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Eficacia de soluciones salinas modificadas para la supervivencia
de plerocercoides Tetraphyllidea de concha de abanico
(Argopecten purpuratus)

Efficacy of a modified saline solutions for the survival of Tetraphyllidean
plerocercoids from the scallop (Argopecten purpuratus)

Teresa Castro'*, Enrique C. Mateo', César A. Peiia?

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue obtener una solucion salina modificada que permita
una supervivencia mas prolongada para el estudio morfologico de plerocercoides
Tetrafilideos de la concha de abanico Argopecten purpuratus. Se evaluaron dos tempe-
raturas: T-1, temperatura ambiente y T-2, temperatura constante de 0.5 °C'y cinco solucio-
nes: A= SSF (solucion salina fisiologica — SSF —al 0.85%), B ='4 AM (agua de mar) + %
SSF, C=Y% AM+ ' SSF, D =% AM + %4 SSF, E = AM. Se utilizaron 100 larvas vivas recién
extraidas de gonadas de 4. purpuratus (10 por grupo experimental) durante 13 dias. La
mayor supervivencia se observo en las soluciones B y C del T-1, donde permanecieron
vivos cuatro plerocercoides hasta el dia 10 y tres hasta el dia 12, respectivamente. Con
excepcion de la solucion A, las larvas mantuvieron su actividad y forma normal en el resto
de las soluciones hasta el dia 6. Este trabajo demuestra que las soluciones salinas usua-
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les (0.75 a 0.9%) pueden no ser 6ptimas para mantener plerocercoides marinos vivos
que una salinidad que se aproxima al agua de mar es mas apropiada.
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Argopecten purpuratus

ABSTRACT

The aim of this study was to obtain a modified saline solution that allows a longer
survival for the morphological study of Tetraphyllideans plerocercoids from the scallop
Argopecten purpuratus. Two temperatures were evaluated: T-1, room temperature and
T-2, constant temperature of 0.5 °C and five solutions: A = FSS (physiological saline
solution — FSS —0.85%), B= "4 SW (sea water) + %4 FSS,C="%SW + 2 FSS, D=3% SW
+ % FSS, E=SW. One hundred live larvae freshly extracted from 4. purpuratus gonads
(10 per experimental group) were used for 13 days. The longest survival was observed
in T-1 solutions B and C, where four plerocercoids remained alive until day 10 and three
until day 12, respectively. With the exception of solution A, the larvae maintained their
normal activity and shape in the rest of the solutions until day 6. This work shows that
the usual saline solutions (0.75 to 0.9%) may not be optimal for keeping marine
plerocercoids alive and that a salinity approaching seawater is more appropriate.

Key words: saline solution, plerocercoid, survival, scallop, Argopecten purpuratus

INTRODUCCION

Se cree que el NaCl al 0.9% p/v (solu-
cion salina), llamada «normaly o «fisiologi-
ca» (Aldrete et al., 2004) se origind durante
la pandemia de cdlera que devastd Europa
en 1831; no obstante, a pesar de su continuo
y generalizado uso médico en la reposicion y
mantenimiento de fluidos humanos, los orige-
nes de esta solucion permanecen oscuros
(Awad et al., 2008).

Los animales de agua dulce mantienen
sus fluidos internos a niveles hiperosmoticos
en relacion con el agua dulce (Hill ef al.,
2006). Por otro lado, la mayoria de los inver-
tebrados marinos son aproximadamente
isoosmoticos con el agua de mar, por lo que
se les pueden denominar eurihalinos
osmoconformadores (Beadle, 1957; Hill,

1979; Barja, 1993; Castello, 1993; Maeda-
Martinez, 2002; Hill et al., 2006; Campbell y
Reece, 2007; Fanjul y Hiriart, 2008). Los pe-
ces marinos teledsteos son reguladores
hipoosmoticos, en los cuales la presion
osmotica del tejido es mucho mas baja que el
agua en la que viven (Hill ef a/., 2006).

