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Abstract: The objective of this study was to characterize nematodes
microbiologically and molecularly, as well as to determine their prevalence
in guanchiche fish from the Abras de Mantequilla Wetland, located in Los
Rios, Ecuador. To this end, 180 fish were studied, performing a
morphophysiological analysis and calculating the parasitic and molecular
prevalence. The average length of the specimens in El Recuerdo was 30.09 +
3.42 cm and in Los Playones 29.33 + 3.27 cm. The average weight was 262.90
+105.26 g in El Recuerdo and 280.61 + 98.83 g in Los Playones. The biological
indices measured were: IHS 1.43 + 0.52 in El Recuerdo and 1.60 + 0.62 in Los
Playones; IGS of 0.76 + 0.72 in El Recuerdo and 0.71 + 0.60 in Los Playones;
and FC of 1.00 + 0.13 in EI Recuerdo and 1.00 + 0.09 in Los Playones. The
parasite prevalence was 88.50% in Los Playones, while in El Recuerdo it was
77.50%, with fish infested by parasites in the L3 larval stage. In the molecular
diagnosis, the parasite identified in the abdominal cavity was Contracaecum
sp., with a genetic identity of 98%. This highlights the importance of
monitoring and managing parasitic infections in guanchiche populations.

Keywords: Identification, parasites, PCR, sequencing

1. Introduccion

El guanchiche (Hoplias microlepis), conocido por su relevancia ecolégicay econdmica, es
una especie de pez de la familia Erythkrinidae que ha captado la atencion de investigadores
y productores a nivel mundial debido a su potencial en la acuicultura (Ahmad et al., 2018).
Este pez, originario de América del Sur, se encuentra en diversas cuencas fluviales
importantes como las del Amazonas en Colombiay Perd, donde desempefa un papel de
gran importancia en las actividades pesqueras locales, donde la pesca es principalmente
artesanal y destinada al consumo local (Choc et al., 2020).

A nivel mundial el guanchiche ha despertado gran interés debido a que posee una gran
adaptabilidad y potencial como especie de cultivo en acuicultura. En Brasil, el guanchiche
es popular tanto entre los pescadores deportivos como en la pesca comercial, siendo
apreciado por su tamano y la resistencia que ofrece durante la pesca (Cordeiro et al.,
2018). En México, fue introducido en algunos cuerpos de agua para la pesca deportivay la
acuicultura, y aunque su cultivo estd en etapas iniciales, se estan llevando a cabo
investigaciones para evaluar su potencial en diferentes condiciones climaticas y de agua
(Mattox et al., 2014).

En Ecuador, el guanchiche es crucial para las comunidades riberefas, especialmente en
las provincias de Los Rios y Manabi. Este pez, parte integral de la dieta local, es valorado
por su sabor y valor nutricional, siendo un ingrediente popular en la cocina tradicional
ecuatoriana. Ademas de suimportancia culinaria, el guanchiche tiene un significativo valor
econdémico y social (Baird et al., 2014). La pesca y el cultivo de este pez proporcionan
ingresos vitales y fomentan la economia local, ofreciendo empleo en areas con pocas
opciones laborales. Localidades como Vinces, particularmente en sitios como El
Recuerdoy El Playén, han sido identificadas como areas con gran potencial para su cultivo
y pesca (Bach et al., 2018)
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A pesar de su importancia ecoldgica y econémica, el guanchiche se ha visto gravemente
afectado por la contaminacion de los cuerpos de agua en los que habita. La
contaminacién, generada por desechos industriales, agricolas y urbanos, introduce
diversos patégenos en el entorno acuatico, creando un ambiente propicio para la
proliferacion de parasitos como los nematodos (Veliz et al., 2023). Estos patégenos no solo
comprometen la calidad del agua, sino que también afectan directamente a la fauna
acuatica, incluido el guanchiche, que es vital para las economias locales y la seguridad
alimentaria de muchas comunidades en Ecuador.

Los nematodos anisakidos, especificamente delgénero Contracaecum, son parasitos que
afectan gravemente a los peces, provocan inflamacion, dano tisular y problemas
digestivos severos (Telles., 2019). Suelen encontrarse comunmente en el intestino y
6rganos internos de los peces donde se desarrollan y se reproducen causando una serie
de problemas de salud. La infestacién por nematodos no solo compromete la salud y el
crecimiento de los peces, sino que también presenta riesgos significativos para la salud
humana, al consumir estos alimentos crudos o mal cocidos puede infectarse y
desencadenar anisakiasis, una enfermedad caracterizada por sintomas gastrointestinales
graves y reacciones alérgicas (Alcantara-Bocanegra et al., 2015).

Esta situacion resalta la necesidad urgente de monitorear y gestionar adecuadamente la
calidad del aguay la salud de las poblaciones de guanchiche para mitigar los efectos de la
contaminacion y proteger tanto la biodiversidad como la salud publica. Este trabajo tiene
como objetivo caracterizar microbiolégicay molecularmente los nematodos presentes en
el guanchiche (Hoplias microlepis) en el Humedal Abras de Mantequilla, Los Rios, Vinces,
Ecuador, asi como determinar su prevalencia. Al hacerlo, buscamos entender mejor cd6mo
estos parasitos afectan la salud del pez y prevenir riesgos para la salud humana.

2. Materiales y Métodos

2.1. Sitio experimental

Se realiz6 el andlisis para la caracterizacion parasitaria y molecular en la especie del
pez comercial guanchiche (Hoplias microlepis) del Humedal Abras de Mantequilla, de
los recintos ElI Recuerdo y Los Playones, region Vinces, provincia de Los Rios, Ecuador
(Figura 1). Latitud 1°32'26.3" Sur y Longitud 79°40'50.6" Oeste. El trabajo se realizé en
el laboratorio de Biologia y microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
Campus La Maria, localizada en el kilometro 7 %2 de la via Quevedo - EI Empalme,

provincia de Los Rios - Ecuador.
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Figura 1. Localizacién de Humedal Abras de Mantequilla, recinto El Recuerdo y Los

Playones, Los Rios Ecuador.

