 
desarrollo a 3 y 20 días post-infestación; las barras representan el número de 
ectoparásitos en 2 etapas: juvenil (columna gris claro) y adulto (columna gris 
obscuro). 
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Al comparar los dos modelos que explican la carga parasitaria del 

ectoparásito, se encontró que el termino de interacción entre los días post-infestación 

y la temperatura es estadísticamente significativo (Ꭓ2 = 18.232, valor p = 0.001). Esto 

es consistente con los valores del Criterio de información de Akaike (AIC), que fueron 

de 273.8 para el modelo sin interacción y 248.0 cuando se incluyó la interacción. Los 

valores de los parámetros para el modelo que incluye el término de interacción (mejor 

modelo basado en el AIC), se presentan en la Tabla V.  

Los valores de los parámetros indican que los cambios de temperatura no 

están relacionados con cambios fuertes en la carga parasitaria, y el tiempo solo 

causa un bajo aumento en la carga parasitaria (Tabla V). Sin embargo, el término de 

interacción a 30 °C y 20 día post-infestación conduce a un aumento de 113 

ectoparásitos por pez. Estos resultados se observan en las Figuras 21 a y b. 
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Tabla V. Estimación del mejor modelo de efectos fijos para la carga parasitaria de 
Neobenedenia sp. 

Estimado Error 

Intercepto -3.27x10-15 14.84  

Temperatura (24 °C) -8.70x10-15 20.51 

Temperatura (30 °C) 1.34x10-14 20.51  

Días post-infestación (3) 4.67  20.51  

Días post-infestación (20) 13.33  20.51  

Temperatura 24 °C * Día post-infestación 3 -1.33 29.01  

Temperatura 30 °C * Día post-infestación 3 -1.00 29.01  

Temperatura 24 °C * Día post-infestación 20 0.67  29.01  

Temperatura 30 °C * Día post-infestación 20 113.0 29.01  

7.3.3. Expresión relativa de genes asociados al sistema inmune de S. rivoliana 

La expresión relativa de los diferentes genes en los tejidos muestreados 

puede describirse con un "patrón general". En el día 0, la expresión relativa de todos 

los genes no era diferente de la referencia utilizada (EF1-α), y en consecuencia tenía 

un valor de 1 (Fig. 22). Luego, en el día 3 se observó una disminución de la expresión, 

mientras que en el día 20 post-infestación los genes presentaron un aumento de la 

expresión. En términos generales, este patrón ocurrió a las tres temperaturas 

probadas de 20, 24 y 30 °C, y la diferencia de expresión relativa entre días fue de 

varios órdenes de magnitud, alcanzando una diferencia máxima en la IL-1β donde 

se observó un cambio de ~0.1 en el día 3 a ~100 en el día 20 post-infestación (Fig. 

22). 
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Sin embargo, hubo algunas excepciones al “patrón general” descrito 

previamente, como es el caso del gen Myd88 en la piel, que la expresión disminuyo 

desde el día 0 hasta el día 20 post-infestación (Fig. 22). El observar estas 

excepciones implica que diferentes genes pueden tener una respuesta diferente a 

los tratamientos, y también puede cambiar en cada tejido.  

De acuerdo con esto, la comparación de los diferentes modelos lineales que 

consideraron diferentes efectos mixtos (aleatorios y fijos) para encontrar la mejor 

combinación de factores que puedan explicar la expresión relativa fue el quinto 

modelo (Tabla VI). Este modelo incluye los efectos fijos de los genes, tejidos, número 

de ectoparásitos y días post-infestación. En contraste, el primer modelo tiene los 

mismos efectos fijos más la temperatura, pero con un valor de AIC alto (Tabla VI). 

Los modelos más simples o con un menor número de factores no fueron buenos 

como el quinto modelo de acuerdo con el valor de AIC (Tabla VI). 