Existe una escasez de literatura sobre
el mantenimiento de larvas vivas de cestodos
de hospedadores marinos. En un trabajo re-
ciente realizado con plerocercoides de
bivalvos marinos (Castro et al., 2019), se
observé que después de solo cuatro horas de
mantenerlos en solucion salina fisioldgica nor-
mal — SSF — (0.85%), perdian su vitalidad, se
volvian lentos y se hinchaban, lo que impedia
lograr una postura Optima para su fijacion en
glutaraldehido, comprometiendo la calidad de
las imagenes SEM del microscopio electro-
nico de barrido. Para corregir este problema

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 20390



Soluciones salinas para la evaluacion de plerocercoides

Cuadro 1. Parametros fisicoquimicos de las soluciones experimentales

Codigo Solucion pH Sal(lgs ;i ad
A SSF 7.00 0.85
B Vs AM + % SSF 7.74 1.59
C Y5 AM + % SSF 7.89 2.27
D % AM + Y4 SSF 7.90 2.94
E AM 7.856 3.59

SSF: Solucién salina fisiolégica; % AM + % SSF: % de agua de mar + % de solucion salina
fisiologica; ¥4 AM + % SSF: agua de mar + solucion salina fisiolégica en partes iguales; % AM +
% SSF: % de agua de mar + % de solucidn salina fisioldgica; AM: Agua de mar

y tener larvas con mejor supervivencia y con-
dicidn fisica, se han evaluado cinco solucio-
nes salinas a dos temperaturas: ambiental y a
temperatura constante 0.5 °C. El objetivo de
este trabajo fue elaborar una solucion que
permita extender la supervivencia de estos
plerocercoides para su examen morfoldgico,
sin usar un medio de cultivo, lo que es impor-
tante cuando el investigador tiene pocas mues-
tras para llevar a cabo su estudio; ademas de
evaluar la temperatura mas favorable.

MATERIALES Y METODOS

Se usaron cinco soluciones: A, B, C, D
y E (Cuadro 1), tanto para el tratamiento 1
(T-1) a temperatura ambiente como para el
tratamiento 2 (T-2) a 0.5 °C, lo que hace un
total de 10 pruebas en las que se usaron 100
plerocercoides vivos, 10 para cada prueba.
Los plerocercoides utilizados fueron identifi-
cados como «Tetraphyllidea» de acuerdo con
Caira et al. (2017) del género Caulo-
bothrium (Castro et al., 2019) y se extraje-
ron de la gonada de una concha de abanico
Argopecten purpuratus Lamarck, 1819, de
la bahia de Sechura, Piura, Peru.
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Las soluciones con los diferentes
parametros fisicoquimicos del agua se mues-
tran en el Cuadro 1. El pH de estas solucio-
nes se midié con un multiparametro Handy
Lab680 de SI Analytics, y la salinidad con un
medidor de conductividad InoLab WTW. Los
experimentos se llevaron a cabo en el Labo-
ratorio de Patobiologia Acuatica del Instituto
del Mar del Peru (IMARPE-Callao).

Las soluciones utilizadas se esteriliza-
ron en autoclave a 121 °C durante 15 min. El
agua de mar empleada para las diferentes
soluciones fue filtrada previamente. Las so-
luciones se colocaron en placas de Petri de
5.4 cm de didmetro y con 10 plerocercoides
en cada una. Las unidades de medida fueron
la movilidad, forma y supervivencia de los
plerocercoides obtenidas por observacion
(Figuras 1-2). El movimiento normal del
plerocercoide significa estiramiento y contrac-
cion del cuerpo y de los botridios, desde una
posicion de reposo hasta el maximo (Figura
3). Cada placa se evalud a la misma hora en
diferentes dias (Figuras 1-2). En T-2, las pla-
cas se colocaron a temperatura ambiente
(27.3 °C) durante 1 hora antes de proceder a
la evaluacion del estado de los plerocercoides.
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Figura 1. Tratamiento 1. Cambios en (A) Movimiento, (B) Forma y (C) Sobrevivencia en los
plerocercoides en cinco rangos de salinidad a temperatura ambiente (Lectura: 4 pm,
27.3 °C).