2.2. Disefio experimental

Para el andlisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizé el programa Minitab y R
Statistical Software. Se emple6 un Disefio bifactorial con dos niveles: Sexo (hembras y
machos), y dos localidades (Humedal Abras de Mantequilla, en los recintos El Recuerdo
y Los Playones), con 80 repeticiones en la regién Vinces, provincia de Los Rios. Para
determinar diferencias y entre las medias de los tratamientos, se utilizé la prueba de

rangos multiples de Tukey (p<0.05).
2.3. Instrumentos de investigacion
2.3.1. Especie evaluada

Los peces se recolectaron durante el mes de febrero por 15 dias. Se recolectaron 90
especimenes de guanchiche (Hoplias microlepis) por cada una de las localidades. Los
peces se obtuvieron durante la estacion lluviosa, los pescadores realizaron sus faenas
de pesca en horas de la tarde, empleando artes de pesca red de enmalle
(monofilamento y multifilamento) y red o pafio de multifilamento utilizado en la modalidad

tape de espera o estatico.
2.3.2. Recolecciodn, fijacion y preservacion de muestras para el diagnéstico

Los peces se obtuvieron directamente con los pescadores de las Abras de Mantequilla
de los recintos El Recuerdo y Los Playones posteriormente las muestras fueron situadas
en bolsas plasticas e inmediatamente se ubicaron en una hielera Termolar de 32 Litros

y trasladados al laboratorio, donde primero se realiz6 el peso (g) con una balanza
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gramera modelo OHAUS Scout®, seguidamente se midid la longitud total (cm) con una

regla 2 pulgadas, regla de 5 centimetros.

Posteriormente se ubicaron en una bandeja de diseccidn y se procedié hacer un examen
externo de la muestra de manera visual en busca de ectoparasitos, seguidamente, se
realizé un examen interno de la muestra para la basqueda de endoparasitos, el cual
consistié en colocar en una bandeja los peces, haciendo un corte ventral a lo largo de
la linea media con bisturi, desde la regién anal hasta la zona branquial; de igual manera,
se realizaron cortes transversales de la pared del cuerpo con la finalidad de exponer
totalmente las visceras y érganos internos que fueron aislados en placas Petri con

solucidn salina fisiolégica al 0,85%.
2.4.Analisis bioldgicos

Después de la diseccion, en cada ejemplar de la especie Guanchiche (Hoplias
microlepis), se realizé extraccion de las visceras. Posteriormente, se obtuvo el peso de
la gbnada (PG) y higado (PH). Los érganos fueron pesados con una balanza analitica
marca OHAUS modelo Analitico Adventurer™ PRO.

En todos los peces se calcul6 el indice gonadasomatico (IGS), el factor de condicién
(FC) y el indice hepatosomatico (IHS) aplicado por Medina et al. (2019), Benitez et al.

(2019) y Sadekarpawar y Parikh, (2013) con ecuaciones de la siguiente forma:

_ Peso gonada (g)

IGS = x 100
Peso total (g)

El factor de condicion se calcul6 con la siguiente formula:

= Peso total (g)
~ Longitud total3(cm)

x 100

Como una medida adicional de la condicion del pez, se calcul6 el indice

hepatosomatico:1HS = 2¢509ad0 (9) 1)
Peso total (g)

2.5.Andlisis microbiolégicos

Para la identificacién de los parésitos se realiz6 por la técnica visual que permiten
detectar a simple vista, la presencia de parasitos en el pescado o en sus productos
derivados, ademés se utilizo el protocolo estandar del laboratorio de parasitos con

técnicas tradicionales para la fijacién de los parasitos nematodos (Serrano et al., 2017).

Los parasitos obtenidos a partir de los peces frescos fueron fijados en formol al 10% y

conservados en alcohol al 70% Para ser observados directamente en el microscopio
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binocular marca Boeco BM-190 y estereoscopio marca Olympus modelo SZ2-ILST,
respectivamente y aclarados en una mezcla de glicerina con alcohol en una
concentracion 1:1. Los estadios larvales fueron desenquistados para su estudio con la

ayuda de micro agujas y pinzas, luego relajados entre porta y cubre objetos.

Por otro lado, los parasitos hematodos encontrados fueron contabilizados y fijados en
vivo para su estudio morfolégico y molecular (Carvallho et al., 2014). La identificacién
de los parasitos en peces fue basada en guias de parasitos y libros y revistas cientificas
(Choc et al., 2020).

2.5.1. Determinacion de indices parasitarios

Para el andlisis cuantitativo de la poblacion parasitaria, se determinaron los valores de
prevalencia, intensidad media de infeccién, intensidad de infeccién y abundancia de
acuerdo con Bush et al., (1997) y Castellanos et al., (2020).

Prevalencia (P). Se expresa en porcentaje, sirve para determinar el nimero de
hospederos con uno o mas individuos parasitos de una especie en particular o grupo

taxondmico.

Numeros de hospederos infectados

Prevalencia % = — -
Numeros de hospederos examinados

Intensidad media de infeccién (IM). Permite calcular el nUmero promedio de una
especie particular de parasito entre los miembros infectados de una especie particular
de hospedador.

) ) Numero total de parasitos colectados
Intensidad Media =

Numero de peces infectados

Abundancia o Densidad relativa (AM). Numero total de individuos de una especie de
parasito en una muestra de hospederos dividido por el niUmero total de hospederos en

una muestra.

