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RESUMEN

La carne de pescado presenta propiedades nutricionales que son relevantes en el ambito de
la alimentacion humana, que los convierten en alimentos fundamentales dentro de lo

considerado como alimentacion equilibrada y cardiosaludable.

Por su geografia, Chile es uno de los principales paises que basan parte de su economia en
la industria pesquera industrial y artesanal. Sin embargo, al igual que el resto del mundo, el
pais se enfrenta a la sobreexplotacion de sus recursos pesqueros, ya sea por su exceso de
capturas, asi como la carencia de informacion respecto del estatus sanitario de éstas. De
hecho, a mediados de la década pasada se reconoce que las principales pesquerias que

operan en Chile se encuentran sobre explotadas o agotadas.

Es en este contexto que surge, como una pesqueria relativamente emergente y valiosa, la
explotacion sobre el bacalao de profundidad Dissostichus eleginoides, pez de profundidad
conocido internacionalmente como Patagonian Toothfish o Chilean Seabass. Esta especie,
a pesar de encontrarse presente a lo largo de casi todo el dominio maritimo de Chile, es un

recurso poco conocido desde el punto de vista biologico.

Diversas investigaciones, efectuadas desde hace dos décadas, han dado cuenta de
informacion respecto de la ecologia, alimentacion, reproduccién, estructura poblacional, etc.
de D. eleginoides. Sin embargo, existen escasos antecedentes respecto de la parasitologia

y, sobre todo, de la microbiologia de esta especie.

Desde el punto de vista parasitario, se han efectuado investigaciones principalmente en
poblaciones de D. eleginoides localizadas en el Océano Atlantico y en algunas islas
subantarticas. Solo dos trabajos se han realizado en ejemplares capturados en Chile, pero
datan de, a lo menos, una década. En ellos puede apreciarse que la parasitofauna de esta
especie es particularmente distinta de lo reportado en estudios similares en otras

localizaciones.

Por el contrario, desde el punto de vista microbioldgico no existen antecedentes en esta

especie, al menos en ejemplares salvajes. Solo se cuenta, a la fecha, con antecedentes
11



provistos por una investigacion efectuada en un ejemplar de D. eleginoides capturado en
aguas australes de Chile, pero que fue mantenido en condiciones de cautiverio de seis

meses.

Investigaciones respecto de la parasitofauna y de la comunidad bacteriana de D. eleginoides
son relevantes dado que para comprender su funcionamiento es necesaria su identificacion
y/o cuantificacioén, lo que a su vez permite inferir respecto de la diversidad poblacional de la

muestra analizada, asi como del estado de salud del hospedero en particular.

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
comunidad bacteriana y parasitaria del tracto gastrointestinal de ejemplares de D.

eleginoides, capturados en aguas de la zona centro sur de Chile.

Los resultados obtenidos demuestran, en primer lugar, que la parasitofauna de D. eleginoides
gue habitan aguas de Chile parece ser singular, tributando a su rol de carnivoro de tope, pero
correspondiendo a una poblacion particular de la especie. Asi mismo, dan cuenta del primer
reporte del parasitismo por Rocinela aff. australis en D. eleginoides y del hallazgo de larvas
de Pseudoterranova sp., cuya presencia solo habia sido informada en ejemplares capturados
en otras latitudes. Por el contrario, los resultados a nivel microbiolégico no coinciden con lo

previamente reportado debido a, probablemente, limitaciones metodoldgicas.

Finalmente, tanto en los resultados del ambito parasitario como microbioldgico, las extensas
migraciones y las condiciones batimétricas en las cuales habita D. eleginoides en la costa de
Chile, parecieran seleccionar una comunidad bacteriana y parasitofauna particular, lo que
seria caracteristico y correspondiente con la poblacién o stock pesquero de esta especie en
aguas chilenas. Por lo tanto, y debido a la escasez de antecedentes con que se cuenta a la
fecha, los resultados obtenidos en esta investigacion son pioneros en la especie y pueden

servir como linea de base para estudios posteriores.
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ABSTRACT

Fish meat has nutritional properties that are relevant in the field of human nutrition, which

make them essential foods within what is considered a balanced and heart-healthy diet.

Due to its geography, Chile is one of the main countries that base part of its economy on the
industrial and artisanal fishing industry. However, like the rest of the world, the country faces
the overexploitation of its fishing resources, either due to its excess catches as well as the
lack of information regarding their health estatus. In fact, in the middle of this last decade it

was recognized that the main fisheries operating in Chile were over-exploited or depleted.

It is in this context that the fishery is relatively emerging and valuable, the exploitation of the
deep-sea cod Dissostichus eleginoides, a deep-sea fish known internationally as Patagonian
Toothfish or Chilean Seabass. This species, despite being present throughout almost the

entire maritime domain of Chile, is a little-known resource from a biological point of view.

Various investigations, carried out for two decades, have provided information regarding
ecology, feeding, reproduction, population structure, etc. of D. eleginoides. However, there is

little information regarding the parasitology and, above all, the microbiology of this species.

At the parasitic level, investigations have been carried out mainly in populations of D.
eleginoides located in the Atlantic Ocean and in some subantarctic islands. Only two studies
have been carried out on specimens captured in Chile, but they date back at least a decade.
In them it can be seen that the parasitofauna of this species is particularly different from that

reported in similar studies in other locations.

On the contrary, a microbiological level there is no antecedent in this species, at least in wild
specimens. To date, there is only information provided by an investigation carried out on a
specimen of D. eleginoides captured in southern Chilean waters, but which was kept in

captivity for six months.
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Studies on the parasitofauna and the microbiology of D. eleginoides are relevant given that to
understand its operation, its identification and/or quantification is necessary, which in turn
allows inferring regarding the population diversity of the sample analyzed, as well as the state

of host health in particular.

Therefore, the objective of the present work was to characterize the bacterial and parasitic
community of the gastrointestinal tract of specimens of D. eleginoides, captured in waters of

the south central zone of Chile.

The results shown, in the first place, that the parasitofauna of D. eleginoides that inhabit
Chilean waters seems to be unique, paying tribute to their habits of top carnivores, but
corresponding to a particular population of the species. Likewise, they account for the first
report of parasitism by Pseudoterranova sp. Larvae, whose presence had only been reported
in specimens captured in other latitudes. On the contrary, the results at the microbiological
level do not coincide with what was previously reported, probably due to methodological

limitations.

Finally, both in the results of the parasitic and microbiological scope, the extensive migrations
and the bathymetric conditions in which D. eleginoides inhabits on the coast of Chile, seem to
select a particular bacterial and parasitofauna community, which would be characteristic and
corresponding to the population. or fishing stock of this species in Chilean waters. Therefore,
and due to the lack of antecedents available to date, the results obtained in this research are

pioneers in the species and can serve as a basis for subsequent studies.
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INTRODUCCION Y ASPECTOS GENERALES
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INTRODUCCION

De acuerdo con Baumgartner et al., (2019), se estima que la vida microbiana surgio
en el planeta hace 3430 millones de afios. Desde ahi en adelante, inexorablemente, las
diversas formas de vida que emergieron requirieron de energia para satisfacer sus procesos

vitales.

En su lucha por perpetuarse como especie, algunos seres vivos, independientemente
de su grado de complejidad, pasaron de adquirir nutrientes viviendo de forma libre a obtenerlo
de manera asociada. Es asi como, merced a un acervo genético particular, algunos se
asociaron con otros de la misma especie, estableciendo las sociedades y colonias. Sin
embargo, otro grupo lo hicieron con individuos de distinta especie, estableciendo las
denominadas asociaciones heteroespecificas, dentro de las cuales se debe destacar a las

simbiosis, comensalismo, foresis, mutualismo y parasitismo (Hilje, 1984)

Cada una de estas interacciones biolégicas desarrolladas entre el hospedero y su
hospedero eventual presenta distintos costos y beneficios. Por ejemplo, en el caso del
comensalismo ambos participantes se benefician, pero en el parasitismo uno de ellos, el

parasito, se beneficia, mientras que el hospedero eventual, se perjudica (Apt, 2013).

En ecosistemas marinos, las bacterias y parasitos constituyen un componente esencial
en la cadena tréfica, las cuales, a través de su interaccidon con otros seres, se vinculan
directamente con todos los eslabones que participan en estos ambientes. Por ejemplo, las
bacterias, ademas de presentar una gran abundancia y biomasa, controlan los flujos de
nutrientes en el sistema a través de la mineralizacion de la materia organica, participan en la
produccion secundaria de carbono, utilizan la materia organica disuelta que deriva de los
organismos autétrofos y de la actividad metabdlica de otros organismos heterétrofos de
mayores dimensiones presentes en el ambiente pelagico (Schut et al., 1997; Lépez y
Zaballos, 2005)

Los componentes de la comunidad bacteriana y los endoparasitos gastrointestinales
ejercen una variada influencia sobre la biologia de sus hospederos pudiendo, en algunos

casos, afectar su abundancia o causar dafios en sus poblaciones en la eventualidad de que
16



adquieran proporciones epidémicas (Marcogliese y Cone, 1997). Por ejemplo, es reconocido
el papel patégeno de algunos helmintos en poblaciones de peces y mamiferos marinos,
incluso con amplitud de dominios que exceden el ambito marino, sobre todo aquellos de

caracter zoonaético (Acha y Szyfres, 2003).

En este sentido, el estudio microbioldgico y parasitario de especies que tienen
importancia econdmica puede proveer de informacion relevante, sobre todo en pesquerias
CUyos recursos se encuentran sobre explotados o agotados. Sin embargo, dichos estudios
se han focalizado principalmente en especies marinas que se encuentran vinculados a
acuicultura, es decir, sujetas a produccion de caracter intensivo o confinado (Llewellyn et al.,
2014).

Dissostichus eleginoides Smitt, 1898, es una especie de interés comercial, habitante
de aguas profundas y frias del hemisferio sur, particularmente vulnerable a la
sobreexplotacion pesquera debido a su lento crecimiento, madurez tardia y baja fecundidad
(Horn, 2002; Collins et al., 2010). La investigacion sobre esta especie contempla diversas
disciplinas, aunque la informacién de caracter parasitario y, sobre todo microbiolégico es

€Scaso.

Desde el punto de vista parasitario, D. eleginoides ha sido estudiado principalmente
en poblaciones de aguas subantarticas y del Océano Atlantico. En estas ubicaciones, se han
reportado una elevada variedad de especies parasitarias, principalmente helmintos, aunque
con marcadas diferencias en la magnitud del parasitismo. Al respecto, se ha sugerido que
tales diferencias se deberian a diversas caracteristicas geograficas propias de cada
ecosistema en particular y que influenciarian en la abundancia de hospederos intermediarios
de algunos parasitismos, determinando la ocurrencia de dichas variaciones basado en
parametros ecoldgicos como riqueza, prevalencia y abundancia de infeccion (Gaevskaya et
al. 1990; Brickle, 2003; Brickle et al., 2005, 2006; Brown et al., 2013). En aguas de Chile, los
trabajos disponibles son escasos y los reportes sobre parasitofauna se limitan a
endohelmintos gastrointestinales transmitidos por via trofica (Rodriguez y George-
Nascimento, 1996; Oliva et al., 2008). Ademas, se pudo evidenciar que la estructura de la

poblacién parasitaria gastrointestinal era muy particular y pareciera corresponder a una
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poblacidn homogénea que no coexistiria con poblaciones de ubicacién subantartica y del

Océano Atlantico.

En este sentido, quedan aun muchas incégnitas por resolver, dado que las
investigaciones datan, al menos, de una década. Por ejemplo, se ha sefialado que el
ambiente marino ha experimentado una serie de variaciones en sus condiciones
fisicoquimicas vinculadas al cambio climatico (Medellin et al., 2016). El estudio de ciertos
parasitos puede contribuir al entendimiento de estos procesos debido a que puedan otorgar
evidencia o insumos que permitan perfilar a una poblacion de hospederos en particular. Por
ejemplo, helmintos cuyos ciclos son complejos, permiten interpretar ecolégicamente a sus
hospederos ya que, al utilizar diversas cadenas alimenticias para alcanzarlos, dependen de

diversas interacciones tréficas para su persistencia (Campbell et al., 1980).

Por otra parte, y desde el punto de vista bacteriano, a nivel mundial no existen
antecedentes o estudios que se hayan realizado en poblacion salvaje de D. eleginoides. De
hecho, solo se cuenta con un trabajo que se efectué en un ejemplar, capturado en el Océano
Pacifico austral y que fue mantenido en cautiverio previamente durante meses. Ademas, esta
investigacion se llevé a cabo mediante la aplicacion de técnicas tradicionales basadas en
cultivos sélidos para aislamiento e identificacion por métodos de secuenciacion del ADNr 16S
(Urtubia et al., 2017).

Sin embargo, la informacion reportada en ese trabajo parece ser aun incompleta dado
gue los medios de cultivo tradicional utilizados permiten el estudio solo de una fraccion de la
poblacién bacteriana, aquella que es cultivable (Pond et al., 2006). Por lo tanto, seria
relevante efectuar estudios basados en métodos moleculares de deteccion bacteriana en
poblacién salvaje de D. eleginoides, con el fin de conocer a aquellos grupos bacterianos no
cultivables que conforman naturalmente la comunidad bacteriana del bacalao de profundidad.
Ademas, dicha informacién también permite dar luces respecto de bacterias que, ademas de
ser potencialmente patégenas para D. eleginoides, pueden tener implicancias en la

ocurrencia de zoonosis por su consumo por parte de la poblacion.
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Por ultimo, son escasas las investigaciones sobre especies de aguas profundas o frias,
dado que solo han efectuado en especies de importancia econdmica, principalmente

vinculadas a modelos de produccion o acuicultura (Jensen et al., 2002; Ringa et al., 2006).
En base a lo expuesto, surgen las siguientes preguntas de investigacion:

En el ambito parasitario, ¢ Se mantiene la estructura y conformacion de la parasitofauna en

poblaciones de D. eleginoides en aguas de Chile, observada décadas atras? Y si hubiese

cambios ¢ Pueden atribuirse a variaciones vinculadas al contexto del cambio climatico?

En el ambito bacteriano ¢Cual es la estructura de la comunidad bacteriana de poblaciones

de D. eleginoides en estado salvaje en aguas de Chile? ¢ Difiere de lo reportado en la

literatura en esta especie?
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ANTECEDENTES GENERALES

Origen e importancia de los peces nototénidos

Dentro de los peces teledsteos, la Familia Nototheniidae agrupa a especies endémicas
del hemisferio sur y que estan mayoritariamente presentes en aguas antarticas y
subantarticas (Sanchez et al., 2007). Con mas de 50 especies conocidas, y de elevada
diversidad morfologica, es la familia con mayor numero de representantes del suborden
Notothenioidei el cual, en su conjunto, representa el 35 % de las especies del Océano Austral
(Eastman y Clarke, 1998).

Los nototénidos se caracterizan por presentar un cuerpo elongado y completamente
escamado, destacando una cabeza grande mas o menos deprimida, 0jos grandes y en
algunos casos orientados hacia arriba. En algunas especies la cabeza puede carecer de
escamas. La boca es protractil con una mandibula inferior mas larga que la superior y con un
palatino sin dientes. Presentan una membrana branquial que forma un pliegue a través del
itsmo, 6 a 7 rayos branquiostegos, branquiespinas cortas y poco numerosas. Poseen dos
aletas dorsales: la primera con una base corta y espinas flexibles, bien separada de la
segunda dorsal, la cual tiene una base muy larga y no tiene espinas; y una aleta anal muy
larga, sin espinas u ocasionalmente con una. Por ultimo, pueden presentar externamente dos

a tres lineas laterales y carecen de vejiga gaseosa (Oyarzun, 2003).

No se dispone de antecedentes suficientes que aclaren el origen de este grupo, debido
a la carencia de registros fésiles posteriores al Eoceno (Eastman, 1993), aunque la hipotesis
mas aceptada es que habrian evolucionado en las aguas someras que rodean al continente
antartico, adaptandose progresivamente al enfriamiento del Océano Austral durante el
periodo Terciario (De Witt, 1971; Eastman, 1993). De esta forma, y de acuerdo con Eastman
y Clarke (1998), el grupo evolucioné a partir de un stock de peces perciformes demersales,

en un periodo comprendido entre los 25 y 5 millones de afos.

Debido a su vinculo de origen con las frias aguas antarticas, presentan adaptaciones
morfolégicas y fisioldgicas especificas que les han permitido ocupar diversos roles

ecoldgicos, que en aguas templadas normalmente son ocupados por peces de diferentes
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categorias taxonémicas (Murillo & Oyarzun, 2002; Scapigliati et al., 2006). De esta forma, es
posible encontrar especies benténicas, bentopelagicas, criopelagicas y pelagicas (Eastman
1991).

De acuerdo con Balushkin (2000), los Nototénidos sensu stricto han sido
tradicionalmente agrupados en tres subfamilias: Nototheniinae (Notothenia, Paranotothenia,
Gobionotothen, Lepidonotothen y Patagonotothen), Trematominae (Trematomus,

Pagothenia) y Pleuragrammatinae (Dissostichus, Pleuragramma, Aethotaxis y Gvozdarus).

Aspectos generales de Dissostichus eleginoides

Dentro de la Familia Nototheniidae, destaca Dissostichus eleginoides Smitt 1898,
especie que constituye un importante recurso pesquero demersal del hemisferio sur y que es
conocido bajo variadas denominaciones, tales como: Chilean Seabass (Canada, Chile,
EEUU), bacalao de profundidad (Chile, Peru), merluza negra (Argentina, Uruguay),
austromerluza negra (Espafa), patagonian toothfish (Canada, EEUU, Inglaterra), légine
australe (Francia) y patagonsky klykasch (Rusia), entre otras. Debido a que estos diversos
nombres han causado confusiones desde el punto de vista taxondmico y en estadisticas de
pesca, Oyarzun y Campos (1987) propusieron el nombre de “dientudo” como la denominacién

vernacular mas correcta para esta especie.

D. eleginoides (Figura 1) se caracteriza por presentar un cuerpo robusto, fusiforme, de
color grisaceo y cubierto totalmente de escamas grandes, salvo el rostro y la region
preorbitaria donde se observan escamas mas pequefas. Sin embargo, en la region dorsal de
la cabeza, en dos zonas del area supraorbital y en la linea lateral inferior estan ausentes
(Pequeno, 1989).

Su cabeza se encuentra levemente deprimida donde destaca una boca grande, con el
maxilar extendiéndose posteriormente hasta la mitad del ojo a mas atras. Contiene dientes
biseriados en la mandibula superior, donde aquellos de la fila externa son mas grandes y con
forma de caninos, siendo una de las caracteristicas mas tipicas del género. Los dientes de la

mandibula inferior son uniseriados también como caninos (Cousseau y Perrotta, 2000).
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Posee dos aletas dorsales donde la primera consta de 8 a 11 espinas y la segunda
con 20 a 30 radios. La aleta anal consta de 26 a 30 radios mientras que la aleta pectoral es
grande y de mayor tamafo que la pélvica, a manera de abanico con 24 a 26 radios. La aleta

caudal se encuentra truncada o levemente emarginada (Oyarzun, 2003).