Categoria A: Solucion salina fisiologica; B: %4 AM + % SSF: 74 de agua de mar + % de
solucion salina fisiologica; C: 2 AM + %2 SSF: agua de mar + solucion salina fisiologica
en partes iguales; D: ¥4 AM + Y SSF: % de agua de mar + % de solucion salina
fisiologica; E: Agua de mar
Escala de movimiento: 5: muy activo, 4: activo, 3: moderadamente activo, 2: apenas
activo, 1: muy lento.

Escala de forma: 1: N (normal), 2: LE (ligeramente encogido), 3: E (encogido), 4: H
(hinchado), 5: HE (hinchado, encogido)

Se utiliz6 un analisis de Kruskal-Wallis

para identificar diferencias entre las solucio-
nes utilizadas. Complementariamente se uti-
1iz6 el test estadistico Dunn para hacer com-
paraciones multiples entre las respuestas eva-
luadas (movimiento, forma y sobrevivencia)
de los tratamientos utilizados.

Las soluciones B amb y C_amb (T-1)
permitieron una mayor supervivencia de los
plerocercoides (p<0.05) en comparacion con
el resto de las soluciones, no habiendo dife-
rencia significativa entre ellos (Cuadro 2).
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Figura2. Tratamiento 2. Cambios en (A) Movimiento, (B) Forma y (C) Supervivencia en los
plerocercoides en cinco rangos de salinidad a temperatura constante (Lectura: 4 pm,
0.5 °C).

Categoria A: Solucion salina fisiologica; B: ¥4 AM + % SSF: V4 de agua de mar + % de
solucion salina fisiologica; C: 2 AM + ¥4 SSF: agua de mar + solucion salina fisiologica
en partes iguales; D: % AM + % SSF: % de agua de mar + % de solucion salina
fisiologica; E: Agua de mar

Escala de movimiento: 5: muy activo, 4: activo, 3: moderadamente activo, 2: apenas
activo, 1: muy lento.

Escala de forma: 1: N (normal), 2: LE (ligeramente encogido), 3: E (encogido), 4: H
(hinchado), 5: HE (hinchado, encogido)

En T-1 (Figura 1), los plerocercoides
estaban vivos en las soluciones B_amb,
C amb, D amby E amb en el segundo dia,
pero solo aquellos que estaban en la solucion
C_amb se mantuvieron muy activos. En el
caso de las soluciones B_amb y C_amb, los
plerocercoides estaban vivos al sexto dia, sin
cambios en su morfologia, pero con poca ac-
tividad. De otra parte, tres plerocercoides
permanecieron vivos hasta el dia 12 en la
soluciéon C_amb, mostrando cambios en su
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morfologia (ligeramente encogidos) y con una
actividad muy lenta.

En la Figura 2, se puede observar que
para T-2, los plerocercoides se encontraban
vivos en las soluciones B_ref, C_ref, D_ref
y E_ref al segundo dia, pero solo aquellos
que estaban en la solucion C_ref se mantu-
vieron muy activos. En el cuarto dia, los
plerocercoides de las soluciones B_ref, C_ref
yD_refno presentaron cambios morfologicos
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Cuadro 2. Comparacion de dos tratamientos: T-1 a temperatura ambiente y T-2 a
temperatura constante 0.5 °C con cinco soluciones (A, B, C, D y E) con
relacion a la supervivencia de los plerocercoides

Medios salinos a temperatura ambiental (27.3 °C) y a 0.5 °C

A amb A ref Bamb B ref Camb Cref D amb D ref E amb

A ref 047
0.32
B amb -4.94 -5.41
0.00 0.00
B ref -274 -3.20 2.21
0.00 0.00 0.01
C amb -5.18 -564 -023 -2.44
0.00 0.00 0.41 0.01
Cref -278 -3.24 2.17 -0.04
0.00 0.00 0.02 0.48
D amb -3.80 -4.26 1.15 -1.06
0.00 0.00 0.13 0.14
D ref -329 -3.76 1.65 -0.56
0.00 0.00 0.05 0.29
E amb -500 -546 -0.05 -2.26