Numeros de total de parasitos colectados

Abundancia Media =
Numero total de hospederos de la muestra

2.6.ldentificacion molecular de nematodos

Se procedi6 a la identificacion y clasificacion de los nematodos presentes en los peces
mediante técnicas microbiol6gicas y moleculares, determinando asi su diversidad y

carga parasitaria.
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El método de determinacion fue la identificacion molecular por barcoding ITS. Para esto
ee realizd la extraccion de ADN por el método de Berrendero et al.,, 2008, Para la
extraccion de ADN, se tomaron 100 mg de muestra y se colocaron en un tubo que
contenia perlas de vidrio, tampdn de extraccion y [-mercaptoetanol. Las células
se lisaron mediante un vortex y se incubaron a 60 °C. Afadir cloroformo, centrifugar,
mezclar el sobrenadante con etanol y acetato de sodio y dejar toda la noche a -
20°C. Después de centrifugar y lavar con etanol, el sedimento se secoy se resuspendio

en agua DEPC con ARNasa.

Se evalud la integridad y calidad del ADN mediante espectrofotometria de micro
volimenes y visualizacién en gel de agarosa. Se diluyo el ADN hasta una concentracion
aproximadamente 30ng/uL para su amplificacion mediante la reaccion en la cadena de
la polimerasa (PCR) usando los primers ITS. Se realizaron dos reacciones de PCR para
amplificar las regiones ITS utilizando los siguientes cebadores: 18S (5-
TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3') y 26S (5-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3'). El
protocolo de PCR siguid las condiciones descritas por Lulamba y Serepa-Dlamini (2020).

El producto de PCR fue purificado previo a la secuenciacion por el método Sanger
(Tabla 1). Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y analizadas utilizando programas
bioinformaticos. Se compar6 la secuencia ensamblada de la muestra con la base de

datos nucleétidos de NCBI para su identificacion taxonémica

Tabla 1. Condiciones para la PCR.

Procedimientos Temperatura Duracién
Desnaturalizacion Inicial 95°C 3 min
95°C 15 seg
25 — 35 ciclos 60°C 1.2 min.
72°C 15 seg/kb
Extension final 72°C 1 min

3. Resultados
3.1.  Andlisis morfométricos del guanchiche (Hoplias microlepis)
3.1.1. Longitud total (cm) del guanchiche (Hoplias microlepis)

A continuacion, se muestra en la figura 2 las medidas longitudinales del guanchiche por
diferentes sexos y sitio de estudio.
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Longitud total (cm)
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Figura 2. Longitud total (cm) del guanchiche (MR) Machos el Recuerdo, (HP) Hembras
los Playones, (HR) Hembras el Recuerdo, y (MP) Machos los Playones. Las letras
iguales indican que no hay diferencias significativas (P > 0.05).

La longitud promedio del guanchiche (Hoplias microlepis) fue practicamente igual en el
Recinto El Recuerdo (30.09 + 3.42 cm) y en el Recinto Los Playones (29.33 + 3.27 cm),
sin diferencias estadisticas significativas (P > 0.05). Respecto a la comparacion por
sexo, los machos en El Recuerdo mostraron una talla promedio ligeramente mayor
(30.49 + 3.65 cm) en comparacion con los machos de Los Playones, que alcanzaron
28.22 + 2.26 cm; sin embargo, esta diferencia no resultd significativa (P > 0.05). En
cuanto a las hembras, se observé que en El Recuerdo presentaron una talla promedio
de 29.69 + 3.18 cm, mientras que en Los Playones alcanzaron un promedio de 30.44 +
3.74 cm, pero nuevamente, no hubo diferencias significativas (P > 0.05).

3.1.2. Analisis de peso (g) del guanchiche (Hoplias microlepis)
El peso del guanchiche se muestra en la figura 3 por diferentes sexos y sitio de estudio.

350 ab

300 . 4 b
250 I
2 150
=9

100

50
0
HP MR HR MP

Figura 3. Peso total (g) del guanchiche (HP) Hembras los Playones, (MR) Machos el
Recuerdo, (HR) Hembras el Recuerdo, y (MP) Machos los Playones. Las letras iguales
indican que no hay diferencias significativas (P > 0.05).

Sexo

El analisis de pesos del guanchiche (Hoplias microlepis) en el Humedal Abras de
Mantequilla revel6 que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los recintos
El Recuerdo y Los Playones. En El Recuerdo, el peso promedio registrado fue de 280.61
+ 98.83 g, mientras que en Los Playones fue de 262.90 + 105.26 g (P > 0.05). Al analizar
los datos por sexo, se observo que las hembras con el mayor peso promedio estaban
en Los Playones, con 297.98 + 128.25 g, mientras que el menor peso promedio se
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registro en El Recuerdo, con 274.77 £ 91.79 g; no obstante, estas diferencias no fueron
significativas (P > 0.05). En cuanto a los machos, en El Recuerdo se reportd un peso
promedio de 286.44 + 106.26 g, y en Los Playones fue de 227.81 + 58.91 g, sin que se
evidenciaran diferencias estadisticas significativas.

Este andlisis indica que, a pesar de las variaciones observadas en los pesos promedios
por recinto y sexo, no se detectaron diferencias significativas que pudieran atribuirse a
los factores estudiados.

3.2.  Andlisis de indices bioldgicos del guanchiche (Hoplias microlepis)
3.2.1. indice hepatosomatico del guanchiche (Hoplias microlepis)

El indice hepatosomatico del guanchiche por diferentes sexos y sitio de estudio se
observan en la figura 4.

1,8 a
S 16 2 ab
T 14 !
g 1,2
7]
% 1
% 0,8
= 0,6
804
<
= 0,2
=0
HP MR HR MP
Sexo

Figura 4. Analisis del indice hepatosomético del guanchiche, (HP) Hembras los
Playones, (MR) Machos el Recuerdo, (HR) Hembras el Recuerdo, y (MP) Machos los
Playones. Las letras iguales indican que no hay diferencias significativas (P > 0.05).