El cuerpo presenta dos lineas laterales: la inferior con extension variable desde la base
del pedunculo caudal, pudiendo llegar hasta la altura del comienzo de la segunda aleta dorsal;
con aproximadamente 95 escamas tubulares en la linea lateral superior y 64 en la inferior
(Cassia y Perrotta, 1996).

Los cinco huesos hipurales del esqueleto caudal estan separados e individualizados
unos de otros. El foramen de la cintura escapular se ubica completamente en el hueso

escapular (Cousseau y Perrotta, 2000).

Figura 1. Fotografia de D. eleginoides tomada con camara a 1000 m de profundidad en la

Plataforma Patagonica (extraido de Collins et al., 2010).

Cabe notar que, dentro del género también se encuentra el bacalao antartico D.
mawsoni Norman, 1937, habitante exclusivo de aguas antarticas (Bargelloni et al., 2000). De
hecho, existen areas donde cohabitan ambas especies tales como al norte del mar de Ross,
Islas Orkney y al sur de Kerguelén Plateau (Gon y Heemstra, 1990; Brickle et al., 2005). Si

bien, ambas especies son muy parecidas morfolégicamente, D. eleginoides se diferencia de

22



D. mawsoni por la presencia de areas sin escamas en la region de la cabeza y la linea lateral
inferior (Pequefo, 1989).

Distribucion geografica y batimétrica de D. eleginoides

D. eleginoides presenta una distribucion geografica circumpolar discontinua restringida
a montes y plataformas (Figura 2), principalmente en aguas subantarticas y antarticas del
hemisferio sur, incluyendo los océanos Pacifico Suroriental, Atlantico e indico y en areas
circundantes a las plataformas peninsulares de islas subantarticas como las Islas Malvinas,
Georgia del Sur, Principe Eduardo, Bouvet, Kerguelen, Macquerie, Crozet y Heard alrededor
de Ob y Lena Banks (Sancho et al., 2003; Collins et al. 2010). Sin embargo, también se le
puede encontrar alrededor del cono sur de América, en el talud continental pacifico desde
Peru (Punta Aguja: 6°° LS) hasta al sur de Chile, y por el Atlantico, desde Uruguay (35° LS)
hasta el sur de Argentina, bordeando toda el area de la Patagonia (Arkhipkin et al., 2003;
Ashford et al., 2005).

Figura 2. Distribucidon geografica de D. eleginoides (areas oscurecidas) en aguas polares y

proyecciéon hacia Sudamérica (extraido de Collins et al., 2010).

El limite meridional de la distribucion geografica de D. eleginoides pareciera estar
sobre los 55 a 60°LS, en torno al continente Antartico, pues se le ha capturado en la Peninsula
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Antartica, isla Rey Jorge (61°24’LS), en el Mar de Ross, Islas Orkney y al sur de Kerguelén
Plateau (Gon y Heemstra, 1990; Brickle et al., 2005; Ghigliotti et al., 2007). Sin embargo,
Moller et al. (2003) informan el hallazgo de un ejemplar en el hemisferio norte (Groenlandia),
situacion que se deberia a la desorientacién de un individuo que se transport6 por aguas frias
profundas que cruzan el Ecuador, no representando una poblacion en este lugar. A pesar de
esto, algunos autores estiman que el rango de distribucién de la especie podria ser mas
amplio, sobre todo considerando que ésta podria estar influenciada por procesos de radiaciéon
adaptativa y a una capacidad de migracién superior a los 10 mil km (Oyarzun y Campos,
1987; Dewitt et al., 1990; Schluter, 2000).

D. eleginoides es considerada como una especie abisobentdnica, cuyo rango
batimétrico conocido fluctua entre los 70 y 3850 m de profundidad, habitando por sobre la
plataforma y talud continental de Sudamérica e islas subantarticas (Arkhipkin et al., 2003;
Barrera-Oro et al., 2005; Prenski y Almeyda, 2000; Collins et al., 2010). En areas antarticas
de los Océanos Atlantico e indico este rango es mas estrecho (70 y 2500 m), al igual que lo
sefalado en reportes de captura en aguas de Chile (Young et al., 1998; Goldsworthy et al.,
2002). Desde el punto de vista pesquero, las concentraciones de peces mas relevantes se
encuentran entre los 1.000 y 1.500 m (Young et al., 1996). Sin embargo, esta distribucion
estaria condicionada por la edad (Collins et al. 2010) dado que los ejemplares maduros son
demersales, pudiendo vivir en profundidades que exceden los 1500 m mientras ejemplares
de menor tamano y edad estdn en aguas menos profundas, entre los 100 y 500 m,
presentando habitos mas bien pelagicos (Young et al., 1999; Zuleta et al., 1999; Goldsworthy
et al., 2002).

Principales caracteristicas biolégicas y ciclo de vida de D. eleginoides

El ciclo de vida de D. eleginoides se desarrolla en aguas frias influenciadas por las
aguas Subantarticas, Intermedia Antartica y masas de agua mas profundas, contemplando
diversas fases ontogenéticas. La capacidad de adaptacion a habitats extremos se vincula con
una serie de adaptaciones evolutivas que, en su mayoria, comparte con los miembros de la
Familia Nototheniidae. Por ejemplo, D. eleginoides se ha adaptado ambientes frios debido a
gue ha desarrollado un conjunto de glicoproteinas anticongelantes (Cheng, 1998; Cheng et

al., 2003). De la misma manera, y considerando que esta especie carece de vejiga gaseosa,
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las extensas migraciones verticales son posibles producto de la presencia de acumulos de

lipidos y estructuras cartilaginosas que aligeran su cuerpo (Oyarzun et al., 1988).

Los desoves ocurren en zonas pelagicas de aguas profundas. Se ha indicado que la
especie lo haria en la plataforma de las Georgias del Sur y Malvinas, a profundidades que
fluctian entre 800 y 1000 m (Arkhipkin et al., 2003; Laptikhovsky y Brickle, 2005; Laptikhovsky
et al., 2006), mientras que otros autores (Kock et al., 2006) sefalan que los huevos son
liberados en ambientes pelagicos dado que las larvas y post larvas se han encontrado a este
nivel alrededor de las Georgias del Sur (North, 2002) y en la parte sur de la plataforma
Patagonica (Arkhipkin et al., 2003). Sin embargo, quienes sostienen la primera opcién
argumentan que, aunque los huevos podrian descender hasta los 1000 m de profundidad,

merced a corrientes advectivas, ascenderian hacia aguas someras cercanas a la plataforma.

Las larvas ascenderian cerca de la superficie, distribuyéndose en la zona pelagica por
sobre la plataforma, asi como también sobre el quiebre de la plataforma y el talud. Este
ascenso les permite encontrarse con otras masas de aguas que facilitan el acceso hacia otras
zonas, ampliando el area de influencia del desove. Ademas, al distribuirse en aguas mas
someras las post larvas pueden alimentarse de zooplancton. Posteriormente, los ejemplares
juveniles migran hasta areas profundas de la plataforma Patagénica (70 a 500 m) donde
crecen hasta los 60-70 cm de longitud total (LT), periodo que puede durar por afios (Arkhipkin
et al., 2003; Laptikhovsky et al., 2006; Collins et al., 2007). Por ultimo, los ejemplares adultos
descienden a profundidades mayores a los 1000 m. La madurez sexual de las hembras se
alcanza entre los 70 y 90 cm de LT (7 a 11 anos) y en los machos entre los 90 y 100 cm de
LT (9-12 afos) (Arkhipkin et al., 2003; Barrera-Oro et al., 2005; Horn, 2002; Sancho et al,
2003; Laptikhovsky et al., 2006).

La edad maxima, determinada mediante la lectura de sus otolitos, oscila a lo menos
entre los 45 y 50 afos (Horn, 2002; Oyarzun et al., 2003), presentando un crecimiento
relativamente rapido en los 10 primeros afios de vida. Al alcanzar su madurez (700 — 900 mm

de longitud) el crecimiento se hace mas lento (Evseeko et al., 1995; Collins et al., 2007).

Se ha calculado que los valores de fecundidad de D. eleginoides oscilan entre los 48

mil a 546 mil huevos vitelados de 4,3 a 4,7 mm de diametro, lo que variaria segun la LT y la
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localidad geografica (Evseenko et al., 1995; Brickle et al., 2005). Revisiones microscoépicas
efectuadas en los ovarios sefalan que esta especie corresponderia a un desovador
sincrénico por grupo (Young et al., 1999), cuyo resultado es un evento de desove anual, que
ocurre entre los meses de julio y agosto, aunque se ha sefialado que habria otro evento de
menor magnitud entre abril y mayo (Barrera-Oro et al., 2005; Laptikhovsky et al., 2006).
Durante este periodo las hembras ascenderian a profundidades menores (400 a 500 m), lo

gue dificultaria capturarlas en faenas pesqueras tradicionales (Young et al., 1992).

Alimentacion de D. eleginoides

La especie es caracterizada como un depredador oportunista de amplio espectro
trofico (Pilling et al., 2001), que consume una elevada variedad de itemes-presa, como
crustaceos, cefalopodos (Xavier et al., 2002; Cherel y Duhamel, 2003; Van de Hoff, 2004) y
peces (Goldsworthy et al., 2001) ademas de cnidarios y equinodermos (Pilling et al., 2001).

Su alimentacién la realizaria durante las 24 horas del dia (Pakhomov et al., 2006).

Sin embargo, sus preferencias varian de acuerdo con su desarrollo ontogenético y, en
definitiva, a su habitat temporal. En estado de post larva y juveniles se alimenta de
zooplancton y pequefios peces (Arkhipkin et al., 2003), mientras que como adulto es ictiéfago.
Por ejemplo, durante su fase ontogénica de plataforma, la especie se alimenta de otros
nototénidos como Patagonotothen ramsayi los que se encuentran cercanos al fondo en la
Plataforma Patagonica y en la Plataforma de las Georgias del Sur. De esta forma,
cefalépodos y crustaceos tendrian una importancia secundaria en su espectro trofico (Cassia
y Perrotta, 1996). Estando en aguas profundas la especie es eminentemente oportunista,
alimentandose principalmente de macruridos y moridos, aunque también de camarones

(Pilling et al., 2001) y grandes crustaceos bentdnicos (Arkhipkin et al., 2003).

También, su dieta puede variar de acuerdo con su disponibilidad de presas, lo que
estaria vinculada a cambios estacionales que determinarian la abundancia y migracion de
estas (Arkhipkin et al., 2003). Por ejemplo, se ha documentado en ejemplares juveniles de D.
eleginoides que habitan Shag Rocks, Islas Georgias del Sur y en la Isla Macquarie, que su
item principal lo constituyen peces, seguido de cefalépodos, misidaceos y crustaceos,

mientras que en especimens habitantes del area del Archipiélago Principe Eduardo, el item
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presa predominante fueron los cefalépodos seguido por los peces (Goldsworthy et al., 2002;
Barrera-Oro et al., 2005; Collins et al., 2007).

Por ultimo, la presencia dentro del area de distribucion del bacalao de profundidad de
la zona de convergencia antartica o zona frontal polar antartica, que divide las aguas
relativamente templadas del Océano Pacifico con las frias aguas del Océano Glacial
Antartico, es un limite que separa dos regiones hidroldgicas diferentes. Por ejemplo, en una
ubicacion precisa de esta linea se evidencia un repentino cambio de temperatura de la
superficie del agua, con promedios de 2,8 °C a 5,5 °C. Esta situacion no determina un limite
fisico, sino que también de caracter bioldgico pues separa areas de climas diferentes y, por
lo tanto, de asociaciones de vida y cadenas troficas distintas, que implican el acceso a

diferentes itemes-presa potenciales para D. eleginoides.

La presencia de la convergencia antartica determinaria que los ejemplares de D.
eleginoides capturados al norte de esta presentan distinta constitucion en su dieta, aunque
muestran una considerable variabilidad en su patron de alimentacion en aguas de Chile,
variando su dieta segun sitio de captura, estado de su ciclo vital, profundidad y época del afio
(Oyarzun, 2001). El espectro trofico estaria compuesto al menos de 20 items-presa,
predominantemente ictiéfaga, destacando Helicolenus lengerichi, Trachurus symmetricus,
Merluccius gayi y Ariosoma sp., ademas de registrarse canibalismo entre ellos. También, en
su dieta pueden aparecer poliquetos y cefalépodos. Oyarzun et al., (2003) sefalan que los
crustaceos se encuentran pobremente representados, principalmente Heterocarpus reedi y
Lebidoclacacea granaria, y su frecuencia disminuiria en aguas mas meridionales, aunque

esto no coincide con lo reportado por otros autores (Arrizaga et al., 1996; Murillo et al., 2008).

Estructura poblacional de D. eleginoides

Dada la amplia distribucion circumpolar y extension hacia Sudamérica se han
generado diversas interrogantes respecto de cual es la estructura poblacional de D.
eleginoides. Para ello, se ha contado con diversas herramientas, tales como el marcaje
geneético, analisis quimico de otolitos, técnicas de marcaje-recaptura y analisis parasitario,
gue han permitido evaluar este aspecto con distintos niveles de resolucién (Appleyard et al.,

2002; Ashford et al., 2005; Brickle et al., 2005; Rogers et al., 2006; Oliva et al., 2008).
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De igual forma, no existen antecedentes suficientes respecto de la abundancia o
biomasa del bacalao de profundidad, los que son acotados a locaciones especificas. Por
ejemplo, Tuck et al. (2003), mediante técnicas de captura y recaptura, calcularon una
abundancia para la especie en un rango de entre 0,6 y 0,8 millones de peces. Laptikhovsky
y Brickle (2005) sefalaron que en Islas Malvinas la biomasa de D. eleginoides ha ido
declinando, estimando que aquella no explotada alcanza al 50 % de la poblacién total. En
cambio, Payne et al. (2005), sefialan que se encuentra entre un 38 y 46% del tamafio del
stock inicial, es decir, entre 32.000 y 56.339 t con una biomasa desovante de entre 13.000 y
26.000 t.

Ademas, se ha sefialado que la proporcion de ejemplares machos y hembras varia de
acuerdo con la profundidad, época del afo y lugar. Al respecto, en Burdwood Bank se
determind que a profundidades menores a 1500 m la proporcidn es similar mientras que en
aguas mas profundas los machos predominan, sobre todo en el periodo de abril a septiembre
(Laptikhovsky et al., 2006).

Depredacioén, pesqueria y aspectos de conservacion de D. eleginoides

Se reconoce gue los principales depredadores de D. eleginoides son los mamiferos
marinos, entre los que destacan ballenas, focas y lobos marinos (Goldsworthy et al., 2001;
North, 2002; Collins et al., 2007), aves como pinguinos y albatros (Weimerskirch et al., 1997;
Cherel et al., 2000; Goldsworthy et al., 2001; Collins et al., 2007) y cefalépodos (Cherel y
Duhamel, 2003; Collins et al., 2007). Sin embargo, Moreno et al. (2003) establece que la
accioén de los cetaceos sobre la biomasa de stock de D. eleginoides seria marginal mientras
gue la accion de lobos marinos y cachalotes si seria relevante. De igual forma, identifican a
aves marinas como la fardela negra grande (Procellaria aequinoctialis) y el albatros de ceja
negra (Diomedea melanophrys) como especies capturadas en forma incidental durante la
pesqueria industrial de esta especie. De acuerdo con Oyarzun et al. (2003), la fauna
acompanante principal esta constituida por los peces Macrourus carinatus y Antimora rostrata

junto a tiburones de diversas especies.

D. eleginoides constituye uno de los recursos pesqueros mas relevantes en aguas del

hemisferio sur. En Chile, y sobre la base del supuesto de que existe un solo stock pesquero
28



del bacalao de profundidad, se ha establecido dos areas de pesca: una donde opera la flota
industrial al sur de 47°LS y otra de actividad exclusiva para la flota artesanal al norte de 47°LS,
ambas efectuadas mediante palangre. La longitud (cabeza-cola) de captura mas frecuente
oscila entre 60 y 120 cm, aunque se pueden encontrar tallas mayores en peces de aguas
subantarticas (> 2 m y > 100 kg). Este recurso se vende, fresco o congelado, y en
presentaciones mas elaboradas. Por ejemplo, se comercializa hacia el mercado asiatico y
norteamericano, como producto entero eviscerado, sin cabeza eviscerado, fileteado con o sin

piel, en porciones y ahumado.

Respecto del volumen de captura de D. eleginoides, en Chile, sélo en la década de los
noventa, los desembarques alcanzaron promedios sobre las 10.000 t anuales. Sin embargo,
una década después se registra un descenso alcanzando el afio 2006 una captura
aproximada de 5400 t al sur (Subpesca, 2005). Posteriormente, la actividad pesquera tendié
hacia una sobreexplotacion del recurso debido a que, frente a una presion de pesca que
aumentoé progresivamente a través de los anos, la especie presenta por contraparte un lento
crecimiento, madurez tardia y baja fecundidad, como se mencioné anteriormente (Horn,
2002; Collins et al., 2010). De esta forma, actualmente D. eleginoides esta clasificada como
especie vulnerable y se consideré como recurso agotado desde areas mas australes a partir
de los 47° L.S. En 2019 la suma total de su captura, tanto del area artesanal, la unidad de

pesqueria licitada y de investigacion, ascendia solo a 4271 t (Sernapesca, 2020).

Por lo antes mencionado, la legislacion de Chile establecié regulaciones de esta
pesqueria con el fin de proteger al recurso y explotarlo de manera sustentable. Asi,
actualmente la pesqueria de D. eleginoides presenta acceso restringido a nuevos operadores
y con cuotas anuales globales de captura, asignadas en forma individual a la flota industrial,
mediante subastas anuales. Ademas, se aplica una limitacion al nUmero de total de anzuelos
segun tipo de embarcacion y area geografica. Por ultimo, el recurso esta sujeto a veda
bioldgica, entre los meses de junio y agosto, que coincide con la época de desove para la

especie (Sernapesca, 2020).
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Parasitologia de D. eleginoides

En general, los trabajos de orden parasitolégico en los nototénidos son abundantes,
aunque relacionados con especies de ubicacion antartica (Zdzitowiecki et al., 1998;
Zdzitowiecki, 1999).

El parasitismo del bacalao de profundidad, principalmente provocado por helmintos se
ha estudiado mas a fondo en el sector atlantico del Subantartico. La literatura existente
recoge aportes desde mediados de la década de los setenta, sobre todo provenientes de
ejemplares capturados desde cuatro areas de pesca: las islas Malvinas, Georgia del Sur y
dos localidades del Océano indico (Banco Ob’ y Banco Lena). Estos reportes dan cuenta del
registro de sobre sesenta especies parasitarias, principalmente helmintos (Gaevskaya et al.,
1990; Brickle, 2003; Brickle et al., 2005, 2006; Brown et al., 2012) (Tablas 1 y 2).