Los valores de los parámetros estimados del mejor modelo respaldan las 

observaciones previas del aumento de la IL1β indicadas en la Fig. 22. El parámetro 

estimado indica que la IL-1β tenía una expresión relativa en promedio más alta que 

los otros genes (Hsp70, IgM, IL-10 y Myd88), representado por el valor de la 

intersección. Además, el valor de la pendiente del número de ectoparásitos fue de -

0.063 lo que indica una disminución de la expresión relativa a medida que aumenta 

el número de ectoparásitos (Tabla VII). 
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Figura 22. Expresión relativa a EF-1α de los genes Hsp 70, IgM, IL-10, IL-1 y Myd88 
en diferentes órganos de S. rivoliana infestado con Neobenedenia sp. a las 
temperaturas de 20, 24 y 30 °C. Con * se señala los factores que dominaron en el 
mejor modelo (LMMs), tomando en consideración la estimación de los parámetros.   
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Tabla VI. Comparación de modelos lineales con diferentes efectos fijos para la expresión relativa de genes de S. 
rivoliana 

Efectos fijos AIC 

Genes + Tejidos 4937.6 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos + Días post-infestación + Temperatura 4925.4 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos + Temperatura 4941.1 

Genes + Tejidos + Días post-infestación + Temperatura 4925.6 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos + Días post-infestación 4922.2 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos 4938.1 

Genes + Tejidos + Días post-infestación 4922.9 

Genes + Tejidos + Días post-infestación * Temperatura 4926.6 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos * Días post-infestación + Temperatura 4927.3 

Genes + Tejidos + Número de ectoparásitos + Días post-infestación * Temperatura 4928.6 

Criterio de Información de Akaike (AIC). 
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Tabla VII. Estimación del mejor modelo de los efectos fijos en la expresión relativa 
de genes de S. rivoliana 

Estimado Error 

Intercepto -4.165 3.065 

Gen (IL-1β) 12.96 3.065 

Gen (IL-10) -0.910 3.065 

Gen (IgM) 0.375 3.065 

Gen (Myd88) -1.076 3.065 

Tejido (piel) 10.98 2.741 

Tejido (bazo) 0.050 2.741 

Tejido (timo) 0.543 2.741 

Número de ectoparásitos  -0.040 0.024 

Días post-infestación (3) 0.704 2.376 

Días post-infestación (20) 11.30 2.679 

Considerando que los cambios más notables en la expresión de genes se 

registraron en la IL-1β en la piel, se hizo una comparación del mejor modelo definido 

previamente (Tabla VIII), con un modelo que considero la interacción entre la 

temperatura y los días post-infestación. Este modelo se consideró por la relevancia 

encontrada para explicar la carga parasitaria de Neobenedenia sp. (Tabla VIII). Se 

realizó la comparación de modelos mediante el método de estimación de máxima 

verosimilitud y el AIC. 

La comparación entre los modelos de la expresión relativa de la IL-1β en la 

piel sugiere que un modelo más simple que incluye el término de interacción conduce 

a una mejor diferencia significativa (Ꭓ2 = 130.95, valor-p < 0.05, df = 6). Este 

resultado tiene soporte al considerar los valores de AIC que fueron: 288.1 para el 

modelo sin interacción (Número de ectoparásitos + Días post-infestación), y 167.17 
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para el modelo más simple (Días post-infestación*Temperatura). Los valores de los 

parámetros indican un aumento de IL-1β en la piel el día 20, como se observa en la 

Figura 22. Sin embargo, en el día 20 post-infestación a 30 °C hay una disminución 

considerable (Tabla VIII), relacionado con el aumento del número de ectoparásitos. 

Tabla VIII. Estimación del mejor modelo de los efectos fijos de la expresión relativa 
de la IL-1β en la piel de S. rivoliana 

Estimado Error 

Intercepto 1.00 2.07 

Días post-infestación (3) 0.27 2.81 

Días post-infestación (20) 276 2.81 

Temperatura (24 °C) -9.46x10-14 2.81 

Temperatura (30 °C) -4.02x10-14 2.81 

Día post-infestación 3 * Temperatura 24 °C -1.15 3.97 

Día post-infestación 20 * Temperatura 24 °C -115 3.97 

Día post-infestación 3 * Temperatura 30 °C -1.09 3.97 

Día post-infestación 20 * Temperatura 30 °C -223.50 3.97 
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7.4. Protección adquirida de S. rivoliana contra Neobenedenia sp. 

7.4.1. Éxito de infestación de Neobenedenia sp. en S. rivoliana  

La intensidad media de infestación de Neobenedenia sp. fue menor en el 

tratamiento de infestación con reposos (Tabla IX). Además, el número de parásitos 

disminuyó en el tratamiento de infestación con reposos conforme pasaron los 

periodos de infestación. En cambio, en el tratamiento de infestación continua, se 

observó el 33% de mortalidad de los peces (Fig. 23) con una intensidad media de 

305 parásitos por pez. 