El indice hepatosomatico (IHS) del guanchiche (Hoplias microlepis) fue similar en ambos
recintos, con un promedio de 1.60 + 0.62 en El Recuerdo y 1.43 + 0.52 en Los Playones,
sin diferencias estadisticas significativas entre ellos (P > 0.05). Al analizar los datos por
sexo, los machos en El Recuerdo mostraron un IHS promedio de 1.55 + 0.70, en
comparacion con 1.38 + 0.39 en los machos de Los Playones, pero estas diferencias no
fueron significativas (P > 0.05). Por otro lado, las hembras de El Recuerdo presentaron
un IHS promedio de 1.64 + 0.53, mientras que en Los Playones fue de 1.49 + 0.63;
nuevamente, no se detectaron diferencias significativas (P > 0.05). Estos resultados
indican que, aunque se observan variaciones en el indice hepatosomatico entre los
recintos y sexos, dichas variaciones no son estadisticamente significativas.

3.2.2. Iindice gonadasomatico del guanchiche (Hoplias microlepis)

El indice gonadasomatico del guanchiche por diferentes sexos y sitio de estudio se
muestra en la figura 5.
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Figura 5. indice gonadosomatico del guanchiche, (HR) Hembras el Recuerdo, (HP)
Hembras los Playones, (MR) Machos el Recuerdo y (MP) Machos los Playones. Las
letras iguales indican que no hay diferencias significativas (P > 0.05).

El indice gonadosomaético (IGS) del guanchiche (Hoplias microlepis) fue similar entre los
recintos El Recuerdo (0.76 = 0.72) y Los Playones (0.71 £ 0.60), sin que se detectaran
diferencias estadisticas significativas entre ambos (P > 0.05). En cuanto al andlisis por
sexo, los machos en El Recuerdo y Los Playones mostraron valores practicamente
iguales de IGS, con promedios de 0.33 + 0.16 y 0.33 £ 0.10, respectivamente, sin
diferencias significativas (P > 0.05). Por otro lado, las hembras presentaron un IGS
notablemente mayor que los machos, con un promedio de 1.20 + 0.80 en El Recuerdo
y 1.09 + 0.66 en Los Playones, aunque estas diferencias tampoco fueron significativas
(P > 0.05). Estos resultados sugieren que las condiciones ambientales y los recursos
disponibles en El Recuerdo y Los Playones son relativamente similares en su impacto
sobre la condicion reproductiva de los guanchiches en estas localidades. La similitud en
los valores del IGS entre localidades y la diferencia marcada entre sexos resaltan la
importancia del monitoreo de los datos bioldgicos para comprender su ciclo biolégico.

3.2.3. Factor de Condicién del guanchiche (Hoplias microlepis)

La figura 6 muestra el factor de condicion del guanchiche por sexos y sitio de estudio.

1,04 a
= 1,03 a
=]
g 1,02 a
S 1,01
S 1
8 a
o 0,99
<= 0,98
E 0,97
S 096
= 0,95

0,94

HR HP MR MP

Sexo

Figura 6. Factor de condicién del guanchiche, (HR) Hembras el Recuerdo, (HP)
Hembras los Playones, (MR) Machos el Recuerdo y (MP) Machos los Playones. Las
letras iguales indican que no hay diferencias significativas (P > 0.05).

El factor de condicién (FC) en el guanchiche (Hoplias microlepis) fue de 1.00 £ 0.13 en
el recinto El Recuerdo, mientras que en el recinto Los Playones fue de 1.00 + 0.09, no
se encontraron diferencias significativas entre ambos recintos (P > 0.05). El analisis por
sexo demostré que los machos del recinto EI Recuerdo presentaron un factor de
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condicién de 0.98 £0.13, en comparacion con los machos del recinto Los Playones, que
obtuvieron un factor de condicion de 1.00 + 0.09. Estos resultados no fueron
estadisticamente significativos (P > 0.05). En cuanto a las hembras, las del recinto El
Recuerdo presentaron valores altos de factor de condicion, de 1.02 + 0.13, mientras que
las hembras del recinto Los Playones obtuvieron valores menores de factor de condicion
de 1.01+ 0.09, estas diferencias tampoco resultaron estadisticamente significativas (P >
0.05).

3.3.  Andlisis de parasitos del guanchiche (Hoplias microlepis)
3.3.1. Andlisis cuantitativo

La tabla 2 indica el nimero de parasitos e indices parasitarios de prevalencia,
intensidad, abundancia media de nematodos en el guanchiche por sexo y sitio de
estudio.

Tabla 2. Numero de parasitos e indices parasitarios de prevalencia, intensidad,
abundancia media de nematodos encontrados en el guanchiche por sexo en el Humedal
Abras de Mantequilla, recinto El Recuerdo (S1) y Los Playones (S2).

Especie Sitio Sexo  Prevalencia Intensidad Abundancia N° de

% Media Media Parasitos
d 67,50 5,22 3,53 141
S1 Q 77,50 6,94 5,38 215
G?ﬁggﬁ;;she Total 72 6.14 4,45 356
S2 Q 77,50 4,45 3,45 138
Total 80 4,72 3,78 302

En el humedal Abras de Mantequilla, en el recinto El Recuerdo, se analizaron 80
ejemplares de guanchiche (Hoplias microlepis). De estos, se encontraron 58 peces
parasitados por nematodos, lo que representa un 73%. La intensidad media de infeccién
fue de 6.14, mientras que, la abundancia media fue de 4.45. En el recinto Los Playones,
de los 80 ejemplares analizados, se encontraron 64 peces infectados por neméatodos,
representando un 80%. La intensidad media de infeccion fue de 4.72 y la abundancia
media fue de 3.78.

En total, se localizaron 658 nematodos en los peces guanchiche. La prevalencia en el
sexo macho fue del 82.50%. La intensidad media de infeccion fue de 4.97, mientras que,
la abundancia media fue de 4.10, en el recinto Los Playones, con un total de 164
nematodos encontrados. En el recinto El Recuerdo, la prevalencia fue menor en el sexo
macho alcanzando el 67,50%. La intensidad media de infeccion fue de 5,22, mientras
que, la abundancia media fue de 3.53, con un total de 141 nematodos encontrados.