Desde el punto vista de su transmision, la mayoria de los taxa parasitos reportados
son adquiridos mediante la ingestion de presas parasitadas, por lo que se relaciona
directamente a la dieta de los ejemplares. Un segmento marginal de especies parasitas
informadas se transmite por contacto directo, por lo que su transmision es vehiculizada por
el contacto con agua contaminada que contiene formas parasitarias infectantes (Brown et al.,
2012). Ademas, la informacion disponible da cuenta de diferencias entre las locaciones en
donde se han realizado investigaciones, lo que puede ser el reflejo de las diferentes
condiciones de los habitats donde pertenecen las poblaciones de bacalao de profundidad

examinados (Gaevskaya et al., 1990).
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Tabla 1. Parasitofauna de ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas subantarcticas.

Primera parte.

Parasito Lugar de recoleccién* Autor**
Monogenea
Neopaviovskoides georgianus Fl, SG, PE, HI, MI, RS, BO, 1,2,3
Pseudobendeniella branchiale BL 1
Pseudobenedenia dissostichi SG 1,3
Digenea
Brachyphallus crenatus FI 1
Derogenes varicus FI, PE, HI, MI 1,2, 3
Digeneo sp. 1 HI 3

Elytrophalloides oatesi Fl, SG, PE, HI, BO, BL 1,234
Glomericirrus macrouri FI, PE, HI, MI, RS 1,2, 3
Gonocerca crassa FI 1
Gonocerca phycidis Fl, SG, PE, HI, MI, BO, BL 1,2,3,4
Gonocerca taeniata Fi 1
Helicometra antarcticae RS 3
Lecithaster australis FI 1,2,3
Lecithaster macrocotyle HI 3
Lecithochirium sp. Ml 3,4
Lecithochirium genypteri Fl 1,2,3,4
Lecithophyllum champsocephali PE, HI, Ml 3
Lepidapedon antarcticus SG 1
Lepidapedon taeniatum FI 1
Lepocreadiidae sp. FI 4
Neolebouria antartica SG, RS 3
Neolebouria georgiensis SG 1
Neolepidapedon magnatestis FI, SG, PE, RS 2,3
Opechona magnatestis Fl, SG, BL 1
Stenakron sp. PE 3
Cestoda
Clestobothrium crassiceps Fl, SG 1,3
Grillotia erinaceus Fl 1,3,4
Hepatoxylon trichiuri FI, PE, HI, MI 2,3
Lacistorhynchus tenuis FI 1
Phyllobothrium sp. SG, BO, BL 1
plerocercoide Tetraphyllidea Fl, SG, PE, MI, RS 2,3,4
plerocercoide Pseudophyllidea Fl, SG, HI, MI 2,3,4
plerocercoide Trypanorhyncha Fl 4
Scolex pleuronectis FI, SG, BO, BL 1

* FI: Falkland Islands; SG: South Georgia; PE: Prince Edward, HI: Heard Island; MI: Macquarie Island,;
RS: Ross Sea; BO: Ob bank; BL: Lena Bank.
** 1: Gaevskaya et al. (1990); 2: Brickle et al. (2005); 3: Brickle et al. (2006); 4: Brown et al. (2012).
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Tabla 2. Parasitofauna de ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas subantarcticas.

Segunda parte.

Parasito Lugar de recoleccién* Autor**
Microsporidea
Microsporidea sp. 1 SG, 2
Myxozoa
Alatospora sp. Fl, SG, PE, HI, MI, RS 2,3
Ceratomyxa dissostichi FI 3
Neoparvicapsula subtile FI 1
Sphaerospora dissostichi FI 3
Acanthocephala
Aspersentis megarhynchus PE 2
Corynosoma bullosum Fl, SG, PE, HI, MI, RS 1,23, 4
Corynosoma hamanni BO, BL 1
Corynosoma pseudohamanii SG 1
Corynosoma arctocephali Fl, SG, PE, HI, MI 2,3,4
Echinorhynchus georgianus FI 1
Echinorhynchus longiproboscis Fl 1,34
Echinorhynchus petrotschenkoi SG, PE, HI, MI, RS 2
Heteracanthocephalus dissostichi BO 1
Metacanthocephalus rennicki BL 1
Nematoda
Anisakis spp. Fl, SG, PE, HI, MI, RS 2,3,4
Anisakis simplex Fl, SG, BO, BL 1
Ascarophis nototheniae Fl, SG, PE, HI, MI, BO 1,2,3,4
Capillaria sp. SG, PE, Ml 3
Contracaecum spp. Fl, SG, HI, BO, BL 1,2,3
Contracaecum osculatum FI 1
Dichelyne fraseri Fl, SG, PE, HI, Ml, BO. 1,2,3
Hysterothylacium spp. BL 2,3, 4
Hysterothylacium aduncum Fl, SG, PE, HI, Ml, RS 1
Hysterothylacium nototheniae Fl, SG 1
Nematodo sp. 1 FI 1,2,3
Pseudoterranova decipiens Fl, SG, PE, HI, MI, RS, 1,2,3
BL
Copepoda
Eubrachiella antarctica Fl, SG, PE, HI, Ml 1,23
Miscelaneos
CUE Fl, SG, PE, HI, Mi 2,3

* FI: Falkland Islands; SG: South Georgia; PE: Prince Edward, HI: Heard Island; MI: Macquarie Island,;

RS: Ross Sea; BO: Ob bank; BL: Lena Bank.

** 1: Gaevskaya et al. (1990); 2: Brickle et al. (2005); 3: Brickle et al. (2006); 4: Brown et al. (2012).
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A pesar de su extensa distribucién en aguas chilenas y de su relevancia comercial, la
fauna parasitaria de D. eleginoides ha sido escasamente estudiada. Rodriguez y George-
Nascimento (1996) examinaron 49 ejemplares de D. eleginoides capturados frente a la Isla
Santa Maria (73°30'W: 35° 40'S), reportando 11 taxa parasitos, todos helmintos. En este
estudio se demostré mayor presencia y abundancia de parasitos en la porcién estomacal del
tubo digestivo. Posteriormente, Oliva et al. (2008) analizando el contenido estomacal de 629
especimenes capturados desde dos areas de pesca (37°S a 39°S y 45°S a 51°S) informan
nueve taxa parasitos, destacando el hallazgo de un cestodo Pseudophyllidea no informado
anteriormente. Ademas, mediante analisis multivariados, al demostrar ausencia de
diferencias significativas en la prevalencia y la intensidad media de infeccion parasitaria en
poblaciones de bacalaos de profundidad de la zona centro sur, estos autores sefialan que en
Chile existiria un stock de D. eleginoides en aguas de Chile centro sur (Oliva et al., 2008). De
acuerdo con lo observado en ambos estudios (Tabla 3), la fauna parasitaria de D. eleginoides
en aguas de Chile corresponde exclusivamente a helmintos que se transmiten mediante via
trofica. En estas investigaciones, la presencia de nematodos anisakidos, asi como diferentes
especies de digeneos son las especies de helmintos mas abundantes, ubicandose a nivel
gastrointestinal, mesenterios y musculatura asociada. Dado que los parasitos encontrados
corresponden a estados larvales y adultos, se concluye que el bacalao de profundidad
participa como hospedero definitivo, intermediario y/o paraténico de estos helmintos. Debido
a ello, las prevalencias e intensidades de infeccion mas elevadas corresponden a nematodos
anisakidos, lo que corresponderia mas que nada a un fenomeno de acumulacion larval debido
al rol de D. eleginoides como hospedero intermediario de estos parasitos (Rodriguez y

George-Nascimento, 1996).
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Tabla 3. Parasitofauna en ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas de Chile.

Parasito Lugar de recoleccién* Autor**
Digenea
Brachyphallus crenatus SM, L, Q 1,2
Derogenes varicus SM, L, Q 1,2
Elytrophalloides oatesi SM 3
Gonocerca phycidis SM, L, Q 1,2
Lecithochirium genypteri SM, L, Q 1,2
Neolepidapedon magnatestis SM il
Cestoda
Hepatoxylon trichiura SM, L, Q 1,2
plerocercoide Pseudophyllidea Q 2

Acanthocephala

Corynosoma sp. SM, L, Q 1,2

Echinorhynchus petrotschenkoi SM i
Nematoda

Anisakis simplex SM il

Anisakis sp. L, Q 2

Anisakis physeteris SM il

Hysterothylacium sp. SM, L, Q il

* SM: Isla Santa Maria; L: Lebu; Q: Quellén
** 1: Rodriguez y George Nascimento (1996); 2: Oliva et al. (2008); 3: Brickle et al. (2005)

Mas alla de estas caracteristicas la conformacién de la fauna parasitaria asi como su
magnitud, en ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas de Chile, pareciera ser
particular y homogénea y, por tanto, muy distinta a la informada en estudios similares
efectuados en otras locaciones (Brickle et al., 2005, 2006; Brown et al., 2012). Sin embargo,
y de acuerdo a los resultados reportados por Oliva et al., (2008), tanto la prevalencia como la
intensidad del parasitismo parecen tender a ser de mayor magnitud hacia latitudes mas
meridionales, lo que pudiese interpretarse como la posibilidad de encontrar un mayor numero
de presas en este lugar, y por ende, mayor riesgo de infeccion parasitaria o bien, a la mayor
permanencia del bacalao en una zona que representa la presencia continua de itemes-presa

infectados (Oyarzun et al., 2003).

Particularmente relevante, tanto en estudios en Chile como en locaciones
subantarticas y del Atlantico, es el parasitismo frecuente del bacalao de profundidad por

nematodos anisakidos. Estos parasitos son agentes de una zoonosis denominada
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Anisakidiasis, caracterizada principalmente por cuadros gastricos, intestinales, orales y
alérgicos que se ha ido incrementando en la poblacion humana debido a la tendencia de
consumir preparaciones en base a carne de pescado cruda por parte de la poblacién. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), la anisakidasis humana se ha reportado
en mas de 26 paises de todo el mundo, incluido Chile (Castellanos-Garzén et al., 2018). D.
eleginoides, es un reconocido hospedero intermediario de este parasito, debido a que
participa por sus habitos depredadores en las complejas redes de transmision que presentan
estos nematodos, que incluye numerosas especies de artrépodos, crustaceos, peces y

mamiferos marinos (Madrid et al., 2016).

Importancia del estudio de comunidades parasitarias en peces

Por su naturaleza, los parasitos en peces son indicadores de la ontogenia de una
poblacién en particular, proveyendo de informacion respecto de rutas migratorias, areas de
alimentacion, relaciones filogenéticas, entre otras. De igual manera, y debido a la naturaleza
de los ciclos de vida parasitario, su conocimiento permite inferir respecto de la trama tréfica
en la cual participa, asi como su vinculacion con el ambiente que lo rodea (Gardner y
Campbell, 1992; Williams et al., 1992; Marcogliese y Price, 1997).

Por ejemplo, y de acuerdo con lo sefalado en el trabajo clasico de Campbell et al
(1980), las variaciones en la magnitud del parasitismo en peces de aguas profundas
dependen de la tasa de encuentros entre este y una presa parasitada, por lo que la mayoria
de los parasitos son adquiridos por via oral. Por lo tanto, su ocurrencia puede sefalar
informacion remota o reciente respecto de ciertas parasitosis. En este sentido, aquellos
parasitos que se presenten al estado adulto, es decir el hospedero eventual sera definitivo,
se presentaran en periodo de tiempo acotado a su vida (reclutamiento, desarrollo y muerte).
Por lo tanto, su deteccion aportara informacion respecto de la ontogenia reciente del
hospedero. Por el contrario, si se presentan parasitos en estado larval, es decir el hospedero
eventual sera intermediario, tenderan a acumularse en su hospedero mientras viva por lo
que, su deteccién, aportara informacion respecto de la ontogenia pasada y reciente del

hospedero (Rodriguez y George-Nascimento, 1996).
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Ciertamente, la presencia de presas parasitadas, sobre todo aquellas que son relictas
a un habitat en particular, probablemente sean hospederos de parasitos especificos lo que
determinara la ocurrencia de infecciones parasitarias especificas en su depredador. De la
misma forma, barreras geograficas y/o ambientales determinan a su vez cambios en especies
parasitadas que habitan ciertos ambientes, por lo que también esto puede determinar
indirectamente la infeccion parasitaria de sus poblaciones. En base a esta dinamica, es que
se ha usado a los parasitos como biomarcadores para distinguir poblaciones de peces o stock
pesqueros y/o movimientos migratorios de peces (Moser, 1991; Oliva, 2001; MacKenzie,
2002). Por ejemplo, Brickle et al. (2005) utilizaron la composicion parasitaria gastrointestinal
para diferenciar las poblaciones de D. eleginoides de la regién subantartica, mientras que
Oliva (2001) examind los movimientos migratorios de Macruronus magellanicus utilizando
parasitos que permanecen en el hospedador durante mucho tiempo, como larvas de

anisakidos, larvas de Cestoda y larvas de Corynosoma sp.

Ademas, los parasitos proporcionan evidencia de qué especies se han estado
depredando, comportamiento de alimentacion y también dénde se encuentra el hospedero
dentro de una trama alimentaria. Ello sucede porque los parasitos permanecen en el
estbmago mucho mas tiempo que la presa hospedera de la que provienen, por lo tanto, los
datos de los parasitos pueden sefialar la dieta durante un periodo de tiempo mas largo que

el analisis del contenido del estémago (Williams et al., 1992; Gallagher y Dick, 2010).

Mas alla de estas aplicaciones e inferencias, los estudios en ecologia del parasitismo
de peces marinos de profundidad son escasos, siendo la mayoria de orden taxonémico
(Walter et al., 2002; MacKenzie, 2002; Brickle et al., 2005; Oliva et al., 2008).

Por ultimo, y en el contexto de cambio climatico, el analisis del parasitismo de peces puede
evidenciar su ocurrencia pues, como se ha determinado recientemente, existe un recambio
en la cadena tréfica frente a las costas de Chile, que se ha expresado principalmente en el
cambio cualitativo y cuantitativo de fauna, sobre todo de copépodos (Medellin et al., 2016)

gue pueden servir como hospederos intermediarios de ciertos parasitimos.
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Microbiologia de D. eleginoides

En términos generales, existen pocos antecedentes respecto de la microbiologia de
peces marinos (Llewellyn et al., 2014), sobre todo en especies de aguas frias y/o profundas
(Jensenetal., 2002, Ringo et al., 2006). Esto se debe, probablemente, a que dichos esfuerzos
investigativos se han efectuado priorizando algunas especies de interés comercial vinculados

a la acuicultura (Nayak, 2010; Ganguly y Prasad, 2012).

En el caso de D. eleginoides, la informacion es aun mas escasa. Por ejemplo, no
existen antecedentes respecto a brotes infecciosos y/o mortalidad causada por bacterias
patégenas, al menos, en ejemplares mantenidos en cautiverio. Recientemente, Urtubia et al.
(2017) describieron por primera vez, la comunidad bacteriana gastrointestinal de un ejemplar
de D. eleginoides, capturado cerca del Archipiélago Diego Ramirez (56 ° 29'S, 68 ° 44'W) y
gue fue mantenido en cautiverio durante 6 meses. Este animal fue sacrificado dado que
presentaba comportamiento erratico, aunque una vez hecha su necropsia se establecié que

la naturaleza de su conducta no se vinculaba a causas de origen infeccioso.

El objetivo de ese trabajo fue evaluar la microbiota recuperada desde tres secciones
del tracto digestivo (estdmago, intestino medio y distal) en el ejemplar antes aludido. Esta
investigacion se llevé a cabo mediante la aplicacion de técnicas tradicionales basadas en
cultivos solidos para aislamiento e identificacion por métodos de secuenciacion del ADNr 16S.
Los resultados obtenidos destacan la obtencion de 70 aislados (21 en estébmago y 49 en
intestino), caracterizando a las familias Vibronaceae y Moraxellaceae, representadas

principalmente por bacterias del género Vibrio y Psychrobacter, respectivamente.

Si bien, el citado estudio permitié una primera aproximacion al conocimiento y
caracterizacion de la comunidad bacteriana gastrointestinal de D. eleginoides, existen
aspectos que es necesario ponderar para permitir una correcta interpretacion de los
resultados antes mencionados. Se debe considerar, por ejemplo, que el estudio se hizo en
un ejemplar en cautiverio, en condiciones de aclimatamiento y alimentacién dirigida por seis
meses. Por lo tanto, entendiendo que diferencias nutricionales y ambientales pueden incidir
en la conformacién de la estructura de una comunidad bacteriana (Dhanasiri et al., 2011),

estos resultados no representan fielmente lo que ocurre en ejemplares de D. eleginoides en
37



estado salvaje. Asi mismo, y dado que el estudio fue efectuado debido a una eventualidad
durante este proceso, no hubo posibilidad de efectuar mas muestras para permitir
contrastacion y comparaciéon de resultados. Ademas, la metodologia de aislamiento se hizo
en base a métodos de cultivo tradicional los que claramente, en comparacion con otras
herramientas que utilizan enfoques moleculares, presentan resultados cuya resolucion es
menor (Pond et al., 2006).

Debido a ello, y dada las condiciones que determinaron dicha investigacion, se
considera solo una aproximacion preliminar a la composicion de la comunidad bacteriana de

D. eleginoides, pero solo en condiciones de cautiverio particular de un espécimen.

Importancia del estudio de comunidades bacterianas en peces

Cuando se desea indagar en una especie o grupo bioldgico, es necesario conocer el
contexto ambiental en el que se encuentra o desarrolla, es decir, de las interacciones que
establece con otras especies, entre otros factores. En este sentido, y llevado al ambito
microbiolégico, la coexistencia entre el pez hospedero y los diferentes tipos de
microorganismos que alberga se expresa en variadas formas de asociacion de caracter
heteroespecifico, tanto simbidticas, comensales como parasitarias (Zengler et al., 2002). Por
ejemplo, su conocimiento o identificacidn, ya sea cualitativa o cuantitativa, permiten inferir no
solo respecto de la diversidad poblacional del grupo analizado, sino que también interpretar
su efecto sobre el estado de salud del hospedero en particular, pues es reconocido que la
microbiota gastrointestinal cumple un rol fundamental en su fisiologia y nutricién (Urtubia et
al., 2017).

Por ejemplo, y llevado al caso de la comunidad bacteriana que alberga un pez
hospedero y que consiste en poblaciones de células de diferentes especies bacterianas que
interactuan entre si desarrollando multiples actividades funcionales al interior de la
comunidad y con su hospedero (Diaz y Wacher, 2003), se reconoce que los recursos
pesqueros poseen una abundante diversidad microbiana debido a su habitat y composicion
quimica. Esta, por tanto, podria interactuar de manera positiva controlando biolégicamente a

un patégeno que pudiese infectar al hospedero como también hacerlo de forma negativa,
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causando la enfermedad o muerte de este, ya sea en sus etapas larvales, adultas y/o
reproductivas (Aly et al., 2008; Goldschmidt-Clermont et al., 2008).