Tabla IX. Intensidad media de infestación de Neobenedenia sp. en S. rivoliana a los 
diferentes tratamientos. 

Tratamiento Intensidad media de infestación 

Periodo de infestación 

 1                 2      3 

Reposos   31.2   12.8    14.2 

Continua   55.2 

Peces muertos (n=6) 

T. continua

     305 
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Figura 23. Probabilidad de sobrevivencia de S. rivoliana infestado con 
Neobenedenia sp. El color de la línea indica el tratamiento: azul (control o peces no 
infestados); rosa (infestación con reposos); verde (infestación continua). 
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7.4.2. Producción de anticuerpos de S. rivoliana 

No se encontró diferencias significativas en los niveles de anticuerpos 

específicos (IgM) en S. rivoliana contra la infestación de Neobenedenia sp. con la 

combinación de las diluciones probadas (Tabla X). 

Tabla X. Protocolos de ELISA utilizados para probar la diferencia en los niveles de 
IgM específicos de muestras de mucus y suero de peces de S. rivoliana no infestados 
e infestados con Neobenedenia sp. 

Protocolo Antígeno Concentración del anticuerpo (µl/µl buffer) 

Primario Secundario Terciario 

1 

2 

3 

4 

1/5, 1/10, 1/50 

1/50, 1/100 

1/50, 1/100 

1/50, 1/100 

1/10, 1/50, 1/100 

1/3, 1/50, 1/100 

1/10, 1/50 

1/3, 1/50 

1/10, 1/50, 1/100 

1/50, 1/100 

1/50, 1/100 

1/50, 1/100 

1/1000, 1/2000 

1/2000 

1/2000 

1/2000 

Antígeno: Neobenedenia sp. (232 µg/µl de proteína) 

Primario: muestras de mucus y suero de S. rivoliana no infestado e infestado 

Secundario: conjugado de conejo anti-seriola 

Terciario: conjugado de cabra anti-conejo 
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8. DISCUSIÓN

La identificación taxonómica de los parásitos es clave para describir su ciclo 

de vida. Para lograr esto, primero se identificó con las características morfológicas 

que conducen al género Neobenedenia sp. En este género se incluyen N. melleni y 

N. girellae, dos especies consideradas como especies sinónimas o crípticas porque

son genéticamente diferentes, pero morfológicamente iguales (Whittington, 2004; 

Brazenor et al., 2018).  

El citocromo b (Cytb) es un marcador molecular adecuado para determinar las 

diferencias intraespecíficas en Neobenedenia spp. (Brazenor et al., 2017). Teniendo 

esto en cuenta, nuestros resultados indicaron que los monogéneos recolectados de 

S. rivoliana en Bahía de La Paz, México, pertenecen a una población diferente dentro

de N. girellae. Sin embargo, es necesario revisar la taxonomía de este género 

utilizando un enfoque multilocus como en Brazenor et al. (2018), debido a que se ha 

indicado que otras especies de Neobenedenia que no sean N. girellae pueden 

infestar a peces de cultivo (Sepúlveda y González, 2019). Basado en que los 

organismos utilizados en este estudio forman un clado diferente podría tratarse de 

una nueva especie.  

En este trabajo se estudió el efecto de la temperatura en el sistema inmune 

de S. rivoliana infestado con Neobenedenia sp. Los tres resultados principales se 

pueden resumir de la siguiente manera: En primer lugar, la temperatura regula la 

carga parasitaria de Neobenedenia sp. En segundo lugar, la temperatura tuvo un 

efecto limitado sobre la expresión de genes asociados con la respuesta inmune de 

S. rivoliana contra la infestación de Neobenedenia sp. Y, en tercer lugar, S. rivoliana

adquirió protección contra la infestación de Neobenedenia sp. no asociado al 

aumento de anticuerpos y después de un tratamiento de desinfestación.  
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8.1. Efecto de la temperatura en el ciclo de vida de Neobenedenia sp. 

El desarrollo de embrión a larva oncomiracido a 24 °C siguió el patrón común 

de los monogéneos como N. girellae, Benedenia seriolae y Zeuxapta seriolae 

(Bondad- Reantaso et al., 1995; Tubbs et al., 2005; Brazenor y Hutson, 2015). Las 

primeras estructuras visibles fueron los ganchos del opistohaptor, ocelos, los cilios y 

el opérculo del huevo. En otras temperaturas se observó el mismo patrón, no 

ocurrieron deformaciones, aunque hubo cambios en la duración de cada etapa de 

desarrollo. 