En cuanto a la prevalencia en el sexo hembra en el recinto el Recuerdo fue del 77,50%.
La intensidad media de infeccion fue de 6.94, mientras que, la abundancia media fue de
5.38, con un total de 215 nemétodos encontrados, mientras que en el recinto los
playones la prevalencia en el sexo hembra fue de 77.50%. La intensidad media de
infeccion fue de 4.45, mientras que, la abundancia media fue de 3,45, con un total de
138 nemétodos encontrados. Estos datos, presentados en la Tabla 3, proporcionan una
vision detallada del grado de parasitismo por nematodos en los guanchiche de ambos
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recintos. Se evidencia una alta prevalencia y una variacién en la intensidad y abundancia
de la infeccion entre las dos localizaciones estudiadas.

3.3.2. Frecuenciade parasitos en los 6rganos parasitado del guanchiche (Hoplias
microlepis)

La tabla 3 presenta la frecuencia de nematodos del guanchiche presente por sexo y sitio
de estudio.

Tabla 3. Frecuencias de nematodos del guanchiche del humedal Abras de Mantequilla,
recinto El Recuerdo y los Playones.

Sexo Sitio G H I M C. A Q Estadio
S1 - 0.10+0.50 1.80+253 - 1.63+227 - Adulto

d S2 - 0.20+0.72 2.05+215 - 1.85+1.96 - Adulto
S1 - 0.23+0.86 2.63+x287 - 253+289 - Adulto

Q S2 0.13+0.79 0.05+0.22 158+193 - 170239 - Adulto

(S1) El Recuerdo, (S2) Los Playones, (G) Génadas, (H) Higado, (l) Intestinos (M)
Musculo, (C.A.) Cavidad Abdominal, (Q) Quiste, (E) Estadios.

En el guanchiche (Hoplias microlepis), se determind la frecuencia de parasitos en
diferentes 6rganos. En el recinto El Recuerdo del humedal Abras de Mantequilla, se
obtuvo un promedio de 0.00 + 0.00 parasitos en las gonadas, 0.16 + 0.70 en el higado,
2.21 + 2.72 en los intestinos, 0.00 £ 0.00 en los musculos, 2.08 + 2.62 en la cavidad
abdominal y 0.00 + 0.00 en quistes de parasitos en estadios adultos.

Para el recinto Los Playones del humedal Abras de Mantequilla, se observé una
frecuencia parasitaria de 0.06 + 0.56 en las gbnadas, 0.13 + 0.54 en el higado, 1.81 +
2.04 en los intestinos, 0.00 + 0.00 en los musculos, 1.78 + 2.17 en la cavidad abdominal
y 0.00 £ 0.00 en quistes de parasitos en estadios adultos. Este analisis también se
realizo por sexo. En ambos recintos, asi como en machos y hembras, se observé que
la mayor frecuencia de parasitos se encuentra en el intestino y en la cavidad abdominal.

3.4. Andlisis taxonédmico de nematodos del guanchiche (Hoplias microlepis)

Se realizo una caracterizacion morfolégica y taxondmica de los nematodos encontrados
en el guanchiche. La figura 7 muestra la presencia de nematodos en la cavidad visceral.

Figura 7. Pescado guanchiche (Hoplias microlepis) del Humedal Abras de mantequilla.
Donde: (A) Larvas L3 de la familia anisakis Contracaecum sp. en forma espiral en la
cavidad visceral. (B) Larvas de Contracaecum sp. Localizadas en los intestinos.

De 160 peces, 122 ejemplares de guanchiche (Hoplias microlepis) presentaron larvas
de la familia Anisakidae, siendo en el recinto El Recuerdo 31 hembras y 27 machos
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infestado y Los Playones 31 hembras y 33 machos, al igual que se observé presencia
de parasitos en el higado como en la cavidad visceral.

Se realizo microfotografias de las larvas para su clasificacibn como se muestra en la
figura 8, incluyendo el extremo anterior y el extremo posterior (figura 9).

A B i

g \é, anexas
£ - ‘ Mucrén/
Figura 8. Microfotogfafias de la larva L3 | Figura 9. Extremo anterior del
hallada de Contracaecun sp. A: enrollada y | nematodo Contracaecum sp.
B: sin membrana.

El nematodo identificado en este estudio pertenece a la familia Anisakidae,
especificamente Contracaecum sp. Estos ejemplares fueron hallados libres o adheridos
en la cavidad abdominal. A demas, se realizo una categorizacién de los estadios segln
su tamafio como se observa en la figura 10.

B

! pmumpmqnmnnnuqu | g|m||||u‘|m||{
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Figura 10. Longitud total de la larva de Contracaecum sp. A: 1.1 cm; B: 2 cm; C: 2.7
cm.

Las larvas de Contracaecum sp. se midieron, encontrandose tamafios que oscilaron
entre 1.1y 2.7 cm de longitud total. Los estadios encontrados corresponden a las fases
L3-L4 y adultos. Las caracteristicas morfolégicas de la larva encontrada presentaron un
color blanquecino, con una forma de cuerpo redondo y alargado con extremos
puntiagudos.

La alta prevalencia en estos humedales favorece la infestacion parasitaria, y el deterioro
en la salud de los peces se manifiesta a través de dafios tisulares, estrés fisiol6gico y
disminucién de la condicién corporal. La diferencia en el nimero de machos y hembras
infestados entre las dos localidades podria indicar variaciones en la exposicién a los
parasitos o diferencias en la susceptibilidad entre sexos.