0.00 0.00 0.47 0.01
-1.59  -2.06 3.35 1.14
0.06 0.02 0.00 0.13

E ref

2.40
0.01
1.38 -1.02
0.08 0.15

1.88 -0.52 0.50

0.03 0.30 0.31

0.18 -222  -120 -1.70

0.43 0.01 0.12 0.04

3.58 1.18 2.20 1.70 3.40
0.00 0.12 0.01 0.04 0.00

Temperatura ambiente: soluciones A_amb, B_amb, C_amb, D amby E_amb

Temperatura constante (0.5 °C): soluciones: A_ref, B_ref, C_ref, D_ref, E_ref

Categoria A: Solucioén salina fisiolégica; B: % AM + % SSF: % de agua de mar + % de solucion
salina fisioldgica; C: 2 AM + % SSF: agua de mar + solucidn salina fisioldgica en partes iguales;
D: % AM + % SSF: % de agua de mar + % de solucidn salina fisiolégica; E: Agua de mar

anormales, pero disminuyeron su actividad.
En el quinto dia todas las larvas en la solu-
cion C_ref estaban viva, sin cambios
morfologicos, pero con poca actividad, en tan-
to que en las soluciones B _ref y D ref se
observo un ligero encogimiento del cuerpo.
Solo en la soluciéon D_ref se mantuvieron vi-
vas todas las larvas al sexto dia, aunque le-
vemente encogidas y con una actividad muy
lenta. Finalmente, solo 1 (C_ref) y 3 (D_ref)

plerocercoides permanecieron con vida has-
ta el octavo dia, presentando contraccion del
cuerpo y lenta actividad.

En la solucién A (0.85% de solucidon
salina) de T-1, los plerocercoides sobrevivie-
ron solo un dia y se hincharon. Esto mismo
sucedio en esta solucidon en T-2, donde tuvie-
ron una supervivencia de solo horas (menos
de un dia), muriendo hinchados y encogidos.

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 20390
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Figura 3. Larva plerocercoide (aumento 4x,
barra 200 um). A. Larva estirada. B. Larva
contraida. C. Larva normal en reposo. La fle-
cha muestra un botridio

Discusion

Aunque la solucién salina normal al
0.85% se usa para el estudio de 6rganos in-
ternos y para el mantenimiento de parasitos
en el analisis rutinario de organismos acuati-
cos (Cabrera et al., 2010; Cribb y Bray, 2010),
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es claramente inadecuada para el estudio de
los plerocercoides encontrados en el bivalvo
marino 4. purpuratus. En este contexto,
Humason (1972) refiere que existen diferen-
tes tipos de soluciones fisioldgicas segun sea
el tipo de investigacion y que estas deben ser
isotonicas para mantener los tejidos en con-
diciones normales (las células se hinchan en
soluciones hipotonicas y se encogen en las
hipertonicas), sugiriendo que la SSF sea de
0.9% para los mamiferos y de 0.75% para
los invertebrados. Asimismo, Hoffman (1999)
menciona que la SSF de 0.8-0.9% es ade-
cuada para el uso temporal en truchas, ya
que la sangre es casi isotonica.

Existe una amplia variedad de solucio-
nes salinas que se utilizan para el estudio
parasitologico de organismos acuaticos, como
la SSF comiinmente utilizada para helmintos
parasitos, que es 0.75% (Meyer y Penner,
1962; Mendoza-Palmero et al., 2007). Otros,
como Eiras et al. (2000) recomiendan una
solucion fisioldgica con un rango de NaCl de
0.6-0.8% para la inspeccion de o6rganos in-
ternos. Segun Hoffman (1999), la mayoria
de los parasitos internos deben estudiarse con
una SSF cuyo rango de cloruro de sodio sea
entre 0.8-0.9%, en tanto que Justine et al.
(2012) recomiendan el uso de una solucion
salina al 0.9% para los parasitos intestinales
de los peces. En este sentido, autores como
Salgado (2009), Quiroz (2014), Lemus et al.
(2016), y Scholz y Kuchta (2005), Rodriguez-
Gonzales y Vidal-Martinez (2008) recomien-
dan o utilizaron una solucion salina de 0.7%
para el examen de los parasitos intestinales y
organos internos.