El tiempo de eclosión tomó 4 días a 30 °C y 11 días a 18 °C, indicando una 

dependencia de la temperatura, lo que se ha informado para otras especies como B. 

seriolae y Neobenedenia girellae infestando a Lates calcarifer (Tubbs et al., 2005; 

Brazenor y Hutson, 2015). Algunos autores lo han atribuido a cambios en la tasa 

metabólica que aumentan a temperaturas más altas (Roubal y Diggles, 1993; 

Bondad-Reantaso et al., 1995; Hirazawa et al., 2010) Además de esta dependencia 

de la temperatura, se observó una inhibición completa del proceso de eclosión de los 

huevos de Neobenedenia sp. incubados a las temperaturas de 16 °C y 32 °C, lo que 

se ha informado en N. girellae infestando a Paralichthys olivaceus que  no eclosiona 

a 15 °C y otras especies de monogéneos como Neoheterobothrium hirame que 

redujo el éxito de eclosión a temperaturas más altas (30 °C) (Bondad-Reantaso et 

al., 1995; Yoshinaga et al., 2000). 

El porcentaje medio de eclosión de los huevos encontrados (>85%; Fig.14) 

fue mayor que el valor máximo reportado para otros monogéneos de la familia 

Capsalidae (Bondad-Reantaso et al., 1995; Tubbs et al., 2005; Brazenor y Hutson, 

2015). Este hallazgo se puede atribuir al método de recolección de los huevos. En 

este trabajo, se recolectaron los huevos utilizando un cordón de nylon colocado 

dentro de los tanques con los peces infestados, donde los huevos fueron desovados 

por adultos adheridos al hospedero, mientras que, en otros trabajos, los adultos del 

ectoparásito son retirados del hospedero y los desoves son in vitro. De acuerdo con 
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Ernst y Whittington (1996), este procedimiento puede dañar a los adultos y por ende 

la tasa de eclosión. 

La longevidad máxima del oncomiracidio fue de 22 h a 24 y 26 °C (Fig. 16), la 

longevidad se redujo por debajo de los 22 °C y arriba de los 28 °C, lo que indica que 

existe un rango térmico óptimo que favorece la longevidad de la larva. Estos 

resultados difieren con lo encontrado en Australia por Brazenor y Hutson (2015) en 

donde la longevidad máxima de N. girellae fue de 37 h a 22°C y disminuyó a 

temperaturas más bajas. Esta diferencia puede ser por la adaptación de las 

poblaciones a las condiciones locales o porque son una especie distinta. 

El tiempo de madurez sexual también se vio afectado por la temperatura, ya 

que tardó más a 20 °C en relación con 24 °C y 30 °C (Fig. 19 y Tabla III). Esta 

tendencia es similar a las observadas para N. girellae que infesta a S. dumerili, donde 

el tiempo de madurez sexual es de 6 días a 30 °C, 8 días a 25 °C y 13 días a 20 °C 

(Hirazawa et al., 2010). Además, se encontró que a 20 °C los organismos 

sexualmente maduros son más pequeños en comparación de aquellos que se 

encontraban a 24 y 30 °C (Fig. 20). Por lo tanto, un aumento de la temperatura 

reducirá el tiempo de madurez sexual y aumentará el tamaño. 

La tasa de eclosión de Neobenedenia sp. tiene un rango térmico que se 

superpone con la máxima sobrevivencia de S. rivoliana (Figs. 17 y 18) y dentro de la 

variabilidad estacional en la Bahía de La Paz, BCS (Obeso-Nieblas et al., 2008; 

Guevara-Guillén et al., 2015). Por lo tanto, las infestaciones no se pueden evitar, 

pero estos hallazgos sugieren que los tratamientos para el control deben ser más 

frecuentes en verano que en invierno debido a la aceleración en todas las etapas del 

ciclo de vida. Otra opción podría ser el movimiento de los peces a aguas más 

profundas y frías después de un tratamiento terapéutico. 
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8.2. Efecto de la temperatura en la expresión de genes del sistema inmune de S. 
rivoliana 

Como se mencionó anteriormente (subsección 8.1), la temperatura tiene un 

efecto en el ciclo de vida de Neobenedenia sp. y por ende regula la carga parasitaria. 