3.5. Analisis molecular de parasitos en el guanchiche (Hoplias microlepis)

3.5.1. Extraccion de ADN de parasitos en el guanchiche (Hoplias microlepis)

Se obtuvieron 3 pool de extraccion de ADN de parasitos las cuales presentaron
resultados positivos tanto en cantidad como en calidad, demostrando la eficacia de los
métodos empleados. Las lecturas espectrofotométricas indicaron una relacion 260/280
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dentro del rango 6ptimo de 1.8 a 2.0, sugiriendo una pureza adecuada y ausencia de
contaminantes proteicos. Asimismo, las lecturas de 260/230 estuvieron en el rango
esperado de 2.0 a 2.2, lo cual confirma la ausencia de contaminantes organicos y sales.
Estos resultados aseguraron la calidad de los analisis moleculares, como PCR vy
secuenciacion. El producto de PCR de la amplificacion de la region ITS de las larvas
colectadas. Las secuencias que se obtuvieron fueron de 1200pb (Figura 11), mostrando
una identidad nucleotidica de un 97.45 % con una muestra del género Contracaecum
sp. (GenBank: MF668820.1), de acuerdo con el analisis del algoritmo SANGER.

3000 pb §

1500 pb

1000 pb

S00 pb

Figura 11. Gel de agarosa al 1% con productos de PCR para el fragmento ITS. Se
observa un amplicon de aproximadamente de 1200 pb para la muestra TO31. MM=
Marcador de peso molecular y CN= Control negativo.

Los resultados de la secuenciacion de ADN fueron limpias y claras obteniendo
resultados 6ptimos para el analisis. El resultado que se obtuvo después de alinear las
secuencias en el programa BLAST nos revelo que el nematodo caracterizado
microbiol6gicamente del pez guanchiche (Hoplias microlepis) perteneciente a Vinces,
indico que pertenecian al género Contracaecum sp. Estos resultados nos demuestran
la importancia de generar exploracion investigativa mas definida y sensitivamente como
las que proporciona las técnicas moleculares.

4. Discusion

4.1. Analisis morfolégico del guanchiche (Hoplias microlepis)

Los estudios sobre las caracteristicas del desarrollo, caracteristicas fisicas y quimicas
del medio acuatico, crecimiento, alimentacién, comportamiento y mortalidad de peces
son de gran interés para determinar las caracteristicas biol6gicas de las especies. Al
analizar el crecimiento en las tallas promedio por sexo, se observo que los machos del
recinto El Recuerdo alcanzaron valores altos tallas promedio (30.48 + 3.65 cm) con los
machos de Los Playones (28.22 + 2.26 cm), siendo no estadisticamente significativa (P
> 0.05). En cuanto a las hembras, se observo una tendencia inversa, donde las hembras
de Los Playones presentaron valores altos tallas promedio (30.44 + 3.74 cm) en
comparacion con las hembras de El Recuerdo (29.69 + 3.18 cm). Sin embargo, al igual
que en los machos, esta diferencia no fue significativa (P > 0.05). Por lo que se considera
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que las diferencias de crecimiento en las tallas promedio por sexo del Hoplias microlepis
entre los recintos El Recuerdo y Los Playones pueden deberse a varios factores. El
crecimiento diferencial por sexo es comun en muchas especies de peces y puede estar
influenciado por diferencias en la alimentacion, el comportamiento y la competencia
intraespecifica. Ademas, la presencia de parasitos puede afectar el crecimiento,
reduciendo la capacidad de los peces para absorber nutrientes. Las condiciones
ambientales, como la calidad del agua, la disponibilidad de alimentos y la temperatura,
también juegan un papel crucial en el crecimiento de los peces. Por lo tanto, aunque las
diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas, estos factores pueden
contribuir a las variaciones en las tallas promedio por sexo.

En cuanto el andlisis de pesos del guanchiche (Hoplias microlepis) en el Humedal Abras
de Mantequilla mostré similitudes estadisticamente significativas entre los recintos El
Recuerdo y Los Playones. En los Playones, el peso promedio del sexo hembra fue de
297.98 + 128.25 g, mientras que en el macho fue de 227.81 + 58.91 g. En el Recuerdo
fue de 286.44 £ 106.26 g para el macho, y en la hembra fue de 274.77 £ 91.79 g. Sin
diferencias significativas (P > 0.05). La variabilidad en las tallas y el peso podria estar
influenciada por factores como la disponibilidad de recursos alimenticios y la
competencia intraespecifica, que pueden variar ligeramente entre sitios de muestreo,
pero no lo suficiente como para provocar diferencias significativas en el crecimiento de
los machos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con trabajos por otros
autores, (Guerrieri et al., 2015). Segun, Ubilla et al. (2016), reporté un valor de talla
promedio (17.93 cm) en la especie guanchiche de las Abras de Mantequilla que son
inferiores a los de este trabajo de investigacion probablemente por la importancia de la
especie en la pesqueria local y el esfuerzo pesquero al que estad sometida.

Las diferencias de crecimiento en las tallas promedio por sexo del Hoplias microlepis
pueden estar relacionadas con la calidad y cantidad de alimento disponible,
particularmente en términos de proteinas. Estudios como los de Ramirez et al. (2023)
han demostrado que dietas ricas en proteinas, como la inclusién de camaron, resultan
en mayores pesos y longitudes en Brycon amazonicus. De manera similar, Soinski et al.
(2020) y Samaniego et al. (2023) encontraron que la deficiencia de proteinas o un
alimento inadecuado puede limitar el crecimiento en peces. En el caso del guanchiche,
una dieta insuficiente en proteinas puede no satisfacer sus requerimientos nutricionales,
afectando negativamente su crecimiento y desarrollo.