Por otra parte, y en un contexto mas ecoldgico, las comunidades bacterianas que
afectan a peces sufren diversas perturbaciones producto de eventualidades tales como
escasez de alimento, congelamiento-descongelamiento, exposicion a altas concentraciones
salinas y otras alteraciones causadas por las variaciones naturales del entorno o por la
actividad humana. Ello determina que, para enfrentar estos eventos estresantes, las bacterias
gue conforman dicha comunidad puedan liberar, por ejemplo, diversos metabolitos para
enfrentarlos, creando oportunidades para que nuevas especies se establezcan dentro de la
comunidad o para que ocurran eventos disruptivos que generen destruccion del microhabitat
o alteracion de este, provocando variaciones en su diversidad y riqueza (Torsvik y Ovreas,
2002).

En términos mas amplios, el estudio de las comunidades bacterianas presentes en el
medio ambiente y en el interior de sus hospederos tiene relevancia respecto del conocimiento
de la diversidad biolégica global (Lopez y Zaballos, 2005) como de un nicho especifico, ya
sea una locacion u hospedero en particular. Por ejemplo, algunos microorganismos son
capaces de utilizar nutrientes y diversos elementos que otros organismos superiores no
pueden explotar, por lo que su estudio puede contribuir a inferir el cdmo el reciclado de estos
elementos puede regular la disponibilidad de nutrientes en el ambiente marino que
eventualmente podrian ser utilizados por las especies que coexisten en estos ambientes
(Purdy et al., 2003; Lyautey et al., 2005).

Por lo tanto, y desde el punto de vista de la ecologia microbiana, la magnitud de la
abundancia y distribucion de las distintas especies pueden ser utilizados para caracterizar la
estructura de la comunidad. Por ejemplo, mediante el empleo de indices que calculen
diversidad y distribucion de las especies componentes en un nicho especifico, podemos
interpretar el como éstas interaccionan ecolégicamente, se relacionan y vinculan con el medio

ambiente que las rodea (Magurran, 2004).

Por ultimo, no se debe perder de vista la importancia que presentan los recursos

pesqueros desde el enfoque de la seguridad alimentaria dado que algunas familias
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bacterianas, como Enterobacteriaceae y Vibrionaceae, incluyen especies causantes de
eventuales infecciones o intoxicaciones de sus potenciales consumidores (Acha y Szyfres,
2003).

Métodos tradicionales y moleculares en el estudio de comunidades bacterianas en

peces

Para el estudio de la comunidad bacteriana en peces se han utilizado frecuentemente
meétodos de cultivo tradicional (Spanggaard et al., 2000; Pond et al., 2006). Al respecto, se
dispone de una amplia variedad de medios de cultivo comerciales que permiten el
crecimiento, aislamiento e identificacion de microorganismos en el laboratorio (Tortora et al.,
2007). Los mas frecuentemente utilizados son el medio TSA (Agar triptona de Soya agar) y
el YEPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose), entre otros (Spanggaard et al., 2000; Pond et al.,
2006; Navarrete et al., 2009). Sin embargo, se ha sefalado que la cultivabilidad de bacterias
en algunas especies de peces oscila entre menos del 1% y 18 % (Navarrete et al., 2009;
Navarrete et al., 2010), por lo que este enfoque de estudio solo permite la identificacién de

una fraccion de la comunidad bacteriana estudiada.

Con el fin de aumentar las posibilidades de identificacién, sobre todo la fraccién de la
comunidad bacteriana no detectable por los medios de cultivos tradicionales es que, a través
de los afnos, se ha ido desarrollando métodos moleculares de identificacion, que permiten
aislar y caracterizar el material genético de una comunidad bacteriana en un nicho en
particular (Rantsiu et al., 2010), permitiendo hacer inferencias sobre la composiciéon

poblacional y el estatus metabdlico de dicha comunidad (Kim et al., 2007).

Las técnicas moleculares, al analizar las secuencias del gen 16S ARNm, permiten
medir la distancia evolutiva entre microrganismos y, por tanto, inferir en las relaciones
filogenético-evolutivas que constituyen la base para clasificarlos e identificarlos (Diaz y
Wacher, 2003). Asi, la estrategia de busqueda consiste en amplificar estos genes a partir de
la muestra y luego determinar la secuencia de nucleétidos de los amplicones. Por ultimo, se
analiza las secuencias ya determinadas estableciendo comparaciones con las de bacterias-
tipo proveidas por bases de datos, lo que permite obtener el grado de similitud entre las

secuencias de 16S ARNm, lo que indicaria su relacién o distancia evolutiva. Un rango de
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similitud nucleotidica mayor a 95% es aceptado para la identificacién de géneros microbianos
(Drancourt et al., 2000).

Dentro de los métodos moleculares mas frecuentemente utilizados para caracterizar
comunidades bacterianas complejas del tracto intestinal de peces, se encuentra a: PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa), PCR cuantitativo (q-PCR) y polimorfismo de longitud
de fragmentos de restricciéon (RFLP), entre otros (Vaughan et al., 2000; Holben et al., 2002;
Gonzalez y Saiz, 2005; Kim et al., 2007). Otras herramientas de investigacion que se han
convertido en alternativas eficientes en muestras complejas son el analisis del gen 16S ARNr
con métodos moleculares de huellas genéticas como RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) y DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis), entre otros (Walter et al., 2000, Martin-Laurent et al., 2001).
Esta ultima herramienta es ampliamente utilizada para la obtencion de huellas genéticas en
distintos tipos de muestra ambientales y comunidades microbianas complejas, permitiendo
mas informacion respecto de su diversidad, funcion y estructura (Diaz y Wacher, 2003;

Gonzalez-de la Cruz et al., 2011).

De esta forma, y debido a lo antes mencionado, ha ido incrementando el nimero de
investigaciones referidas a la comunidad bacteriana gastrointestinal en peces que usan un
enfoque combinado de métodos tradicionales de cultivo y métodos moleculares de
identificacion (Jensen et al., 2002, 2004; Asfie et al., 2003; Huber et al., 2004; Hovda et al.,
2007; Kim et al., 2007).

A pesar de que D. eleginoides constituye un importante recurso comercial en las
pesquerias de la zona centro sur y austral de Chile, es una especie insuficientemente
conocida, al menos desde el punto de vista parasitario y microbioldgico. Ademas,
considerando que la especie se encuentra en un estado de conservacion vulnerable debido
a su sobreexplotacion, es necesario efectuar investigacion respecto de su biologia que
permita aclarar o, al menos complementar, los diferentes aspectos que pudiesen intervenir
en su desarrollo. Ademas, la identificacion y/o cuantificacién de su parasitofauna y comunidad
bacteriana, favorecera comprender de mejor forma su funcionamiento, lo que a su vez
permitira inferir respecto de la diversidad poblacional de la muestra analizada, asi como del

estado de salud del hospedero en particular.
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De esta forma, su estudio ademas de permitir allanar el camino en la exploracién de la
identificacion de poblaciones microbianas mas abundantes o relevantes para los procesos

mencionados, podria ayudar al manejo adecuado de este hospedero.

Por lo mencionado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar la
comunidad bacteriana y parasitaria del tracto gastrointestinal y mucus superficial de

ejemplares de D. eleginoides, capturados en aguas de la zona centro sur de Chile.

Los resultados obtenidos demuestran, en primer lugar, que la parasitofauna de D.
eleginoides que habitan aguas de Chile parece ser singular, tributando a sus habitos de
carnivoro de tope, pero correspondiendo a una poblacion particular de la especie. Asi mismo,
dan cuenta del primer reporte del parasitismo por larvas de Pseudoterranova sp., cuya
presencia solo habia sido informada en ejemplares capturados en otras latitudes. Por el
contrario, los resultados a nivel microbiolégico no coinciden con lo previamente reportado,
probablemente, debido a limitaciones metodolégicas y a las condiciones particulares de la

investigacion antes mencionada.

Finalmente, tanto en los resultados del ambito parasitario como microbiolégico, las
extensas migraciones y las condiciones batimétricas en las cuales habita D. eleginoides en
la costa de Chile, parecieran seleccionar una comunidad bacteriana y parasitofauna
particular, lo que seria caracteristico y correspondiente con la poblacién o stock pesquero de
esta especie en aguas chilenas. Por lo tanto, y debido a la escasez de antecedentes con que
se cuenta a la fecha, los resultados obtenidos en esta investigacién son pioneros en la

especie y pueden servir como linea de base para estudios posteriores.
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CAPITULO I

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

D. eleginoides es una especie demersal poco estudiada desde el punto de vista parasitario
y, sobre todo, microbiolégico. Ademas, de efectuar extensas migraciones geograficas y
batimétricas, debe tolerar condiciones extremas de temperatura. La convergencia antartica,
es una barrera fisica que determina un limite biolégico meridional que separa aguas del
Océano Pacifico del austral subantartico y que, por lo tanto, define fauna y microfauna
distintas. Por lo tanto, y dado que la comunidad bacteriana y parasitaria que presentan los
peces en su mayoria es aportada por la dieta, es esperable que difiera en poblaciones de

peces ubicadas a ambos lados de este limite ambiental.

Hipotesis

Hi: La estructura parasitaria de D. eleginoides capturados en aguas chilenas es especifica

para la zona norte de la convergencia antartica.

H2: La comunidad microbiana y parasitaria asociada de D. eleginoides presenta diferencias

vinculadas a su micro-habitat.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar la comunidad bacteriana y parasitaria de D. eleginoides obtenidos de la zona
norte de la covergencia antartica y establecer su potencial asociacién con micro-habitat
especificos.

2.2 Objetivos especificos

1. Estudiar la estructura de la comunidad bacteriana basado en el ARNr 16s y establecer

diferencias vinculadas a su micro-habitat, mediante parametros ecologicos.
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2. Estudiar la comunidad parasitaria gastrointestinal y establecer si existen diferencias

vinculadas a su micro-habitat, mediante parametros ecoldgicos.
3. Evaluar la magnitud del parasitismo, mediante el analisis de descriptores cualitativos y

cuantitativos, en ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas de la zona centro-sur de
Chile.
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Abstract

D. eleginoides has a discontinuous circumpolar geographic distribution restricted to
mountains and platforms, mainly in subantarctic and Antarctic waters of the southern
hemisphere, including the Southeast Pacific, Atlantic and Indian oceans and in areas
surrounding the peninsular platforms of subantarctic islands. The objective of this work was
to determine and characterize the gastrointestinal parasitic and microbiological fauna of

specimens of D. eleginoides captured in waters of the south-central zone of Chile.

Key Words: Dissostichus eleginoides; Nototheniidae; Microbiota; Parasite-Fauna

1. Introduction

The Family Nototheniidae comprises numerous species of fish that mainly inhabit
Antarctic and subantarctic waters [1]. Within this family, the Patagonian toothfish Dissostichus
eleginoides Smitt, 1898, also known as Chilean Sea Bass, stands out because it is considered
one of the main target species of commercial fishing in the Southern Ocean.

D. eleginoides has a discontinuous circumpolar geographic distribution restricted to
mountains and platforms, mainly in subantarctic and Antarctic waters of the southern
hemisphere, including the Southeast Pacific, Atlantic and Indian oceans and in areas
surrounding the peninsular platforms of subantarctic islands. In its projection towards the
South American cone, it is distributed along the continental slope to Peru (6 ° LS) through the
Pacific and Uruguay (35 ° LS) through the Atlantic, bordering the entire area of Patagonia at
depths ranging between 80 and 2500 m [2].

Various contributions to the knowledge of its biology have been reported in recent
years, although insufficiently known aspects persist [3-8]. Microbiological antecedents of this
species are very scarce and are limited to what was recently reported regarding the bacterial
flora of the digestive tract of this species [9]. From samples isolated from the digestive tube of
a specimen of D. eleginoides that had been captured in southern waters and that was kept
confined for six months, microbiological analysis was carried out by applying traditional culture

techniques and identification by 16SrRNA sequencing. However, these results do not reflect
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the total microbiological diversity, therefore, a study is necessary using molecular methods
using tools such as next generation sequencing (NGS), which allows us to obtain a broader

microbiological profile.

On the other hand, although the parasite fauna of D. eleginoides has been more
studied, antecedents in specimens captured in Chilean waters are scarce and they go back
more than a decade, which account for the presence of 11 parasitic taxa, exclusively

gastrointestinal, in specimens captured in the south-central zone of Chile [10-15].

Given these antecedents, the objective of this work was to determine and characterize
the gastrointestinal parasitic and microbiological fauna of specimens of D. eleginoides

captured in waters of the south-central zone of Chile.

2. Material and methods

2.1 Sampling

Specimens of wild D. eleginoides were collected during fishing campaigns carried out
between 2019 and 2020 in the south-central zone of Chile (37 ° -39 ° S; average depth: 920
m). Taxonomic affiliate of the fish was performance according to describe by Oyarzun (2003)
[16]. From 47 specimens of D. eleginoides, skin (isopated) and digestive tube samples were
obtained. To avoid loss of gastrointestinal content, the esophageal and anal ends were tied.
Later, it was transported at 4°C to the Parasitology Laboratory of the Faculty of Biological
Sciences (Universidad de Concepcién), where the posterior area of the stomach was
additionally tied, to separate the stomach from the intestine. Samples for microbiology, skin,

stomach, and intestine were frozen at -40°C for subsequent molecular analysis.

2.2 Isolation and identification of parasites

To detect protozoa, a sample of stomach and intestinal contents was collected from each
portion of the digestive tubes and processed using the modified Burrows sedimentation
technique [17]. The rest of the content of each sample was extracted and sieved, separately,

with physiological saline under pressure in a plastic cylinder whose bottom contained a mesh
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of 0.50 mm of light. The material retained by the sieves was examined using a stereoscopic
magnifying glass (Zeiss Stemi DRC, 4x), which allowed the isolation of parasite specimens. In
addition, parasite specimens were detected and extracted from the mucosa, submucosa, and
serosa of the digestive tract and from the adjacent mesenteries. All parasites were fixed in 70%
alcohol for their taxonomic analysis. The specimens of Nematodes and Digenea were
diaphanized with Lactophenol from Amman to visualize their internal structures. Prior to
staining, cestodes and trematodes were decolorized, dehydrated, and diaphanized, and then
stained with Harris's hematoxylin and mounted in Canada balsam. Taxonomic identification
was carried out using optical microscopy (Motic, BA 310, 10x and 40x) and specialized
reference literature [18-20]. The typified specimens were deposited in Parasitology Museum of
Universidad de Concepcion (MPUDEC, Reg. DE1-9).

2.3 Characterization of parasites community

The descriptors of magnitude, prevalence, and the mean abundance of the parasitism,
were calculated according to described by Bush et al. [21]. For each infra-community, the total
abundance (total of parasitic individuals of all taxa) and richness (number of parasitic taxa)
were calculated according to describe by [22]. Parasitic diversity was calculated using
Shannon Weaver (H"), Margalef and Pielou index. Dominance was evaluated using Simpson

index [23]. Non-parametric index, Chaol, was used to calculate the parasitic abundance.

2.4 Characterization microbial community

2.4.1 PCR-DGGE and analysis of DGGE profiles of microbial community

Total DNA from skin mucus, stomach and tract digestive was extracted using the
E.Z.N.A.® DNA/RNA lIsolation Kit, following the protocol provided by the manufacturer. 16S
rRNA universal primers EUB 9-27 and EUB 1542 were used for amplification of DNA [24].
Them, PCR Product were using a template for Nested PCR using the primer pair 341f and
534r with a GC clamp (CGCCC GCCGC GCGCG GCGGG CGGGG CGGGG GCACG GG
GGG) according to [25]. DGGE was performed with a DGGE 1001 system (C.B.S. Scientific

Company Inc.) according to Campos et al. [26].
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For DGGE profiles analyses, DGGE gels were digitized using a photo-documentation system
MaestroGen (MaestroGen Inc., Taiwan). For the analysis of banding profiles, a binary matrix
was constructed based on the presence (1) or absence (0) of individual bands in each lane
using the Gel-Pro Analyzer 4.0 software package (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
USA). Multidimensional scaling diagram (MDS) was constructed using Bray Curtis algorithm,

according to describe by Cuevas et al. [25].

2.4.2. Genomic DNA extraction and massive sequencing of microbial community

Genomic DNA was extracted from three Dissostichus eleginoides skin mucus,
stomach, and tract digestive using the E.Z.N.A.® DNA/RNA Isolation Kit, following the protocol
provided by the manufacturer. The DNAs extracted were subsequently purified using
UltraClean 15 DNA Purification Kit (MoBio, Carlsbad, USA). Quality and concentration of
DNAs were checked by UV/Vis spectroscopy (NanoDrop ND-1000, Peg- lab, Erlangen,

Germany).

Total DNA extracted from skin mucus, stomach and tract digestive:(mix of three
Dissostichus eleginoides) were quantified and sequenced. lllumina Miseq sequencing was
performed at Genoma Mayor, Universidad Mayor, Santiago, Chile. 16S rARN raw data was
analysed using Mothur software (version 1.35.1). Reads shorter (200 bp) were discarded and
sequences that were likely due to errors and assemble reads which differed by only 2bp were
remove using the “pre.cluster” (read denoised) command in Mothur's platform. UCHIME
algorithm was used to identified and removed chimeric sequences and the remaining

sequences classified using the SILVA database [27].

2.5 Data analyses and Diversity indices

Data was analysed using two-way ANOVA and Student’s T test using the GraphPad
Prism 5 software. P values <0.05 were considered as statistically significant [24]. Diversity
indices and PCA analyses were carried out in PRIMER 6.1.18 (Primer-E, Ltd) and Non-
parametric analysis was carried out in R software version 3.1.0. [28]. In addition, the

prevalence and mean intensity of infection, and the quantitative descriptors of the magnitude
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and the parasite richness, as a community descriptor, were ecologically characterized
according to Bush et al. [21].