Sin embargo, la temperatura tuvo un efecto limitado en la expresión de genes 

asociados con la respuesta inmune de S. rivoliana cuando está infestado por 

Neobenedenia sp. De hecho, la expresión relativa de genes se controló 

principalmente por el número de ectoparásitos, días post-infestación, y varió entre 

los genes y los tejidos (Figs. 21 y 22). 

Los valores relativamente altos (50 -120 %) del coeficiente de variación para 

la intensidad media de infestación, se puede atribuir a las diferencias de 

susceptibilidad de los hospederos hacia los parásitos, como se ha propuesto en 

estudios anteriores (Poulin, 2007; Gourbière et al., 2015). A pesar de esto, la 

intensidad media de infestación tiende a aumentar con la temperatura debido a que 

temperaturas altas, el ciclo de vida se vuelve más corto. 

La relación de la temperatura con la duración del ciclo de vida podría explicar 

en un sentido biológico la relevancia de incluir el término de interacción entre la 

temperatura y el tiempo post-infestación en el modelo que predice la intensidad 

media (Tabla V). Esto debido a que la temperatura disminuye el tiempo requerido 

para alcanzar la madurez sexual de Neobenedenia sp. y además acelera la eclosión 

de los oncomiracidios, como se detalla a continuación.   

En las temperaturas de 20, 24 y 30 °C la madurez sexual se alcanza después 

de 15, 12 y 9 días respectivamente, mientras que los tiempos de eclosión fueron de 

8, 6 y 4 días (Fig. 19 y Tabla III). De esta manera, en los experimentos de infestación, 

luego de 20 días hay tiempo suficiente para alcanzar la madurez sexual y para que 

hayan eclosionado los huevos del monogéneos únicamente en las temperaturas de 
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24 y 30 °C. Esta eclosión produce el aumento observado en la carga parasitaria 

(Figura 21a), aunque la mayoría corresponde con ectoparásitos juveniles de la 

segunda generación (Figura 21b). Las diferencias entre 24 y 30 °C se deben a la 

cantidad de días durante los cuales han desovado los monogéneos adultos. A 30 °C 

han desovado a partir del día 9, mientras que a 24 °C desovaron desde el día 12.  

Por otro lado, a 20 °C a pesar de que ya se ha alcanzado la madurez sexual, 

no ha transcurrido suficiente tiempo para que los huevos eclosionen, de manera que 

la carga parasitaria estará determinada por los adultos de la primera generación, 

siendo menor a la observada a 24 y 30 °C. Así, el término de interacción está 

relacionado con la duración del ciclo de vida y la cantidad de huevos producidos, lo 

que determina el número de ectoparásitos y la composición por etapas de desarrollo 

(juveniles/adultos). 

Por lo que la intensidad media de infestación de Neobenedenia sp. es un 

factor que controla la respuesta inmune de S. rivoliana. Esta afirmación se basa en 

la configuración del mejor modelo (basado en el AIC; Tabla VI) utilizado para explicar 

la expresión relativa de genes, el cual considera la cantidad de ectoparásitos, días 

post-infestación, genes y tejidos. El efecto del número de ectoparásitos en la 

expresión de genes inferido del modelo indica una relación negativa a una velocidad 

lenta (-0.040 unidades por ectoparásito ver Tabla VII). Por lo que se espera un efecto 

notable, cuando la carga parasitaria aumenta sustancialmente y, en este escenario, 

la alta carga parasitaria reduce la respuesta inmune, haciendo que la infestación por 

monogéneos sea una amenaza potencial para la salud de los peces (Ogawa et al., 

1995). 

Se debe considerar que el sistema inmune de peces es relativamente 

complejo, y su respuesta a menudo esta fraccionada (Le Morvan et al., 1998), es 

importante resaltar que las temperaturas utilizadas para evaluar la expresión de 

genes asociados a la respuesta inmune corresponden con el rango térmico de la 
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máxima sobrevivencia de S. rivoliana (Fig. 18) y en consecuencia la temperatura en 

sí sola, tuvo un efecto limitado. 