Asimismo, Morey (2019) estudi6 los
organos internos de peces amazonicos utili-
zando agua destilada y Moreno et al. (2008)
colocaron parasitos de visceras en SSF al
0.75% de peces Mugil liza, Oreochromis
mossambicus 'y Dormitator maculatus;
Barrios-Gutiérrez et al, (2018) y Vazquez et
al. (2004) analizaron peces dulceacuicolas
colocando los 6rganos internos en SSF al
0.65%; en tanto que una SSF del 0.6% fue
utilizada por Sierra y Lamothe (1990) para el
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estudio de o6rganos internos del pez marino
Pomacanthus arcuatus. Por otro lado,
Tharme et al. (1996) utilizaron agua de mar
para el estudio del bivalvo Donax serra
parasitado con larvas de digeneos; y Mora-
les y Cuéllar (2008) utilizaron agua de mar
estéril para el estudio de los 6rganos internos
del camaron peneido en general.

Cabe sefialar que no se menciona el tipo
de solucion salina utilizada para la recolec-
cion de parasitos en la mayoria de los articu-
los de investigacion, posiblemente debido a
que son fijados de manera inmediata, sin ha-
cer un minucioso estudio in vivo previo. Aun-
que la mayoria de los investigadores consi-
deran la SSF como una solucion estandar para
el estudio de los parasitos de helmintos inter-
nos de cualquier organismo acuatico (peces,
moluscos o crustaceos) de agua dulce, los
hallazgos en este trabajo demuestran que
otras formulaciones basicas pueden dar me-
jores resultados.

Claramente, la solucién salina estandar,
representada en este estudio por la solucion
«A», (0.85% NaCl) no es recomendable ya
que los plerocercoides no sobreviven mas de
un dia y sus cuerpos se deforman debido a la
baja cantidad de sal en la solucion en las dos
temperaturas evaluadas. En el presente es-
tudio no se tomo en cuenta la turbidez de las
soluciones con el pasar de los dias; sin em-
bargo se debe tener en cuenta este factor, ya
que el agua se enturbia al permanecer los
plerocercoides muertos en el agua, lo que in-
fluye negativamente en la supervivencia de
las demas larvas. Por otro lado, mantener las
soluciones transparentes con el cambio de una
nueva solucién por dia, mejora la superviven-
ciay la vitalidad de las larvas plerocercoides
de concha de abanico.

Anantaraman (1963), en un trabajo si-
milar realizado con larvas de plerocercoides
de peces, mostrd que por debajo del 50% de
agua de mar (25%, 10% y agua corriente), el
agua pasa a los tejidos cuando se reduce la
presion osmética del medio externo produ-

ciendo la hinchazon y la posterior muerte de
la larva. En este trabajo se pudo observar
que la solucion A (SSF) tuvo una reaccion
similar con soluciones por debajo del 50%.

Se puede concluir que las soluciones B
y C del T-1 son adecuadas para la sobre-
vivencia de plerocercoides en bivalvos mari-
nos; sin embargo, en la solucion C (2.27% de
salinidad), para las dos temperaturas en eva-
luacion, se pudo observar un mejor tiempo de
supervivencia y de vitalidad en los
plerocercoides. Esto se aproxima al valor
sugerido por Hoar y Hickman (1975), quie-
nes encontraron que lo mas apropiado para
crustaceos marinos era una solucion de NaCl
al 2.67%. Posiblemente, la solucion «C» es
isotonica con el plerocercoide, pero se nece-
sitaria de estudios adicionales para demos-
trarlo.
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