3. Results

3.1 Parasite-fauna community composition analysis

3.1.1 Parasitic structure

All specimens examined were parasitized by at least one parasitic taxon (Table 1). The
parasitic Isopod Rocinela aff. australis (Schicedte & Meinert, 1879), adult states of Digenea,
Brachyphallus crenatus (Rudolphi, 1802; Odhner, 1905), Derogenes varicus (Muller, 1784;
Loos, 1901), Neolepidapedon sp. (Manter, 1954), Gonocerca sp. (Manter, 1925),
Lecithochirium sp. (Luhe, 1901) and the nematode Hysterothylacium sp. (Ward and Magath,
1917), were identifications and classified to genera or species levels. Furthermore, larval
stages of the cestode Hepatoxylon trichiuri (Holten, 1802), and of the nematodes Anisakis sp.
(Dujardin, 1845) and Pseudoterranova sp. (Mozgovoi, 1953) were detected. The presence of
protozoa was not detected in the digestive tubes analysed.
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Table 1. Status, Prevalence (P), Mean abundance of infection (AM) and parasite
collection site of specimens of D. eleginoides captured in waters of the south-central

zone of Chile

Parasite Adult/larva P (%) MA Site
ISOPODA
Rocinela aff. australis 2.12 0.02 Skin/mucus
NEMATODA
Anisakis sp. L 100 29.17 Stomach, Gut
Pseudoterranova sp. L 19.14 0.51 Stomach, Gut
Hysterothylacium sp. A 55.31 3.61 Stomach, Gut
TREMATODA
Brachyphallus crenatus A 68.08 10.72 Stomach
Lecithochirium sp. A 8297 21.23 Stomach
Derogenes varicus A 10.63 0.38 Stomach
Neolepidapedon sp. A 61.7 4.23 Stomach, Gut
Gonocerca sp. A 8.5 0.97 Stomach
CESTODA
Hepatoxylon trichiuri L 53.19 1.8 Stomach, Gut

* P: prevalence; MA: mean abundance; L: larvae; A: adult.

3.1.2 Parasite-fauna Diversity estimates.

The results showed that Anisakis sp. (100%) and Lecithochirium (82.9%) present the
highest prevalence. Only R. aff australis, Pseudoterranova sp., Derogenes varicus and
Gonocerca sp., presented a prevalence lower than 50% (Table 1). A total of 3414 parasitic
specimens were detected and distributed in 10 taxa. Of these, 1850 corresponded to
Plathelminthes (Digenea: 1765; Cestodes: 85) and 156 to Nematodes. Only one arthropod
was detected (Table 1). The ecological indices are showed in the Table 2. The Shannon-
Wiener and Margalef index were higher in stomach and Pielou (j) and Simpson index in

digestive tract.
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Table 2. Diversity index (H’), Pielou (j), Simpson (A) and Margalef index obtained of parasite

from D. eleginoides captured in waters of the south-central zone of Chile

Index Stomach Intestinal tract
Shannon (H") 1.431 1411
Pielou (j) 0,6514 0,8765
Simpson 0.7016 0.7445
Margalef 0.9923 0.7287

3.2. Total microbial community composition analysis
3.2.1 Analysis of Similarity of Bacterial Communities by DGGE

DGGE profile bands or OTUs were analysed using the Bray—Curtis correlation (Figure
1). Multidimensional scaling (MDS) analysis of the banding pattern, obtained by DGGE,
revealed that the sampled shown a high degree of similarity between them (98%). The
similarity percentage for stomach was 30% when compared to the samples of tract intestinal,
where ANOSIM analysis (R =0.40, P = 0.0010) showed that differ-ences between abundance
of OTUs were significant. Similar percentages were detected for skin mucus when compared
to the sample’s intestinal tract and ANOSIM analysis (R = 0.008, P = 0.4670) showing
differences significant. High degree of similarity was observed between the stomach and skin.
Not significant differences between abun-dance of OTUs showed ANOSIM analysis (R =
0.007, P =0.4620). These results were consistent with the hierarchical cluster analysis (Bray—
Curtis index), which clearly in-dicated the higher similarity between replicates for both stomach

and intestine and skin samples.
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Figure 1. Multidimensional scaling (MDS) of the Denaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE) data matrix of bacteria 16s rRNA from D. eleginoides. @ Stomach (S); A
Skin mucus (SM); M Intestinal tract (IT)
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Figure 2. Relative abundance of sequences (percentage) assigned to bacterial and Archaeal

phylogenetic groups from Skin, stomach and intestinal

3.2.2. Sequencing data and diversity estimates.

The Illumina-based analysis of the universal V1-V2 region of the 16S rRNA genes for Bacteria
and Archaea after quality check within the SILVA database and removing chimeras, 85,210

(99.4%) high quality sequences remained. Skin mucus sample showed the highest number of
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guality reads (36.520), and the highest number of OTUs was re-trieved from sample intestinal
sample (21,644) (Table 3). Intestinal tract showed the highest's Shannon diversity indexes
(H'=4.515). Non-parametric Chaol and ACE es-timators predicted that the highest richness

was in intestinal tract, whereas the lowest was in stomach.

3.2.3. Microbial diversity analyses

Retrieved bacterial OTUs were classified in a total of 28 different bacterial phyla, of
which Proteobacteria, Firmicutes and Bacteriodetes presented the highest relative
abundances of total bacterial OTUs. Intestinal tract was the sample that presented the highest
diversity index (H’=3.834), where Proteobacteria (34.8%), Bacteriodetes (27%), Chlorobi
(1.5%), Firmicutes (5%) Cloroflexi (4.1 %), Cyanobacteria (2.7%), Deferribacteres (1.9%),
Deinococcus-Thermus (2.1%), Gemmatimonadetes (1.6%), Planctomicetes (2%),
Spirochaeta (1.9%) were phyla dominant (= 1%). The skin mucus harboured the higher
percentage of Proteobacteria (99 %) and a low percentage Bacteroidetes and Firmicutes
(<1%). Bacteroidetes phylum was not detected in stomach samples. Environment samples
Alteromonadales (50%), Bdellovibrionales (10%) and Rhodobacterales (32%) were
phylogenetic groups with major abundance with abundances relatives and clade SAR11

predominated (30 - 32%) from 20 m to 300 m deep in free-living fraction

Gamma-proteobacteria represented the most abundant Proteobacteria class in
stomach and skin mucus samples (88.2% and 98.9%, respectively). In Intestine tract were Al-
pha-proteobacteria and Delta-proteobacteria the most abundant subclass (14.3% and 11.6%),
while Gamma-proteobacteria (4.91%) and Beta-proteobacteria (2.3%) presented lower
percentages of total bacterial OTUS.

Similarly, a highest percentage of Sphingobacteriia (10.9%), Bacteroidia (6.1%) and
Clostridia (4.3%) were detected in the Intestine tract. Others OTUs, of dominant taxonomic
groups (abundances 21%), were affiliate to Cytophaga (3.8%), Flavobacteria (1.6%),
Ignavibacteria (1.4%), Chloroflexi (3.2%), Cyanobacteria (2.6%), Deferribacteres (1.9%),
Deinococci (2.1%), Gemmatimonadetes (1.6%), Planctomycetacia (1.3%), Sphirochaetas
(2.0%), Opitutae (1.2 %).
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From all samples, 492 genera were retrieved. The highest number of genera was ob-
served in intestinal tract (466), when compared to stomach (22) and skin mucus (60). The
dominant bacterial genera (28), present in 1% of the total OTUs least in one of the three
samples. A total number of 21 dominant genera (21%) were retrieved for intestinal tract, 4 for
stomach, and 3 for skin mucus. No dominant bacterial genus was ubiquitous in all samples;

however, different abundant genera were unique for each sample.

On the other hand, three different Archaea phyla, Crenarchaeota, Euryarchaeota and
Korarchaeota were retrieved of all samples. However, Euryarchaeota was dominant phylum
in all samples. In particular, Methanobacteria (21.9%), Methanococci (9.1%),
Methanomicrobia (8.2%), Thermococci (1.5%) and Thermoplasmata (3.7%) were phyla
dominant (= 1%) in intestinal tract. In the case of the stomach and skin, the relative
abundances were very low (< 1% total Archaea OTUS).

Table 3. Sequencing information, diversity index (H’) and estimator of richness (Chao1

and ACE) obtained after lllumina sequencing

Index Stomach Intestinal tract Skin mucus
Number of high-quality reads 4131 23.703 20.847
Shannon (H") 0,8837 4,515 0,6971
Dominance_D 0,5921 0,02719 0,6805
Equitability_J 0,2781 0,7211 0,1689
Simpson 0,4079 4,515 0,6971
Margalef 2,862 52 6,14
OTUs at 97% (genetic sim) 3.085 21.644 20.617
Chaol (TC%) 63 653,1 149,8
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4. Discussion

Ecological investigations of Antarctic and subantarctic fish are scarce, from the
parasitic and microbiological point of view. The ecology of D. eleginoides is characterized by
being complex since its life cycle includes several ontogenetic phases. Eastman [29], points
out that semi-pelagic juveniles (12-15 cm TL) become demersal reaching 150 to 400 m depth
and, after several years, grow to 60-70 cm TL. Later, the adult fish migrate to meso and
bathypelagic habitats at depths greater than 1000 m. This situation would determine that
throughout its ontogeny, the depth cod would be exposed to being infected with various forms

of life, since it presents a high parasitic diversity [10].

Therefore, it is expected that the conformation of the microbiota and parasitofauna of
D. eleginoides, is due to factors such as the heterogeneity of environments and the
occurrence of extensive vertical and horizontal migrations. However, our results show
differences, at the level of parasite richness, prevalence, and abundance, with that reported
in other study areas [10-13]. This is since D. eleginoides is not a panmictic population,
probably due to its extensive distribution. There are reports that in the South Atlantic there
would be different population structures of the species, whose variations could be influenced
by migratory movements between feeding and spawning areas [31-33]. Diverse interactions
established within the trophic web and the types of environments, would explain the
conformation of its parasite-fauna. On the contrary, D. eleginoides from the coast of the Pacific
Ocean, would be influenced by the cold Humboldt current, which would generate a stable

habitat, with a homogeneous parasitic distribution.

Oliva et al. [15] supports the above by using parasites as biological markers, as a
population discriminating tool, suggesting that in the south-central coast of Chile, there is only
one stock of D. eleginoides. Our results support this hypothesis, since the parasite richness
and the prevalence and abundance values are like those previously reported in specimens of
D. eleginoides captured in Chilean waters, except for the larvae of Pseudoterranova sp., not
previously reported by Rodriguez & George-Nascimento [14] and Oliva et al. [15]. This could
determine the conformation of the microbiota of the specimens examined in this work,
although it is necessary to carry out similar studies in populations of D. eleginoides that inhabit

other geographical locations.
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In particular, the conformation of the parasitic fauna and its magnitude in specimens
examined in this study, would represent the reflection of the ontogeny (particular) of this
population and would contribute to the role of top predator of D. eleginoides. In addition, it
would determine the structure of the intestinal microbiota, being related to this ecological
context, since all the parasites reported in the present study, except Rocinela aff. australis,
were transmitted to the host by consumption of infected prey. Therefore, the quantitative and
gualitative variations of these parasitic taxa depend on the rate of encounters between the

predator and parasitized prey, that is, on the composition of their diet [34,35].

Murillo et al. [36] indicate that the main prey-items of D. eleginoides, captured in three
areas of the south-central coast of Chile, were formed mainly by bony fish (Macrouridae and
Ophidiidae) and to a lesser extent cephalopod, and only occasionally by Anthozoa and
Polychaeta. In this way, although the knowledge of the life cycles of the parasites identified in
this study is not sufficiently clarified, the results reported here confirm the participation of D.

eleginoides as a definitive, intermediate or paratenic host in its occurrence.

Noble [37] and Campbell et al. [34] reported that polychaetes and crustaceans
(especially copepods and isopods), would act as intermediate hosts for the Digenea reported
in this study, where D. eleginoides would participate as the definitive host. Cephalopods could
transmit the larvae of nematodes, trematodes and cestodes, while teleost fish could infect D.
eleginoides with anisakid larvae whose role, as an intermediate and / or paratenic host, could
explain the infection of the definitive hosts of these parasites, such as marine mammals and

sharks, as potential predators of D. eleginoides [38, 14].

At the infra-population level, the diversity and dominance indices determine that the
stomach portion is more diverse compared to the intestinal portion (preference of this habitat
for Digenea). The occurrence of anisakid larvae in both digestive portions stands out,

representing their recognized flexibility to locate in different habitats within the host.

On the other hand, the absence of protozoa in the samples is due to the extensive
bathymetric migrations, as well as the extreme conditions in which D. eleginoides carries out
its trophic life, would interrupt the transmission cycle of these microorganisms [10-13]. This

situation also seems to determine a low presence of ectoparasitic taxa in D. eleginoides in
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general, with R. aff. australis, an eventual situation that must be evaluated with more
background. On the contrary, the finding of Pseudoterranova sp. larvae, the first in specimens
of D. eleginoides in Chilean waters, is not by chance since this nematode is a generalist
parasite described in numerous hosts that inhabit the Chilean coastline [39]. Furthermore, this
genus together with Anisakis sp. and H. trichiuri have been identified as zoonotic, with the
ingestion of raw or undercooked fish meat being the cause of human infection [40]. In Chile
the genus Pseudoterranova has been linked as the most frequent cause of gastric symptoms

in parasitized people [41].

Metagenomic analyses of microbial community demonstrated that Proteobacteria, Fir-
micutes and Bacteroidetes were phyla dominant in our study, agreeing with the results
reported by other authors. However, a low bacterial diversity in stomach and skin mucus
samples was detected, reducing to the presence of two and one dominant phyla (> 1%),
respectively. Some authors have proposed that as skin mucus is constantly in contact with
the aquatic environment, hence, the largely synchronized bacteria composition on the skin
mucus of the fish and that of the environment. However, recently studies reported by Aguayo
et al. [42] showed a higher diversity in sea water of pacific-ocean-south. In relation to the
stomach, the distribution of microbial communities in the stomach may also be largely

influenced by the type of diet fed by the fish.

Alpha diversity of both stomach and mucosa was significantly low. The stomach of
gastric fish is the first part of digestive system where the food is subjected to the influence of
hydrolytic enzymes and other chemical agents like hydrochloric acid. It leads to lysis of
sensitive bacterial cells and subsequent bacterial DNA degradation. This can directly affect
the establishment of the bacterial community either due to low pH (HCI) levels and the

hydrolytic activity of proteases [43,44].

The analyses at the intestinal tract level showed a high diversity, agreeing with that
reported by Song et al. [45], studying composition of intestinal microbial community of four
austral perciformes species, based on 16S rRNA gene sequence through Illumina MiSeq
platform. These authors reported that Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Thermi, and
Bacteroidetes were the most dominant groups at phylum level. Firmicutes and Bacteroidetes

contribute to carbohydrates and/or proteins fermentation in the intestine to help the host
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acquire nutrients from the diet. In the case of the Archaea domain, Crenarchaeote was the
most dominant groups at phylum level. Similar results were reported to Wilkins et al. [46],
suggested that shaping factors of Southern Ocean microbial assemblage, and this might

suggest that Crenarchaeota is related to Antarctic environment.

The high relative abundance of Gamma-proteobacteria, Alpha-proteobacteria and
Delta-proteobacteria, suggests a beneficial relationship between the bacterial community and
the host, at the gastrointestinal level. Since, bacteria identified are involved in nutrient cycling.
In addition, carbon cycling and biodegradative capabilities are wide-spread characteristic
within the members of the Alpha- and Gamma-proteobacteria. These include the
Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae, Vibrionaceae and the members of the
Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides (CFB) clade (Cytophagaceae, Flavobacteriaceae and
Bacteroidetes) [47].

Urtubia et al. [9], in specimens of D. eleginoides captured Diego Ramirez Archipelago, using
culture dependent techniques, reported that Vibrio ssp and Psychrobacter ssp were most
frequently recovered bacterial genera, a gastrointestinal level, instead in our study
Psychrobacter, bacteria of could environment, showed a higher relative abundance in skin
mucus samples, evidencing that the cold habitat of D. eleginoides, selects a “cold tolerant
microbiota”, since Pseudomonas, which presented a higher relative abundance at the skin

level, is also frequently isolated from cold environments.

In general, the influence of water and holding conditions [48], DNA extraction protocols
[49], diets [50], high level of intraspecific variation [51], sex [52], length and mass of fish [51],
time after feeding [53] and many other factors that are often speculated in studies focused on
bacterial communities intestinal. Therefore, it is difficult to explain the variability of the gut

microbiota between fish from different geographic regions.

5. Conclusions

This is the first study on parasitology and microbial ecology of a species with economic
importance as D. eleginoides, contributing to the knowledge about the structure of the

microbial and parasitology community of this specie. These data provide evidence that D.
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eleginoides introduce microbial from the environment and their discontinuous circumpolar
geographic distribution can trigger complex interactions between different community, both
microbial and parasitic. Therefore, the functional roles of these taxa associated to different D.

eleginoides niches represent an interest both commercial and ecological.
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Abstract

An isopod of the family Aegidae, provisionally referred to as Rocinela aff. australis
Schicedte & Meinert, 1879, is reported from the Patagonian tootfish Dissostichus eleginoides
Smitt, 1898, from off the Biobio region, Chile. One specimen was collected, its body suboval,
symmetrical, the dorsum weakly vaulted, stout, and with a few pits on the body. The specimen
collected clearly belongs to the genus Rocinela and within that genus would most closely
resemble Rocinela australis, but its actual specific status, whether an established species of
the genus (and if so, which one) or possibly proving to be an as yet undescribed species, will
have to await close examination by a specialist in marine isopod taxonomy. For the time being,
we refer to the specimen as “Rocinela aff. australis”, since, compared with existing Rocinela
spp., it matches best with that species both in general morphology and in geographical
occurrence. This species, then, was reported until now only for the Strait of Magellan,
Magellan region, and the southern Argentinean Atlantic coast. Thus, if the specimen would
prove to really belong to Rocinela australis, then this report would constitute the most northern

record of that species.

Introduction

In the marine environment, Isopoda are important constituents of the invertebrate
fauna. In this ecosystem, the influence of isopods can be substantial at various levels,
especially considering their different roles in the marine food webs (Riseman & Brusca, 2002).
For example, members of the family Aegidae, Aega Leach, 1815 with eight species,
Aegapheles Bruce, 2009 with seven species, Aegiochus Bovallius, 1885 with 16, Epulaega
Bruce, 2009 with two, Rocinela Leach, 1818 with nine, and Syscenus Harger, 1880 with five
species (cf. Bruce, 2009), are recognized as temporary predators or parasites of fish (Brusca
& Iverson, 1985).

Within the Aegidae, the genus Rocinela Leach, 1818, comprises species with a
cosmopolitan distribution, but that are only scarcely reported. According to Brusca & France
(1992), species of Rocinela are distinguished from all other aegid genera by the gradually
tapering lateral body margins, a 2- or 3-articulate maxillipedal palp, normal (unexpanded)

antennal peduncles, a small frontal lamina and broadly expanded clypeus region, a small free
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labrum and an elongate first article of the mandibular palp. To determine interspecific
differences, the most useful characteristics are the shape of the frontal margin and frontal
lamina, the pereopodal armature, and the shape and armature of the uropods. However, the
same authors (Brusca & France, 1992) point out that the species of Rocinela are little known,
due to the scarcity of collected specimens and the fact that most of their descriptions date
from before 1905.

The Patagonian toothfish Dissostichus eleginoides Smitt, 1898, known also as Chilean
sea bass, constitutes an important human resource in southern fisheries. This species is
distributed along the continental slope up to the Diego Ramirez Islands at depths of 80-2500
m (Rodriguez & George-Nascimiento, 1996; Murillo et al., 2008; Oliva et al., 2008; Collins et
al., 2010).