Por lo tanto, nos enfocaremos en la IL-1β observa en la piel, ya que presentó 

los cambios más fuertes (Fig. 22), lo que sugiere que la respuesta inmune de S. 

rivoliana fue localizada, considerando que el hábitat de Neobenedenia sp. es la piel. 

En este sentido, la IL-1β es una citocina crucial para iniciar el proceso proinflamatorio 

y también la estimulación de las células T y activar neutrófilos y macrófagos (Uribe 

et al., 2011). Lo que puede inducir a la producción de metabolitos reactivos de 

oxígeno y factores complementarios con efectos adversos bien conocidos en 

monogéneos (Lindestrom et al., 2004; Reyes-Becerril et al., 2017). 

La respuesta inmune local mediada por IL-1β se ha observado en otras 

especies de peces infestados por monogéneos como la trucha arco iris infestada con 

Gyrodactylus y la lubina infestada con Diplectanum aequans (Lindestrom et al., 2004; 

Faliex et al., 2008). Además, dado que el aumento de la carga parasitaria reduce la 

respuesta inmune, la respuesta proinflamatoria parece estar involucrada en la 

reparación del daño de la piel causado por el ectoparásito en lugar de eliminarlo.   

El proceso de reparación de la piel puede evitar la entrada de otros patógenos 

presentes en los sistemas de cultivo, como virus y bacterias, que podrían provocar 

una infección secundaria (Leong y Colorni, 2002). En base a esto, la respuesta 

inmune mediada por la IL-1β es una respuesta generalizada de los peces contra 

ectoparásitos, que respalda el modelo conceptual de Buchmann (1999).  
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8.3. Protección adquirida de S. rivoliana contra Neobenedenia sp. 

En trabajos previos se ha descrito que los peces pueden desarrollar una 

protección adquirida contra patógenos y particularmente una marcada protección 

contra infestaciones con monogéneos después de varios meses de estar expuestos, 

y se asocia a un aumento en la producción de anticuerpos en el mucus y suero 

(Bondad-Reantaso et al., 1995; Kishimori et al., 2015). En contraste, en este estudio 

no se encontró un aumento en los niveles de IgM en peces no infestados, infestados 

durante tres meses y los infestados que recibieron un tratamiento para eliminar al 

ectoparásito.  

Recientemente, en un trabajo con Lates calcarifer infestado con 

Neobenedenia sp. se obtuvo resultados similares, y lo atribuyeron a una baja carga 

parasitaria que no permitió la estimulación de una protección adquirida (Trujillo-

González, 2015). Sin embargo, en este trabajo, se observó una carga parasitaria alta 

que causo el 33% de mortalidad en el tratamiento de infestación continua (Tabla IX 

y Fig. 23). Estos hallazgos coinciden con lo descrito anteriormente (subsección 8.2), 

que la intensidad media de infestación de Neobenedenia sp. es un factor que controla 

la respuesta inmune de S. rivoliana. Esto se puede asociar a que los monogéneos 

pueden tener estrategias para hacer frente a la respuesta inmune de sus hospederos 

(Buchmann y Lindenstrom, 2002). En el caso de Neobenedenia sp. se ha encontrado 

que puede migrar a zonas de la piel donde hay una reducción en la densidad de 

células de mucosas o una respuesta inmune reducida y que exhibe un 

enmascaramiento de antígenos (Hirayama et al., 2009; Trujillo-González et al., 

2015). 

Sin embargo, en este trabajo sí se observó que la carga parasitaria disminuyó 

conforme pasó el tiempo de exposición a la infestación y después de un tratamiento 

para eliminar al ectoparásito (Tabla X). Lo que sugiere que S. rivoliana adquirió una 

protección contra Neobenedenia sp. no asociada a la producción de anticuerpos 

específicos y es posible que se deba a otros mecanismos del sistema inmune innato 
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como el complemento o la infiltración de células en los sitios de infestación para 

afectar directamente al ectoparásito (Nakayasu et al., 2018). En un trabajo previo, se 

encontró que N. girellae produce un adelgazamiento epidérmico e hiperplasia en 

células mucosas en S. dumerili (Hirayama et al., 2009). Quizás si se estimula 

adecuadamente el sistema inmune en la piel y el mucus, se pueda dirigir una 

protección mediada por la liberación de citocinas como la IL-1β y la inducción de 

leucocitos, pero son necesarios más trabajos para comprender la relación 

hospedero-parásito y la protección adquirida de los peces, incluyendo el caso de S. 