4.2. indices biolégicos del guanchiche (Hoplias microlepis)

Los indices biologicos proporcionan informaciéon del estado de salud de los individuos.
Segun Contreras et al., (2019), encontré en el bocachico (Prochilodus magdalenae) en
la ciénaga Chimichagua el FC fue 1,21 + 0,03; en cuanto el IHS 0,95 + 0,20; el IGS fue
0,42 + 0,33. Por otro lado, Moreno et al. (2019) en los indices corporales por sexo de la
especie Eremophilus mutisii encontré un (IGS) promedio en hembras de 13,6 y machos
2,2; el (IHS) promedio en hembras fue 0,9 y machos 0,3; en cuanto el factor de condicion
(FC) promedio en las hembras fue 0,9 y machos 0,8. Del mismo modo, Salgado-Cruz et
al. (2021) hace un reporte por sexos en la especie mugil curema FC, IHS, IGS. Los
valores promedio mensuales de las condiciones reproductivas en el indice
gonadosomatico (IGS) de la especie de pez Centropomus robalito no mostraron una
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tendencia clara a lo largo del muestreo; en las hembras, varié muy poco; en machos fue
bajo (Lucano-Ramirez et al., 2024).

En otras especies de peces como robalos, también se han definido periodos
reproductivos utilizando los valores del indice gonadosomatico (Costa e Silva et al.
2021). En C. robalito encontraron que el indice hepatosomético fue mayor un mes antes
del desove (agosto), puede haber una relacion inversa entre el indice gonadosomatico
e indice hepatosomatico (Espino et al., 2019).

En cuanto al parametro FC se puede garantizar la influencia en el crecimiento,
reproduccion y la supervivencia de los peces, asi como el bienestar y salud de los peces
(Yongo et al., 2020).

4.3. Prevalencia parasitaria de nematodos en el guanchiche (Hoplias microlepis)

Segun Benitez et al., (2019), el pez marino Merluccius gayi alberga parasitos del género
Contracaecum sp., con una prevalencia del 39% en la familia Anisakidae y un 53% de
los peces infectados. Asi mismo Estrella & Diaz (2017), reporta que el pez Auxis thazard
presenta parasitos del género Contracaecum sp., con una prevalencia del 1%, una
intensidad media de 1+0,05 y una abundancia de 0,01.

Sin embargo, Koinari et al., (2013) indica que el pez Vieja Azul (Andinoacara rivulatus)
presenta parasitos del género Contracaecum sp., con una prevalencia del 85,71% en
machos y del 83,33% en hembras. La intensidad media es de 4,6 en hembras y 3,1 en
machos, mientras que la abundancia es de 3,83 en hembras y 2,68 en machos.

No se hallaron parasitos en el masculo de ninguno de los peces examinados. Este
hallazgo es consistente con los resultados de Castellanos et al., (2019), Patifio & Olivera
et al., (2019) y Lucano et al., (2024) quienes también concluyen que no hay presencia
de nematodos en el musculo del guanchiche (Hoplias microlepis). La alta prevalencia
de parasitos del género Contracaecum sp. en diferentes especies de peces en las
localidades estudiadas puede estar relacionada con varios factores ecoldgicos y
ambientales, los cambios en la calidad del agua debido a la contaminacién por
desechos industriales, agricolas y domésticos pueden crear condiciones favorables para
los parasitos y sus hospedadores intermedios. , la modificacién de los habitats
acuaticos, como la construccién de represas y la alteracion de los flujos de agua, puede
afectar la dinamica de las poblaciones de peces y sus parasitos, facilitando la
transmisién de Contracaecum sp. El aumento de la temperatura del agua, posiblemente
debido al cambio climéatico, puede acelerar el ciclo de vida de los parasitos, aumentando
su prevalencia. Ademas, la sobrepescay la reduccién de la biodiversidad pueden hacer
que las especies de peces restantes sean mas susceptibles a infecciones parasitarias
debido a la disminucién de la competencia y la alteracién de las redes tréficas. Por
altimo, la falta de practicas adecuadas de manejo en la acuicultura y la pesca puede
contribuir a la propagacion de los parasitos. Todos estos factores juntos crean un
entorno donde los nematodos pueden prosperar y afectar significativamente a las
poblaciones de peces en estas localidades.

4.4, Parasitos presentes en el guanchiche (Hoplias microlepis)

En el presente estudio se evalud las caracteristicas parasitaria y molecular sobre las
variables en el Guanchiche (Hoplias microlepis) provenientes del Humedal Abras de
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Mantequilla, de los recintos El Recuerdo y Los playones de la region Vinces, provincia
de Los Rios, Ecuador. La Anisakis simplex es un nematodo de distribucion mundial que
infecta a los consumidores de pescado crudo o poco cocinado (Lerena et al. 2018;
Patifio y Olivera 2019). Hallazgos recientes sugieren que los cambios ambientales
debidos a actividades antropogénicas representan uno de estos factores de influencia
(Mattiucci et al. 2017). Generalmente, la mayoria de las larvas parasitan la porcion
ventral de la carne de pescado que rodea la cavidad visceral, aunque algunos pueden
migrar profundamente hacia las partes dorsales de los filetes (Levsen et al. 2016).

En los peces, las larvas de Anisakis spp. en etapa L3 muestran una forma enrollada,
gue cuando se desenrollan, miden aproximadamente 2 cm de largo (Aibinu et al. 2019).
Dentro de las especies de parasitos reconocidas como amenazas de salud publica son
Anisakis sp (A. simplex y A. physeteris) en peces de agua salada como: D. pacificum,
bonito y perico (Serrano et al.2017). Por otro lado, Lujan y Ascén (2023) indican que la
presencia de parasitos de diferentes familias puede estar presente también en peces
marinos: lisa, la lorna, tollo blanco, jurel, caballa, tollo comdn y raya aguila (Da Silva et
al., 2022). Por otra parte, (Maniscalchi et al. 2015), obtuvo 913 ejemplares de parasitos
en 20 tipos de pescados frescos. En 210 especimenes de Salmo trutta y 126 de
Schizothorax plagiostomus examinados, 49 (23,33%) y 35 (27,77%) respectivamente,
estaban infectados con diferentes tipos de helmintos parasitos (Ahmad et al. 2018).