With the aim of providing information about the taxonomic composition of the parasites
found on and in D. eleginoides, the record of an ectoparasitic crustacean of the isopod genus
Rocinela in D. eleginoides captured along the coast of central-south of Chile, was noted and
is here reported.

Material and methods

During the legally determined fishing period, i.e., between May and September 2018,
from a location at 37°10’S 74°15’E (mean depth: 920 m), three Dissostichus eleginoides were
captured and sent to the Pisciculture and Aquatic Pathology Laboratory (University of
Concepcion). A subsequent necropsy of the captured fish revealed the presence of one
specimen of ectoparasitic isopod, adhered to the right branchial arch of one of the specimens.
The parasite was fixed in absolute ethanol and sent first to the Parasitology Laboratory
(University of Concepcion), and next to the Biological and Chemical Sciences Department
(Catholic University of Temuco) for identification according to the descriptions given in
Richardon (1898), Schicedte & Meinert (1879), Brusca & France (1992), and Bruce (2009).
The specimen is now kept in the laboratory of Prof. Patricio De los Rios-Escalante (Catholic

University of Temuco).
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As regards the description, we have been able to acquire two general photographs of
the specimen’s habitus (see fig. 1). However, as we are not taxonomists, we had no facilities
to make taxonomically adequate line drawings. Accordingly, our figures had to be restricted

to “field sketches” that are sufficient for our ecological purposes, but cannot be used to verify

any morphological details in a taxonomic sense (as apparent from fig. 2).

Fig. 1. The specimen of Rocinela aff. australis Schicedte & Meinert, 1879, collected from Dissostichus

eleginoides Smitt, 1898, and examined in the present study: left, dorsal view; right, ventral.
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Fig. 2. Crude field sketches of some morphological aspects of the specimen of Rocinela aff. australis
Schicedte & Meinert, 1879 examined in this study: A, dorsal view; B, first pereiopod; C, third pereiopod;
D, pleopod representative of pleopods I-IV; E, pleopod representative of pleopods V-VI; F, maxilliped

representative of maxillipeds I-1ll; G, mandible.
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Fig. 3. Crude field sketches of some morphological aspects of the specimen of Rocinela aff. australis
Schicedte & Meinert, 1879 examined in this study: C, third pereiopod; D, pleopod representative of
pleopods I-1V; E, pleopod representative of pleopods V-VI; F, maxilliped representative of maxillipeds

I-1ll; G, mandible.

Rocinela aff. australis Schicedte & Meinert, 1879 (figs. 1-2-3)

Material examined
One specimen, sex not determined, body 45 mm long, 18 mm greatest width; from 37°10’S

74°15’E, off Biobio Region, Chile, average depth ca. 920 m; on right branchial arch of host
Dissostichus eleginoides Smitt, 1898, caught between May and September 2018.
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Provisional, crude description. - Length 45 mm, maximum width 18 mm (figs. 1, left and
right, 2A), body 3 times as long as wide, widest at pereonite 4, sub-oval, symmetrical, dorsum
weakly vaulted, stout, and with few pits on the body. Cephalon 3 times as wide as long,
anteriorly somewhat triangular, slightly constricted margin posterior to eyes, posterior margin
smooth, anterior margin rounded. Eyes very large, separated by less than one eye-width. First
pair of antennae with six segments (fig. 2A). Mandible lacking lacinia mobilis, molar process
reduced (fig. 2G). Terminal articles of maxillipeds with stout, recurved setae, palp of

maxillipeds with two articles (fig. 2F).

Pereon broad, convex, individual pereonal somites much wider than long, pereon with
seven distinct, separated pereonites. Angles of first pereonite extended forward below eye for
less than one eye length. Pereiopods prehensile. Propodi of pereopods I-1ll large, broad, with
four to six acute spines, dactyli of pereopods I-1ll longer than propodi, meri of pereopods | with
three large spines (fig. 2B), meri of pereopods Il with four spines in total, 1 spine in sub-basal

position (fig. 2C).

Pleon with six fully separated somites including pleotelson counted as one unit.
Pleotelson subequal to, or slightly narrower than, width of pleonite 5. Dorsal integument of
pleotelson largely depressed except for antero-dorsal rim (fig. 1, left). Pleopods generally

similar, fourth and fifth pair not operculiform (figs. 2D, E).

Uropodal rami flattened, fan-like. Uropods in plane of pleotelson. Medial angle of
uropodal peduncle extending over less than 50% but more than 40% length of endopod,;
lateral margins of pleonite 5 ending in acute posterior points.

The described specimen was preserved; its colour was white after two years in ethanol 96 %.

Remarks

First of all, the above description is not meant to present a set of taxonomically useful
characters at species level, but only serves to justify the choice of the genus in which the
species represented by our unique specimen is supposed to belong. The description should,

however, suffice for a characterization of the isopod in the local, pelagic ecosystem.
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Marine parasitic isopods are frequent in warm waters, although relict species such as
Rocinela australis were reported for cold and temperate waters (Brusca & France, 1992).
While within the life cycle of these species there are free-living stages, they can directly
contact their eventual hosts to feed, being opportunistic and apparently not presenting
specificity for any species of fish in particular (Wing & Moles, 1995). Brusca & France (1992)
point out that isopods of the genus Rocinela are temporary ectoparasites that feed on the
host’s blood and mucus and are later shed off their temporary host. However, the close
association of the parasite with the tissue can cause significant damage to the host. In this
regard, it has been reported that parasitizations by species of Rocinela have caused lesions
and predisposition to secondary infections (Wing & Moles, 1995; Cavalcanti et al., 2012).
Thus, this type of ectoparasites, being intermittent feeders, will generate such damage to the
host that its growth rate, and thus its production, will be affected (Bunkley-Williams & Williams,
1998; Lester, 2005).

The scarce previous reports available about R. australis establish its distribution mainly
in the Strait of Magallan (Schicedte & Meinert, 1879), which is confirmed by more recent
literature (Ortmann, 1911; Menzies, 1962; Brandt, 1991; Espinoza-Pérez & Hendrickx, 2006;
Bruce, 2009). Nevertheless, Gonzalez et al. (2008) do not mention this species, but Mufioz &
Olmos (2007) reported the genus Rocinela as a parasite of Chilean marine fishes, specifically
Sebastes capensis (Gmelin, 1789) in the Antofagasta region (Oliva & Gonzélez, 2004;
Gonzalez & Poulin, 2005).

The literature about the parasitic fauna of D. eleginoides at other latitudes (Parukhin &
Lyadov, 1982; Gaevskaya et al., 1990; Hamilton, 1995; Brickle, 2003; Brickle et al., 2005,
2006; Brown et al., 2013), and the Chilean seas, allow to denote that the present study is the
first report of R. aff. australis on D. eleginoides. If it is correct that D. eleginoides is distributed
off the central-south of Chile (Espinoza-Perez et al., 2009), the results would agree with the
original descriptions in the literature. Nevertheless, given the fact that only the present
specimen has been found, of which the identity still must remain uncertain, and also in view
of the few other reports on R. australis, we believe that it is not possible to use this species
as an eventual biomarker, nor to discuss its possible zoogeographic affinities with the total of

the Chilean fauna.
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Dissostichus eleginoides being an important fishery resource, we intend to continue
parasitological studies of this host, which we hope will contribute to clarify the occurrence as

well as the ecological role of Rocinela spp. in the local ecosystem.
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Abstract

Human anisakidosis is a food-borne zoonosis, caused by the ingestion of fish meat
parasitized by anisakid nematodes. Various investigations document an increase in the
prevalence and intensity of infection by these parasites in commonly consumed fish, which
represents a risk to human health. Factors that would favor this increase and the challenges
that arise in the future, both at an individual and industrial level, are discussed. The
consumption habit of the Chilean population is changing, increasing their preference for foods
prepared raw or insufficiently cooked, which implies long-range prophylactic actions.

Keywords: Anisakidosis, zoonosis, fish, Chile.

Abbreviations: L1: First larval stage; L2: Second larval stage; L3: Third larval stage

Introduction

The importance of the consumption of fish meat, as a source of nutrients, for human
health is recognized, but an inappropriate way of preparation can cause parasitic infections.
This parasitic zoonosis is caused by the intake of the nematode larvae, corresponding to the
Anisakidae Family, mainly Anisakis (Anisakiosis) and Pseudoterranova (Pseudoterranovosis)
Genera. These larvae localize in the body cavity and musculature of teleost fish and
crustaceans [1,2].

The life cycle of anisakids is complex. Marine mammals (cetaceans and pinnipeds) and
piscivorous birds participate as definitive hosts, which harbor the adult stages in their
stomachs. After copulation, the fertilized female releases the eggs together with the
depositions of the definitive hosts. In marine sediment, inside the parasite egg, the embryo
gradually develops L1, L2, and L3. This process has a variable duration that is dependent on
water temperature [3]. L3 actively hatch from the egg and, to continue their cycle, they must
be ingested by marine invertebrates (eufausiaceans, amphipods, and decapods) that act as
intermediate hosts and, by predation, can infect other crustaceans, different species of teleost
fish, and the hosts definitive [4]. Additionally, different studies account for the occurrence of
Anisakidosis in about thirty species of fish from the coast of Chile [5], highlighting some of the

habitual consumption by humans.
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In Chile, since the mid-1970s, cases of human Anisakidosis have been reported, with
acute gastric symptoms being the most frequent [6,7], mainly affecting adults. The majority of
human cases are caused by the infection with Pseudoterranova spp. [8-10], due to an
increase in the culinary preparations based on raw (or undercooked) fish meat like ceviche,
sushi or fried [11], being classified as the major risk factor.

Problematic

Investigations in Chile showed a significant increase in the prevalence and intensity of
Anisakidodis infection in fish commonly consumed [12,13]. In particular, this increase has
been observed in the hake Merluccius gayi gayi, one of the most consumed species [14],
reaching, prevalences of over 90%, according to our latest records. In the same way,
according to a systematic analysis carried out during 2019 and early 2020 in our laboratory,
in fourteen fish species [data not yet published], this same trend was seen -although to a
lesser extent- in the patagonian toothfish Dissostichus eleginoides and the jack mackerel
Trachurus murphyi, both species with high consumption and with economic and industrial
importance for Chile.

Although the upward trend in the prevalence and intensity of infection could reflect the
ontogeny of a particular fish population, it is worth wondering if both climate and ecological
changes in the marine environment could influence the life cycle of these parasites. For
example, it has been determined that copepods in waters of the central-southern zone of Chile
have been altered, increasing in their diversity, abundance, and size in recent years [15]. This
would be a consequence of global warming that inhibits the vertical mixing of the water
column, cause increase winds, and generates water cooling due to increased upwelling.
Therefore, this change implies a greater supply of intermediate hosts for these anisakids,
favoring their transmission towards susceptible hosts, especially those that occupy a large
area of the water column, such as M. gayi gayi or D. eleginoides. Also, the progressive
enhances in water temperature would favor the faster hatching of the parasite's eggs and,

therefore, of the various hosts that participate in the life cycle of this parasitism [16].

Given this trend, the risk of human infection is greater than before. In Chile, the

legislation recommends that the fish for human consumption must be previously frozen at a
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temperature of -18 °C as maximum, measured in its thermal center, and must be marketed
as free of parasites and their cysts [17]. Although, certainly, it is difficult to enforce it in informal
commerce. In fact, an important part of the supply of these fishery resources to the Chilean
population is carried out in this way, so that prophylactic measures depend exclusively on the
consumer. At the industrial level, the dilemma consists of detecting and extracting these
nematodes since the cooking and refrigeration processes are larvicidal but they do not
manage to eliminate the larvae, which exposes consumers to allergic Anisakidosis [18], and
to a rejection of the product by the consumer if it is found the worm. In Chile, the most widely
used detection procedure is the candling or transillumination technique, which consists of
visualizing the larvae by placing the pieces of fish meat on a transparent surface at the base
of which a light source is projected [19]. Although this technique is simple, fast, and does not
cause a significant deterioration in the pieces analyzed, but has low efficacy as it depends on
the expertise of the observer [20].

Challenges

The upward trend of Anisakidosis in fish for human consumption confirms that there is
a latent risk for the population and raises the need for health education campaigns that
disseminate individual prophylaxis measures, such as buying frozen fish and not buying
culinary preparations based on raw or insufficiently cooked fish, salted or smoked, since none
of these presentations are larvicidal. If fresh fish is eventually purchased, it is advisable to
cook it at 60 °C for 10 to 15 minutes, a process that allows the larvae to be killed [21]. Likewise,
it is suggested to prefer to cook only the epiaxial musculature of the fish, since various

investigations show that the larvae are less frequently found in this location [13,14].

Various methods have been evaluated to efficiently detect anisakid parasites [19, 22-
26], although some are expensive, complex, and destroy the analyzed pieces. However, the
development of methods based on molecular techniques (PCR) constitutes a promising
alternative to be established in the fishing industry because they surpass traditional systems
in many aspects, above all showing high diagnostic sensitivity [27, 28]. Also, infrared (800 —
1800 nm) methods for the detection of worm in fish meat, without sample loss, have been
reported and represent a novel quality control process for the industry [29]. The main

challenge, however, is to apply these methods to the different presentations of the fishery
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product (different sizes, portions, fresh, frozen or subject to different transformation
processes) and, in some way, maintain the standards of quality, safety and cost offered to

consumers.

Conclusion

The consumption raw or undercooked products is gaining more followers in Chile every
day, for this reason, it is necessary to increase the knowledge of all the species that could
potentially participate in the life cycle of anisakids, in order to specify their participation in
transmission of these parasites to humans. It is necessary to incorporate new methodology
for the detection of anisakids in a massive way, at least at an industrial level in Chile, as it will
provide a great advance in the safety of consuming, not only fish meat, but other foods based

on other hosts susceptible to these parasites.
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Resumen

La anisakidosis humana es una zoonosis transmitida por alimentos, causada por la
ingestidon de carne de pescado parasitada por nematodos anisakidos. Investigaciones sobre
la presencia de anisakidos en pescados comercializados, sin coccion o congelacion previa,
en la region centro sur de Chile son escasas. El objetivo de este estudio fue identificar
nematodos anisakidos en catorce especies de peces marinos, obtenidos por pesca artesanal
y comercializada en Concepcion, Talcahuano y Lebu, ciudades de la Regién del Bio Bio,
Chile. Entre el 2018 a 2020, se examinaron en busqueda de anisakidos a 334 pescados
marinos frescos. Se identificé larvas de Anisakis sp. y Pseudoterranova sp. en ejemplares de
siete y cuatro especies de peces, respectivamente. La mayoria de las larvas se encontraron
vivas y ubicadas a nivel visceral. La mayoria de las especies de peces que resultaron
positivas son reconocidos hospederos intermediarios de estos parasitos. La presencia de
anisakidos en la musculatura de estas especies indica que su preparacion, en forma
ahumada o cruda, es un riesgo para salud publica, recomendandose comprar estos productos

en forma eviscerada y/o congelada, junto a promover su coccion.

Palabras clave: Anisakidos, zoonosis, Merluccius gayi gayi, Dissostichus eleginoides,
Chile

Abstract

Human anisakidosis is a food-borne zoonosis, caused by the intake of fish meat
parasitized by anisakid nematodes. Research of anisakids parasites in commercialized fish,
without previous cooking or freezing, in the south central region of Chile is scarce. The aim of
this study was to identify anisakid nematodes in fourteen species of marine fish, obtained by
artisanal fishing and commercialized in Concepcion, Talcahuano and Lebu, cities from Bio Bio
Region, Chile. During 2018 to 2020, we examinated for anisakids to 334 fresh marine fishes.
Larvae of Anisakis sp. and Pseudoterranova sp. were identified in specimens of seven and four
fish species, respectively. Most of the larvae were found alive and located at the visceral level.
Most of the positive fish species are recognized intermediate hosts for these parasites. The

presence of anisakids in the musculature of these species indicates that their preparation, in
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smoked or raw form, is a risk to public health, and it is recommended to buy these products in

gutted and / or frozen form, together with promoting their cooking.

Keywords: Anisakids, zoonosis, Merluccius gayi gayi, Dissostichus eleginoides, Chile

Introduccion

La Anisakidosis es una zoonosis parasitaria producida por el consumo de larvas de
nematodos de la Familia Anisakidae, correspondientes principalmente a los géneros Anisakis
y Pseudoterranova, que se localizan en la cavidad corporal y musculatura de peces

teledsteos y crustaceos [1]

El ciclo de vida de los anisakidos es heteroxénico y en él participan, como hospederos
definitivos, mamiferos marinos (cetaceos y pinnipedos) y aves piscivoras que albergan los
estados adultos en su estbmago. En este lugar y tras la cépula, la hembra fecundada libera
los huevos junto con las deposiciones de estos hospederos. En el sedimento marino, los
huevos del parasito paulatinamente desarrollan en su interior larvas de primer (L1), segundo
(L2) y tercer estado (L3), proceso de duracion variable y que es dependiente de la
temperatura del agua. Las L3 salen activamente del huevo aun envueltas en la cuticula de
L2 y, para continuar su ciclo, deben ser ingeridas por invertebrados marinos (eufausiaceos,
anfipodos y decapodos) que actuan como hospederos intermediarios y, por depredacion,
pueden infectar a otros crustaceos, diferentes especies de peces teledsteos y a los
hospederos definitivos. Ademas, la depredacién entre peces mediante la cadena depredador-

presa permite que muchos de ellos actuen como hospederos paraténicos [2,3].

El ser humano se infecta al consumir carne de pescado infectado con L3, crudo o
insuficientemente cocido [4], actuando como un hospedador accidental y terminal, ya que el
parasito no es capaz de alcanzar la madurez sexual. En Chile desde mediados de los afos
setenta se han comunicado casos de anisakidiasis humana, vinculados mayoritariamente a
infeccion con larvas de Pseudoterranova, siendo el cuadro clinico gastrico agudo el mas
frecuente y afectando a personas adultas que presentan como factor de riesgo el consumo

de pescado crudo a la forma de ceviche, sushi o frito [5-9]. Se ha sefalado la ocurrencia de
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Anisakidosis en cerca de una treintena de especies de peces de la costa de Chile [10],

destacando algunas de consumo habitual por el ser humano.

En la regidén del Bio Bio, en la ultima década se ha reportado la prevalencia (P) e
intensidad media de infeccidén (IM) de Anisakis sp. en Brama australis (P=16,8; IM= 1,2) y
Trachurus murphyi (P=38,7 a 89,0; IM= 2,23 a 4) [11-12]. Asi mismo, en una investigacion
llevada a cabo en nuestro laboratorio [13], se comparé la ocurrencia en diferentes afios (2006
y 2012) de Anisakidosis en ejemplares de Merluccius sp. comercializados en la ciudad de
Concepcion, evidenciando un alza de este parasitismo en 2012, tanto en prevalencia como
intensidad media de infeccién (P=72,5; IM=3,13).