rivoliana y Neobenedenia sp. que puedan ayudar a mejorar los tratamientos contra 

monogéneos y la estimulación del sistema inmune del hospedero.  
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9. CONCLUSIONES

• La temperatura es un factor que afecta de forma distinta al sistema inmune de

S. rivoliana y la duración del ciclo de vida de Neobenedenia sp. En el sistema

inmune de S. rivoliana la temperatura tiene un efecto de segundo orden, ya 

que domina las diferencias en entre los días post-infestación. Por otro lado, la 

temperatura entre los 26 a 30 °C acelera el desarrollo del monogéneo, 

causando un aumento en la carga parasitaria. 

• Los cambios en la expresión de genes indican que la respuesta ante la

infestación es de carácter local en la piel, donde ocurre un aumento en la

producción de la IL-1β que está asociada al proceso proinflamatorio y a la

reparación del tejido.

• La protección adquirida de S. rivoliana no está asociada a una producción de

anticuerpos específicos contra Neobenedenia sp.

Considerando lo anterior, la respuesta inmune de S. rivoliana contra 

Neobenedenia sp. ocurre localmente en la piel y está asociada a un proceso de 

inflamación sin la producción de anticuerpo específicos. Por lo tanto, se podría 

hipotetizar que sea una respuesta inmune general, de manera que el modelo 

planteado por Buchmann (1999), sería aplicable para otros grupos de ectoparásitos 

que infesten la piel de los peces.  Además, es posible que la respuesta inmune está 

dirigida a reparar el daño en el tejido epitelial, ocasionado por el monogéneo, para 

prevenir infecciones secundarias, más que a su eliminación directa.  
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11. ANEXOS

11.1. Anexo I: Producción de anticuerpos policlonales en conejos 

Para la obtención de los anticuerpos policlonales de S. rivoliana (anti-seriola) 

y Neobenedenia sp. (anti-Neobenedenia) se utilizaron seis conejos Nueva Zelanda 

de la misma camada con 3 meses de edad y un peso de 2.5 kg aproximadamente, 

cada uno. Dos conejos se usaron para la producción de anticuerpos anti-seriola y 

cuatro conejos anti-Neobenedenia (dos conejos fueron inoculados con antígeno o 

extracto de adultos del ectoparásito y los otros dos con antígeno de larvas 

oncomiracios).  

Antes de iniciar la inmunización de antígenos, los conejos se mantuvieron en 

cuarentena durante una semana en el bioterio del CIBNOR y se les dio un 

tratamiento preventivo para la eliminación de ectoparásitos y endoparásitos. 

Posteriormente, se tomó una muestra de sangre de 10 ml de la oreja de cada conejo 

para usarlo como suero preinmune. Después en el Laboratorio de Proteómica del 

CIBNOR se preparó el suero preinmune, se dejó la sangre 1 h a temperatura 

ambiente y después a 4°C toda la noche, al siguiente día se centrifugo a 2200 rpm 

durante 10 min a temperatura ambiente y se separó el suero y se mantuvo a -70 °C. 

Después, se inmunizaron los conejos como se describe a continuación: 

1. Se inoculo 800 µl de antígeno con coadyuvante completo de Freud (FCA)

(mezcla de partes iguales 400 µl antígeno y 400 µl de FCA) por vía intradérmica en 

el dorso del conejo formado 5 bolas.  

2. A las dos semanas se hicieron 2 inmunizaciones (semana 3 y 6) por vía

intramuscular y usando una mezcla de partes iguales de antígeno y adyuvante 

incompleto de Freud (FAI). Y se tomaron muestras de sangre (10 ml) para la 

evaluación del título de anticuerpos en el suero. 
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3. En la semana 9 se inmunizaron por vía intradérmica bajo las mismas

condiciones y utilizando FIA. Se tomó muestra de sangre (10 ml) y se evaluó el título 

de anticuerpos en el suero. 

4. Finalmente, se sangraron los conejos completamente, se obtuvieron los

sueros y se congelaron hasta su uso en los ensayos de ELISA. 

Tabla I. Calendario de inmunizaciones y sangrado de los conejos 

Semanas 0 1 3 6 9 

Inmunización Ag+FCA Ag+FIA Ag+FIA Ag+FIA 

Sangrado Suero 
preinmune 

Suero Suero Suero 