4.5. Andalisis molecular

Las imagenes en gel de agarosa de los resultados de la electroforesis por PCR
proporcionan una comprension clara del éxito de la amplificacion del ADN en la muestra
T031 Yy la integridad del control utilizado. Los marcadores de tamafio molecular (MM) en
el gel contienen bandas de ADN de tamafo conocido y proporcionan una referencia
importante para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN amplificados en otras
bandas. En este caso, las bandas de 3000 pb, 1500 pb, 1000 pb y 500 pb son
claramente visibles y pueden compararse con precisién con las bandas observadas en
la muestra TO31.

El control negativo (NC) no mostré bandas visibles en el carril del gel de agarosa, lo que
es un buen indicador de que no hubo contaminacién en la reacciéon de PCR y que la
amplificacién fue especifica. La ausencia de una banda en el control negativo es
esencial para verificar la especificidad de los resultados experimentales, ya que
cualquier amplificaciébn o contaminacion no especifica dara como resultado una banda
en esta banda.

La muestra T031 mostré una banda cerca del marcador de 1000 pb, lo que indica que
la PCR fue exitosa y amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente este tamafio.
La claridad de esta banda indica una amplificacion eficaz y especifica del ADN objetivo.
Estos resultados indican que el protocolo de PCR estaba completamente optimizado y
gue las muestras de ADN eran de buena calidad. Vincular este andlisis de PCR a un
estudio de la frecuencia de parasitos guanchiche (Hoplias microlepis) en el humedal
Abras de Mantequilla permite comparar la precision y especificidad de los métodos
utilizados. En el estudio parasitolégico se observaron diferencias significativas entre los
recintos de El Recuerdo y Los Playones en la determinacién de la frecuencia de
parasitos en los diferentes corrales. La precision de la deteccion de parasitos en
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diferentes 6rganos, similar a la especificidad de la amplificacion del ADN mediante PCR,
es fundamental para obtener datos fiables y validos.

Las técnicas de PCR han demostrado ser eficaces en la identificacion de larvas de
Contracaecum con una concentracion minima de muestra, proporcionando un aporte
significativo para la determinacion de cualquier otro género de la familia Anisakidae. Las
secuencias de los genes COIl y 18SrRNA ITS1 5.8SrRNA ITS2 de muestras chilenas
mostraron una similitud del 96,34% al 96,52% y del 99% con las secuencias de
Diphyllobothrium dendriticum, respectivamente. Este hallazgo reporta por primera vez
la presencia de D. dendriticum en ecosistemas de agua dulce hasta los 43°S en la isla
de Chiloé (Rozas et al. 2012).

El gen cox-2 ha emergido como un candidato interesante para desarrollar nuevos
marcadores genéticos que podrian aplicarse para diferenciar entre Anisakis simplex ss
y Anisakis pegreffii (Ceballos-Mendiola et al., 2010). Ademas, se identificaron cuatro
especies adicionales de Anisakis utilizando estas enzimas (Mattiucci et al., 2002). Estos
andlisis de PCR, generalmente realizados en especies adultas y previamente
identificadas morfolégicamente, sugieren que esta téchica podria ser fundamental en
estudios futuros (Baldiris, 2005)

Gracias a estos avances, se recomienda el uso de PCR como base para investigaciones
futuras en diversas especies de hospederos. Esto permitiria determinar mas facilmente
el tipo de larva presente y contribuiria a brindar un diagnéstico certero y un tratamiento
temprano. La incorporacion de PCR en estudios parasitolégicos representa una
herramienta poderosa para mejorar la precision y eficiencia en la identificacion de
parasitos en diferentes etapas de su ciclo de vida.

5. Conclusiones

Al comparar los recintos, se observé que en El Recuerdo los machos tuvieron mayor
longitud (30.49 cm) y peso (286.44 @), lo que podria sugerir una mejor condicion fisica.
En Los Playones, las hembras presentaron el mayor peso promedio (297.98 @),
posiblemente debido a diferencias en la disponibilidad de recursos. El indice
hepatosomatico fue superior en El Recuerdo, indicando una posible mayor reserva
energética, mientras que el indice gonadosomatico de las hembras también fue mas alto
en El Recuerdo, lo que podria reflejar una mejor condicion reproductiva. Sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas. En los humedales El Recuerdo y Los
Playones, se encontré gue los machos de Hoplias microlepis en El Recuerdo presentan
una baja frecuencia de parasitos en el higado (0.10 £ 0.50), pero una mayor incidencia
en los intestinos (1.80 £ 2.53) y la cavidad abdominal (1.63 + 2.27). En Los Playones, la
frecuencia parasitaria en el higado es ligeramente mayor (0.20 + 0.72), mientras que la
incidencia en los intestinos (2.05 = 2.15) y la cavidad abdominal (1.85 + 1.96) es similar.
Las hembras en El Recuerdo tienen una mayor carga parasitaria en los intestinos (2.63
* 2.87) y la cavidad abdominal (2.53 + 2.89), mostrando una mayor susceptibilidad que
los machos. Esto podria estar relacionado con diferencias en la respuesta inmune, la
acumulacién de parasitos en los tejidos reproductivos durante el ciclo de vida y factores
ambientales y biol6gicos como la dieta y el comportamiento.

Los analisis realizados en los humedales muestran que la relacion entre longitud/peso
y el recuento de parasitos en Hoplias microlepis es muy débil en ambos recintos y sexos.
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El analisis taxondmico de nematodos en Hoplias microlepis revel6 una alta prevalencia
de larvas de Contracaecum sp. en ambos recintos, con una mayor infestacion en los
machos de Los Playones en comparacion con El Recuerdo. El analisis taxondmico de
nematodos en Hoplias microlepis reveld la presencia de larvas correspondientes a
estadios L3-L4 los cuales, midieron entre 1.1y 2.9 cm de longitud.

El analisis molecular confirmé la identidad de Contracaecum sp., con una secuencia de
ADN que mostro un 97.45% de similitud con muestras de GenBank. Estos resultados
subrayan la importancia de las técnicas moleculares para una caracterizacion precisa
de los parésitos.
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