Con el fin de conocer antecedentes actualizados y considerando que en las ciudades
de Concepcidén, Talcahuano y Lebu se comercializa una variada oferta de pescados que
constituyen hospederos susceptibles de infectarse con estos parasitos, efectuamos esta
investigacion cuyo objetivo fue determinar la prevalencia y abundancia media de anisakidos
en pescados frescos correspondientes a especies comercializadas frecuentemente en estas

ciudades de la Region del Bio Bio, Chile.

Materiales y Métodos

Obtencion de las muestras

Durante los anos 2018 a 2020, ejemplares correspondientes a catorce especies de
peces de consumo habitual humano se adquirieron en diferentes puestos de venta formal e
informal de las ciudades de Concepcién, Talcahuano y Lebu, region del Bio Bio, Chile, con
el unico requisito de que no se encontrasen eviscerados, es decir, completos y frescos. Los
ejemplares fueron llevados al Laboratorio de Parasitologia (Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcién) para su posterior

procesamiento.

Procesamiento de los ejemplares
Los peces recolectados fueron identificados taxonomicamente mediante la

observacion de caracteristicas morfologicas consideradas en la bibliografia disponible [14]
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registrandose, en cada ejemplar, su peso mediante balanza manual y longitud total (distancia

cabeza-aleta caudal), informacion que fue anotada en una ficha individual.

Posteriormente, se hizo la pesquisa de larvas de anisakidos mediante el examen de
visceras y musculatura de cada espécimen por la técnica de desmenuzamiento segun lo
efectuado en un estudio anterior [13]. El procedimiento permiti6 separar dos zonas
anatoémicas distintas: visceras y musculatura, tanto epiaxial como hipoaxial, segun las
definiciones consideradas en la literatura disponible [15]. Desde estas zonas, las larvas
fueron aisladas mediante pinzas anatomicas o hisopado directo, anotando el lugar desde

donde se encontraron.

Las larvas aisladas, se fijaron mediante alcohol al 70%, diafanizadas en lactofenol de
Amman y, posteriormente, se observaron mediante lupa estereoscopica (Zeiss Stemi DRC,
4x) y un microscopio 6ptico (Motic, BA 310; 10x), procedimiento que permitié corroborar la
identificacion vy filiacion a nivel de género correspondientes a nematodos anisakidos, segun

las caracteristicas morfologicas sefialadas en bibliografia especializada [16].

Analisis de los datos

Se calculé la prevalencia e intensidad media de infeccion como descriptores
poblacionales de magnitud del parasitismo, segun definiciones previamente establecidas
[17].

Resultados

En esta investigacion se analizé un total de 334 ejemplares, de los cuales nueve de
las catorce especies de peces, presentaron larvas de tercer estado de los géneros Anisakis
y Pseudoterranova. Todos los peces estudiados son de consumo habitual para el ser humano
y ofrecidas en puntos de venta de las ciudades antes mencionadas. La longitud total y peso
de los ejemplares analizados en este estudio se detallan en la Tabla 1, mientras que su

procedencia, en la Tabla 2.
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Tabla 1. Caracteristicas biométricas de los pescados analizados en este estudio, y que eran

comercializados en la ciudad de Concepcion, Talcahuano y Lebu, Chile.

Especie hospedera N°  Longitud X (cm + DE) Peso X (g + DE)
(rango) (rango)

Merluccius gayi gayi (“merluza”) 48 349+44 383,6 + 109,9
Guichenot, 1848 (24,.5 - 46,0) (165,4 — 620,0)
Trachurus murphyi (“jurel”) 45 36,1 +5,2 540,3 +122,1
Nichols, 1920 (26,5 —49,0) (258,5 — 800,0)
Mugil cephalus (“lisa”) 40 45,7+ 4,6 722,6 + 327,3
Linnaeus, 1758 (37,0 — 54,5) (359,2 — 1404,0)
Brama australis (“reineta”) 47 31,1+4,6 551,5+181,4
Valenciennes, 1838 (22,7 -41,1) (229,1 — 936,5)
Sebastes oculatus (“vieja”) 37 215+24 261,7+ 425
Cuvier y Valenciennes, 1933 (17,1 -28,3) (176,4 — 327,2)
Dissostichus eleginoides (“bacalao”) 17 825+94 2117,9 + 495,8
Smitt, 1898 (69,3 -97,0) (1467,9 -3000,3)
Eleginops maclovinus (“robalo”) 22 44,7 +5,5 506,8 + 104,5
Cuvier y Valenciennes, 1830 (37,3 -57,3) (300,4 — 650,6)
Merluccius australis (“merluza austral”) 19 448 +5,1 907,1 + 206,5
Hutton, 1872 (37,5-57,0) (674,3 — 1376,2)
Cilus gilberti (“corvina” 12 52,7+ 6,0 2025,6 + 223,0
Abbott, 1899 (44,6 — 61,7) (1651,2 —2400,5)
Thyrsites atun (“sierra”) 21 66,2 + 6,9 3175,5 + 282,1
Euphrasen, 1791 (52,4 -79,5) (2500,9 -3783,1)
Genypterus chilensis (“congrio colorado”) 9 61,1+ 10,2 2471,1 + 547,6
Guichenot, 1848 (40,5-71,3) (1549,1 -3170,2)
Genypterus maculatus (“congrio negro”) 7 48,1 + 3,9 465,5 + 67,3
Guichenot, 1848 (43,2 - 55,3) (362,6 — 567,5)
Pinguipes chilensis (“rollizo”) 6 41,1+4,0 1251,4 + 340,0
Valenciennes, 1833 (37,3-48,2) (798,9 — 1789,2)
Aplodactylus punctatus (“jerguilla”) 4 336+4,2 1134,2 + 165,7
Valenciennes, 1831 (36,8 — 27,3) (900,3 - 1267,3)

* N°: numero de ejemplares inspeccionados; X: promedio; DE: Desviacién estandar
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Tabla 2 Procedencia de los pescados comercializados que fueron analizados en este
estudio.

Especie Hospedera N° Ciudad

Concepcion Talcahuano Lebu
Merluccius gayi gayi 48 48
Trachurus murphyi 45 40 5
Mugil cephalus 40 31 9
Brama australis 47 39 8
Sebastes oculatus 37 37
Dissostichus eleginoides 17 17
Eleginops maclovinus 22 14 8
Merluccius australis 19 9 10
Cilus gilberti 12 12
Thyrsites atun 21 11 6 3
Genypterus chilensis 9 7 2
Genypterus maculatus 7 5 2
Pinguipes chilensis 6 6
Aplodactylus punctatus 4 4

* N°: numero total de ejemplares inspeccionados

Nueve especies de peces resultaron parasitadas por larvas del género Anisakis y
cuatro por larvas de Pseudoterranova. Se aprecian distintos valores de prevalencia y
Abundancia media segun la especie hospedera, destacando que la totalidad de los
ejemplares de Merluccius gayi gayi y Dissostichus eleginoides se encontraron parasitadas
por al menos un ejemplar de larva de tercer estado de Anisakis sp. (Tabla 3 y Figura 1).

La mayoria de las larvas se encontraron vivas y, en su conjunto, se ubicaron
principalmente a nivel visceral, sobre la serosa estomacal, superficie hepatica, génadas o

libres en la cavidad abdominal. Sélo en cinco especies de peces se encontro larvas de estos
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parasitos a nivel muscular, resultando su ubicacién exclusivamente en tejido muscular

hipoaxial.

Tabla 3 Prevalencia y Abundancia media de infeccion por parasitos anisakidos en visceras
y musculatura en nueve especies de pescados comercializados en las ciudades de
Concepcidn, Talcahuano y Lebu, Chile (2018-2020)

Hospedero Anisakis Pseudoterranova
Visceras Musculatura  Visceras Musculatura

P®%) AM P((%) AM P% AM P (%) AM

Merluccius gayi gayi 100 15,3 68,7 21 27,1 30 6,25 1,0

Dissostichus eleginoides 100 28,1 58,8 44 64,7 25 29,4 1,0

Merluccius australis 421 1,8

Cilus gilberti 35,2 2,8 11,7 1 58,3 31 33,3 1,0

Trachurus symmetricus 31,1 13,6 133 25 155 20 4.4 2,0

Thyrsites atun 19,0 1,25

Brama australis 17,0 1,8

Sebastes oculatus 16,2 1,3

Mugil cephalus 7,5 1,0 2,5 1,0

* P: Prevalencia de infeccion; AM: Abundancia media de infeccion
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Figura 1 Vistas de ejemplares larvales de Anisakis sp., obtenidos en el presente estudio. A)
Larvas de Anisakis sp. en musculatura de M. gayi gayi; B) Masa de mucosa gastrica con
numerosos ejemplares de Anisakis sp. extraida de D. eleginoides C) Vista del extremo anterior
mostrando diente perforante (flecha); D) Vista del extremo posterior mostrando mucron
terminal (flecha).

Discusion

Los resultados de nuestra investigacion ratifican el rol que cumplen los peces
teledsteos como hospederos intermediarios y paraténicos en el ciclo de los parasitos
anisakidos, debido a que su dieta la componen principalmente numerosas especies de
invertebrados marinos y otros peces susceptibles a parasitarse con estadios larvales de
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Anisakis y Pseudoterranova. Mas alla del numero de ejemplares analizados, los resultados
de nuestra investigacién muestran variabilidad en los valores de prevalencia y abundancia
media de infeccion segun la especie hospedera, lo que pudiese relacionarse con el contacto
eventual de éstos con los distintos hospederos que participan en el ciclo de vida de estos
parasitos. Ademas, factores tales como la edad, talla, sexo y alimentacion de los peces, asi
como factores ambientales pueden incidir en las variaciones cuantitativas y cualitativas de
estos parametros de infeccion parasitaria [18]. De todas formas, los valores de prevalencia e
abundancia media de infeccion coinciden, en cierta medida, con lo sefialado en la literatura
[4,11-13,15].

Es destacable, ademas, junto con constatar la mayor prevalencia y abundancia media
de infeccion de Anisakis sp. en desmedro de Pseudoterranova sp., ratificar la tendencia al
alza de Anisakidosis observada en M. gayi gayi que alcanza un 100 % de prevalencia.
Ademas, esta tendencia también ocurre especificamente a nivel muscular (68,7 %) en
comparacién con un estudio similar [13]. Destaca, también, la elevada prevalencia e
intensidad media en los ejemplares examinados de D. eleginoides (P: 100 %; AM: 28,1) cuyas
magnitudes coinciden con lo documentado previamente en la costa del Bio Bio [19-20]. En
estas especies, asi como en Trachurus murphyi y Cilus gilberti destaca el hecho de encontrar
larvas, tanto de Anisakis sp. como de Pseudoterranova sp., en su musculatura determinando

riesgo de anisakidiasis humana por su consumo crudo o insuficientemente cocido.

Si bien, estas situaciones podrian reflejar la ontogenia de una poblacion de peces en
particular, cabe preguntarse respecto de la influencia que podrian tener cambios climaticos y
ecoldgicos del ambiente marino sobre el ciclo de vida de estos parasitos. Por ejemplo, se ha
determinado que la estructura de tamanos y composicion de los copépodos en aguas de la
zona centro-sur de Chile se ha alterado en los ultimos anos, estableciéndose un aumento en
su diversidad, abundancia y talla en los ultimos afios [21]. Esto seria una consecuencia del
cambio climatico, representado principalmente en el aumento de la temperatura del agua y
de la surgencia, alteraciones que implican una mayor oferta de hospederos intermediarios de
éstos anisakidos favoreciendo su transmision hacia hospederos susceptibles, tales como M.
gayi gayi. Ademas, el aumento progresivo de temperatura del océano favoreceria la eclosion
mas rapida de los huevos de los parasitos anisakidos y, por lo tanto, las posibilidades de

infeccion de los diversos hospederos que participan en el ciclo de vida de este parasitismo
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[22] elevando la prevalencia del parasitismo en aquellas especies que actuan como

depredador de tope en la cadena tréfica, como por ejemplo D. eleginoides [23].

Dado este escenario, es esperable que esta tendencia se sostenga en el tiempo, lo
gue potencialmente podria manifestarse en un aumento del riesgo de contraer Anisakidiasis
humana, por lo que es crucial promover medidas profilacticas que eviten la infeccion de la

poblacion.

En Chile, a nivel de la pesca industrial, el procedimiento de deteccién mas usado es la
técnica de candling o Transiluminacion que consiste en visualizar las larvas colocando los
trozos de carne de pescado sobre una superficie transparente en cuya base se proyecta una
fuente de luz. Si bien, esta técnica es simple y rapida presenta una sensibilidad relativa al
depender de la pericia del observador. La legislacién vigente [24] recomienda que el pescado
destinado al consumo humano debe estar sometido previamente a congelacion a temperatura
de -18°C como maxima, medida en su centro térmico, y comercializarse exento de parasitos
y sus quistes. Ciertamente esta medida es practicable en la produccién industrial y en el
comercio formal, pero dificil de hacerla cumplir en el comercio informal, fuente desde donde
un importante segmento de la poblacién adquiere pescados sin este procedimiento
profilactico. Por lo tanto, es en éstos consumidores donde deben focalizarse campanas de
educacién sanitaria, considerando que los pescados comercializados crudos, eventualmente,
presentan larvas vivas, tal como lo demuestran nuestros resultados. De esta forma, es
necesario reforzar el habito de consumir el pescado previa coccién sobre 63 °C por 10 a 15
minutos, o bien, congelacién rapida a temperaturas inferiores a -20 °C durante siete dias o -
35 °C por 24 horas, procedimientos que permiten matar a las larvas [25-26], y que el salado,
ahumado o sometimiento a horno microonda de la carne de pescado no son larvicidas [27].
Asi mismo, sugerimos preferir cocinar sélo la musculatura epiaxial del pez, lugar de menor
frecuencia de localizacién de larvas de anisakidos, tal como se evidencia en nuestro estudio,

asi como en otros similares [13, 28].

Debido a que el consumo de preparaciones culinarias en base a carne de pescado
crudo o insuficientemente cocido (ceviche, sushi, etc.) se hace cada vez mas frecuente [29],
es necesario seguir investigando en todas las especies que potencialmente pudiesen

participar en el ciclo de vida de estos parasitos, con el fin de precisar su participacion en la
102



transmision de estos parasitos al ser humano. En este sentido, la incorporacion de
metodologia molecular de deteccién de anisakidos en forma masiva, al menos a nivel de la
pesqueria industrial en Chile, proporcionaria un gran avance en la seguridad de consumo de

estos alimentos.

Si bien, la casuistica humana de anisakidosis en Chile es baja, los resultados de este
estudio podrian ser un indicio del efecto del cambio climatico sobre el ecosistema marino vy,
por lo tanto, sobre la epidemiologia de este parasitismo, por lo que es imperativo analizar su
ocurrencia mediante la mirada “Una salud” estrategia que, de manera interdisciplinaria y
global permitira visualizar como el ambiente impacta en enfermedades de tipo zoonético,

como la anisakidosis.
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Discusion

El conocimiento biolégico de D. eleginoides y otras especies de peces de aguas
profundas se ha ido incrementando sostenidamente con el transcurso del tiempo, aunque
existen diferentes aspectos que aun son insuficientemente conocidos. Ello se debe,
principalmente, a que estas especies en su mayoria no presentan interés comercial y a la
dificultad de su captura, en comparacién con especies de ubicacién mas superficial o de
distribucion mas extensa (Oliva et al., 2008). Sin embargo, en el caso de D. eleginoides, dicha
tendencia ha sido revertida progresivamente merced a diversas contribuciones efectuadas
en la ultima década, aunque los aspectos parasitolégicos y, sobre todo, microbiolégicos son

aun escasos.

En el ambito parasitologico diversos autores han informado mas de sesenta taxa
parasitarios componentes de la parasitofauna de D. eleginoides (Tabla 1 y 2),
correspondiendo principalmente a digeneos, larvas y estados adultos de céstodos,
nematodos y acantocéfalos y, en forma marginal, algunos artrépodos (Collins et al., 2010;
Brown et al., 2012). Sin embargo, la estructura y conformacién de esta presenta elevada
variabilidad dependiendo de la localizacién de la poblacién examinada, hecho documentado
en la literatura existente (Gaevskaya et al., 1990) y evidenciado, de alguna forma, en el

presente estudio.

Son diversos los factores que podrian sustentar dichas diferencias y que se vincularian
a la ocurrencia de la triada epidemiolégica o ecoldgica del parasitismo (Soulshy, 1987; Atias,

1991), es decir, de las interacciones de factores propios del parasito, hospedero y ambiente.

Los factores propios del parasito dicen relacion, entre otros, con atributos que inciden
y contribuyen a su reproduccion, diseminacion y transmision, es decir, en el tipo o complejidad
de su ciclo de vida (Marcogliese y Cone, 1997). Por ejemplo, parasitos generalistas que
presenten variados hospederos intermediarios y/o paraténicos, como Anisakis spp.,
facilitarian la ocurrencia de parasitismo en hospederos susceptibles -tales como D.
eleginoides- con mayor frecuencia en comparacion con parasitos estendgenos tales como
los digeneos detectados en este trabajo. Ademas, y de acuerdo con lo indicado en Rodriguez

y George-Nascimento (1996), las variaciones antes mencionadas también dependen del tipo
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de participacion de la especie parasitaria, es decir, si lo hace bajo el sistema hospedador
definitivo-parasito adulto (HD-PA) o bien como hospedador intermediario-parasito larval (HI-
PL). De esta forma, las variaciones cualitativas y cuantitativas de la magnitud del parasitismo
dependerian, en el primer caso, de la tasa de reclutamiento-muerte parasitaria mientras que,
en el segundo, del fenobmeno de sumidero o acumulacion larval. Asi, por ejemplo, el
parasitismo por digeneos (HD-PA) seria reflejo del parasitismo existente en el momento de
captura del ejemplar parasitado, mientras el parasitismo por Anisakis spp. y Pseudoterranova

spp. (HI-PL) representaria un periodo de transmisién parasitaria mas extendido en el tiempo.

Los factores del hospedero estan principalmente vinculados a su alimentaciéon, modo
de vida, edad, talla, sexo, longitud corporal, etc., es decir, de la ontogenia particular del
ejemplar parasitado (Holmes y Price, 1986; Bush et al., 2001). Por ejemplo, y dado que la
mayoria de los taxa parasitos informados en esta investigacion son trasmitidos por la
alimentacion, las variaciones cuantitativas y cualitativas de los mismos dependen de la tasa
de encuentros entre D. eleginoides y sus presas parasitadas, es decir, finalmente de la
composicién de su dieta (Campbell et al., 1980; Moore, 1987; Rohde, 2005). Al respecto,
Murillo et al. (2008) indican que los principales itemes-presa de D. eleginoides capturados en
tres areas de la costa centro-sur de Chile estan conformados principalmente por peces 6seos
(Macrouridae y Ophidiidae) y en menor magnitud cefalopodos y solo ocasionalmente
Anthozoa y Polychaeta. De esta forma, y aunque el conocimiento de los ciclos de vida de los
parasitos identificados en este estudio no esta suficientemente aclarado, los resultados aqui
reportados ratifican la participacion del bacalao de profundidad como hospedero definitivo,
intermediario o paraténico en su desarrollo. Al respecto, Noble (1973) y Campbell et al. (1980)
sefalan que poliquetos y crustaceos (especialmente copépodos e isdbpodos), actuarian como
hospederos intermediarios para los digeneos detectados en este estudio, donde D.
eleginoides participa como hospedero definitivo. A su vez, los cefalépodos podrian transmitir
las larvas de nematodos, trematodos y cestodos, mientras que peces teledsteos podrian
infectar con larvas de anisakidos a D. eleginoides cuyo rol, como hospedero intermediario y/o
paraténico, podria explicar la infeccién de los hospederos definitivos de estos parasitos, como
mamiferos marinos y tiburones, por ser potenciales depredadores del bacalao (Carvajal 1974;
Rodriguez y George-Nascimento, 1996). Por otra parte, aunque vinculado al factor antes
mencionado, la ontogenia del bacalao de profundidad es compleja y determinante en la

ocurrencia de parasitismo. De acuerdo con Eastman (1993) los juveniles semipelagicos (12-
110



15 cm de LT) se vuelven demersales alcanzando los 150 a 400 m de profundidad y, después
de varios afos, crecen hasta los 60-70 cm de LT. Posteriormente, los peces adultos migran
a habitats meso y batipelagicos a profundidad superiores a los 1000 m. Segun Gaevskaya et
al. (1990) esta situacién determinaria la elevada diversidad de especies parasitas en D.
eleginoides antes mencionada y que, estudios posteriores ratificarian, dando cuenta de
diferencias en la riqueza parasitaria y magnitud del parasitismo de acuerdo con la zona de

estudio.

Los factores mas complejos de examinar son los de caracter medio ambiental debido
a gque integran a aquellos dependientes de la relacion parasito-hospedero y, por lo tanto, van
a incidir directamente en la interaccién de los hospederos que participen en el ciclo de vida
de los parasitos que se transmiten hacia D. eleginoides. De esta forma, condiciones tales
como profundidad, temperatura del agua, presencia y direccion de corrientes, barreras
geograficas, entre otras, tendran injerencia directa en el desarrollo de la interaccién parasito-
hospedero (Bush et al., 2001; Rhode, 2005). En este sentido, la distribucion geografica de D.
eleginoides pareciera representar la discontinuidad de ambientes en los cuales, en algun
momento de su vida, se localiza, principalmente representados por variados accidentes
geograficos, montes y plataformas submarinas (Collins et al., 2010). Ademas, es relevante la
influencia que impone la zona de Convergencia Antartica o Zona Frontal Polar Antartica que,
junto a la presencia de la corriente Circumpolar Antartica generaria diversas caracteristicas
determinadas en areas particulares, tanto en recursos como fauna marina, que determinarian
gue la poblacion global de D. eleginoides no sea de caracter panmitico, probablemente
debido a su extensa distribucion. Por lo tanto, y de acuerdo a lo sefialado por algunos autores,
en el Atlantico Sur e islas subantarticas existirian diferentes estructuras poblacionales de la
especie, cuyas variaciones podrian estar influenciadas por movimientos migratorios entre
areas de alimentacion y desove (Shaw et al., 2004; Ashford et al., 2005; Laptikhovsky et al.,
2006), y que determinarian una diferente conformacion cualitativa y cuantitativa de su
parasitofauna. Por el contrario, la proyeccion de D. eleginoides hacia costa del Océano
Pacifico, determinada en gran medida por la influencia de la corriente de Humboldt, generaria
una distribucion mas homogénea del habitat y de sus hospederos lo que, a su vez,
determinaria una estructura parasitaria similar. Al respecto, Oliva et al. (2008) sustentan lo
anterior mediante el uso de parasitos como marcadores biolégicos y, por tanto, como

herramienta discriminadora de poblaciones sugiriendo que, al menos en la costa centro sur
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de Chile, hay un solo stock de bacalao de profundidad. Nuestros resultados apoyan esta
situacion, dado que la riqueza parasitaria y los valores de prevalencia y abundancia de
infeccion aqui reportada difiere de lo registrado en otras latitudes (Gaevskaya et al. 1990;
Brickle et al., 2005, 2006; Brown et al., 2012), pero es similar a lo previamente informado en
ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas de Chile, con la excepcion del registro de
la larva de Pseudoterranova sp., no informada previamente por Rodriguez y George-
Nascimento (1996) u Oliva et al. (2008).

Mas alla de este analisis, la conformacion de la fauna parasitaria y su magnitud
representarian el reflejo de la ontogenia particular de la poblacion de peces analizada en el
presente estudio y tributaria, ademas, al rol de depredador de tope de D. eleginoides, dado
gue la mayoria de los taxa aqui reportados ingresan al hospedero mediante su alimentacion.
De esta forma, este factor también determinaria los valores de riqueza y abundancia de
infeccion aqui reportada que estarian de acuerdo con la presencia de una determinada
diversidad de potenciales presas infectadas con estos parasitos en aguas de la costa de Chile
(Oyarzun et al., 2003; Murillo et al., 2008).

Por otra parte, las diferencias observadas en la conformacion de la parasitofauna en
los tres micro-habitats examinados en este estudio estan influenciadas por los ciclos de vida
de cada taxa en particular. Por ejemplo, la escasa presencia de parasitos a nivel superficial
(R. aff australis), seria consecuencia de un evento particular, dado que su trasmision hacia
D. eleginoides es por contacto directo constituyendo el primer registro de R. australis en este
hospedero. Son escasos los antecedentes bioldgicos disponibles de R. australis, aunque
todos vinculan a este isdopodo ectoparasito con ubicaciones australes localizadas en la region
magallanica (Schiodte y Meinert, 1879; Menzies, 1962; Brandt, 1991; Espinoza-Pérez y
Hendrickx, 2006; Bruce, 2009). Por lo mismo, y debido a que solo se encontré un ejemplar,
se dificulta el uso de R. australis como eventual biomarcador ni discutir con mas detalle las
posibles afinidades zoogeograficas que presenta con la fauna de aguas de Chile. Es posible
plantear, por lo tanto, que las condiciones extremas de profundidad y migracién batimétrica
en las cuales el bacalao de profundidad efectua su vida tréfica, es particularmente estresante
para la mantencion de ectoparasitos en la superficie corporal de estos hospederos, lo que
estaria siendo ratificado por la escasez de ectoparasitos informados para D. eleginoides en

particular (Tabla 1y 2). De igual forma, la no ocurrencia de parasitismo por fauna protozoaria
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en nuestro estudio, asi como en otros efectuados en este hospedero (Gaevskaya et al., 1990;
Brickle et al., 2005, 2006; Brown et al., 2012), responderia a la misma situacion, la que parece
interrumpir el ciclo de transmisién de estos microorganismos. Por el contrario, el hallazgo de
larvas de Pseudoterranova sp., el primero en ejemplares de bacalao de profundidad en aguas
chilenas, no es sorpresivo ya que este nematodo es un parasito generalista documentado en
numerosos hospederos que habitan el litoral de Chile (Torres et al., 1983), y que pueden

servir de alimento a un depredador de las caracteristicas de D. eleginoides.

Las diferencias observadas en la conformacion de la poblacion parasitaria estomacal
e intestinal seria también el reflejo de los diferentes ciclos de vida de los parasitos
encontrados en este estudio. Por ejemplo, los digeneos viven como estados adultos en el
tracto estomacal y para ello, estan adaptados o especializados para vivir en las particulares
condiciones de pH acido de este lugar, producto de su fuerte constitucion tegumentaria
(Gibson y Bray, 1986), tal como los digeneos detectados en este estudio. Otros, como
Hysterothylacium sp., cuyos estados adultos pueden encontrarse en ubicaciones
estomacales e intestinales, estarian relacionados a un mecanismo de patogenicidad
expoliatorio, es decir, sustraen nutrientes del hospedero, lo que explicaria su mayor amplitud
de su habitat en el mismo. Estados larvales de Anisakis sp., Pseudoterranova sp. y
Hepatoxylon trichiuri, presentarian ubicaciones menos definidas, dado que D. eleginoides
seria un hospedero intermediario que debiera ser depredado por el hospedero definitivo de
estos parasitos (Collins et al., 2010), por lo que su disposiciéon en los tejidos del bacalao de

profundidad es eventual y no vinculada con procesos metabdlicos activos.

Un punto particular que es necesario destacar es el caracter zoonaético de algunos taxa
parasitarios detectados en este estudio, que infectan al ser humano debido al consumo de
carne de pescado crudo o insuficientemente cocido, pues éstos eventualmente pueden
ubicarse a nivel muscular en peces teledsteos (Acha y Szyfres, 2003). Por una parte, el
consumo accidental de larvas de Hepatoxylon trichuri provoca trauma en mucosa oral,
gingival y lingual, sobre todo cuando se intenta remover en forma manual (Mercado et al.,
2015). Por otra parte, el consumo accidental de larvas de tercer estado de Anisakis sp. y
Pseudoterranova sp. causan Anisakiasis o Pseudoterranovosis, respectivamente, patologias
caracterizadas por la ocurrencia de cuadros gastricos, intestinales, alérgicos y orales de

variada intensidad (Apt, 2013).
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En relacion con lo antes mencionado, es destacable, ratificar la elevada prevalencia y
abundancia media de infeccion de Anisakis sp. resultante en esta investigacion, hecho que
se habia comunicado previamente en aguas chilenas (Madrid et al., 2016). Si bien, y como
se sefald anteriormente estas situaciones podrian reflejar la ontogenia de una poblacién de
peces en particular, cabe preguntarse respecto de la influencia que podrian tener cambios
climaticos y ecolégicos del ambiente marino sobre el ciclo de vida de estos parasitos. Por
ejemplo, se ha determinado que la estructura de tamafnos y composiciéon de los copépodos
en aguas de la zona centro-sur de Chile se ha alterado, estableciéndose un aumento en su
diversidad, abundancia y talla en los ultimos afios (Medellin et al., 2016). Esto seria una
consecuencia del cambio climatico, representado principalmente en el aumento de la
temperatura del agua y de la surgencia, alteraciones que implican una mayor oferta de
hospederos intermediarios de éstos anisakidos favoreciendo su transmision hacia
hospederos susceptibles, tales como D. eleginoides. Ademas, el aumento progresivo de
temperatura del océano favoreceria la eclosién mas rapida de los huevos de los parasitos
anisakidos y, por lo tanto, las posibilidades de infeccion de los diversos hospederos que
participan en el ciclo de vida de este parasitismo (Cubillos et al., 2007) elevando la
prevalencia y abundancia media del parasitismo en especies, sobre todo, que actuan como
depredador de tope en la cadena tréfica, como D. eleginoides (Murillo et al., 2008). Por lo
tanto, estos valores, sobre todo de abundancia media de infeccion puede ser una referencia
util para medir cambios en el entorno de D. eleginoides que podrian ser un indicio del efecto
del cambio climatico sobre el ecosistema marino y, por lo tanto, sobre la epidemiologia de

este parasitismo.

Dado este escenario, es esperable que esta tendencia se sostenga en el tiempo y, por
lo tanto, manifestarse en un elevado riesgo de contraer Anisakidiasis humana, por el consumo
de carne de D. eleginoides u otro hospedero susceptible. Al respecto, es crucial promover
medidas profilacticas que eviten la infeccién de la poblacion, tales como el consumo de
pescado congelado o sometidos a coccion (Smith y Wootten, 1978; Adams et al., 2005;
Sanchez-Monsalvez et al., 2006) y que, procesamientos tales como el salado o ahumado, la

aplicacion de microondas o el “cocido en limén”, no son larvicidas.

En el ambito microbiolégico, hasta la fecha, solo se contaba con un estudio en D.

eleginoides (Urtubia et al., 2017) que, a pesar de constituir el primer esfuerzo para la
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obtencion de informacién, presentaba condiciones metodoldgicas que limitaban un aporte
integral al conocimiento bacterioldgico de la especie. En este sentido, los resultados aqui
reportados, tanto a nivel de género como de especie bacteriana, no coinciden con lo
reportado en el estudio antes mencionado. Por ejemplo, estos autores informan que Vibrio y
Psychrobacter fueron géneros bacterianos recuperados con mayor frecuencia a nivel
gastrointestinal, mientras que en el presente trabajo fue Psychrobacter, bacteria del medio
ambiente, que mostré una mayor abundancia relativa en muestras de mucosidad cutanea,
evidenciando que el habitat frio donde el bacalao de profundidad realiza su vida trofica,
selecciona una microbiota tolerante al frio, ya que Pseudomonas, que presentdé una mayor
abundancia relativa a nivel de la piel, también se aisla frecuentemente de ambientes frios
(Khan et al., 2007).

Al igual que ocurre con el parasitismo, la distribucion de las comunidades microbianas
ubicadas a nivel gastrointestinal se encuentra influida en gran medida por el tipo de dieta que
consumen los peces, evidenciando mayor diversidad a nivel intestinal, probablemente por las
condiciones mas desfavorables (pH acido) del tracto estomacal. Ademas, alta abundancia
relativa de Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria y Deltaproteobacteria, sugiere una
relacion beneficiosa entre la comunidad bacteriana y el bacalao de profundidad, debido a que
las bacterias identificadas estan involucradas en el ciclo de nutrientes (Kim et al., 2007). De
hecho, el ciclo del carbono y las capacidades biodegradables son una caracteristica
generalizada entre los miembros de Alfa y Gammaproteobacterias, los que incluyen las
Pseudomonadaceae, Sphingomonadaceae, Vibrionaceae y los miembros del clado
Cytophaga-Flavobacteria-Bacteroides (CFB) (Cytophagaceae, Flavobacteriaceae vy

Bacteroidetes).

Sin embargo, no se debe perder de vista que la comunidad bacteriana gastrointestinal
es afin a un contexto ecoldgico marcado por aguas frias y ambientes profundos. En este
sentido, a pesar de que la columna de agua posee una biomasa bacteriana considerable, la
densidad de las poblaciones bacterianas tiende a disminuir significativamente a medida que

la profundidad de los habitats aumenta (L6pez y Zaballos, 2005).

De la misma forma, la presencia de flujos y corrientes oceanicas pueden, de alguna

forma, determinar la conformacion de comunidad bacteriana superficial como gastrointestinal.
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Como se mencion6 anteriormente, la Corriente Circumpolar Antartica posee un flujo alrededor
del continente antartico en direccién de Oeste a Este que, junto con la temperatura oceanica,
determina una ecologia tréfica particular para esta zona. Asi mismo, y dado que a partir de
ésta se forma la corriente de Humboldt, se genera una masa de agua homogénea en
direccién norte, hacia la costa Oeste de Sudamérica. Esto determina un flujo de especies que
también es vehiculizada y que en la medida que avanza hacia locaciones geograficas mas
septentrionales van generando un gradiente que podria también ser determinante en la
ocurrencia de infeccion parasitaria y bacteriana con diversos grados de magnitud. De hecho,
Oyarzun et al. (2003) establece gradientes en la presencia de ciertos itemes-presa de D.
eleginoides, que pueden ser potenciales transmisores de estos organismos. Por lo tanto, la
corriente de Humboldt ofrece una ruta de distribucion del bacalao de profundidad
contribuyendo a una conformacion particular de su comunidad bacteriana y parasitaria, pero
con un limite meridional, que seria la Corriente Circumpolar Antartica de una temperatura
acuatica menor (Eastman y Grande, 1989), y que explicaria las diferencias en la
conformacioén de la parasitofauna entre poblaciones de D. eleginoides del Pacifico con otras
de ubicacién subantartica (Clarke y Johnston, 1996; Brown et al., 2012). De hecho, aquellas
especies que viven confinadas a vivir al interior de la Convergencia Antartica experimentan
condiciones ambientales muy extremas tales como una marcada estacionalidad (tanto en
iluminacién como productividad primaria) junto a temperaturas cercanas a la congelacion. Al
respecto, destaca en los resultados del presente trabajo que, dentro del dominio Archaea,
Crenarchaeota fue el grupo mas dominante a nivel de filo, el cual ha sido vinculado al

ensamblaje microbiano del Océano Austral (Delong, 1992; Fuhrma et al., 1993).

Lamentablemente existen escasos estudios en otros nototénidos que permitan
comparar los resultados de este trabajo, ya que estas investigaciones se han efectuado
mediante enfoques basados en medios de cultivo tradicional. Por ejemplo, MacCormack y
Fraile (1990) senalaron a Vibrio spp. como el género predominante en Notothenia neglecta,
al igual que Urtubia et al. (2017) en D. eleginoides. Los autores sefalan que las especies de
Vibrio seria un género primordial o indigena en la microbiota intestinal en peces nototénidos
antarticos. Ademas, estudios de microbiota intestinal en Notothenia coriiceps, revelan que los
grupos mas dominantes, en términos de abundancia fueron gamma-Proteobacteria,
Photobacterium sp., Allivibrio sp. y Vibrio sp. (Ward et al., 2009). Por ultimo, Sedlaéek et al.

(2016) reporta que bacterias del género Enterobacter predominan en el tracto intestinal de
116



Notothenia coriiceps, Trematomus bernacchii, Trematomus hansoni y Trematomus newnesi,
aungue los mismos autores sefialan que usaron un medio especifico para su deteccion. Si
bien, algunas especies reportadas por otros investigadores, utilizando cultivo, estan
presentes en los resultados de metagenomica obtenidos en nuestro estudio, presentan una
abundancia relativa demasiado baja. Ademas, sigue siendo un problema la comparacion de
peces desde diferentes habitats, ya que el ambiente ejerce un rol importante en la
composiciéon microbiana estos especimenes. Por otro lado, D. eleginoides tiene un patrén
migratorio que hace pensar que la comunidad bacteriana, principalmente de mucus y de
estomago, varian rapidamente producto de este efecto. Ahora bien, desde el punto de salud
publica, no se encontraron micoorganismos potencialmente patégenos dentro de la
estructura bacteriana de D. eleginoides, lo que también estaria relacionada con su patron

migratorio y su condicicion alimentaria.

En relacion con la especificidad a nivel de micro-habitat, los resultados demuestran
una especificidad a nivel de nicho ecoldgico (estomago, intestino y piel-mucus), demostrando
diferencias significativas a nivel de especie. Cabe destacar que este es el primer reporte
sobre la diversidad bacteriana de D. eleginoides utilizando técnicas moleculares, por lo cual
no es factible discutir el articulo de Urtubia et al. (2017) sobre este punto, ya que las bacterias
cultivables no alcanzan al 1% utilizando técnicas moleculares. Ademas, estos autores
reportaron que varias bacterias cultivables aisladas de D. eleginoides pertenecian a géneros
descritos para ambientes frios, como Psychrobacter, Frigoribacterium y Rhodoglobus,
géneros que fueron escasamente detectados por secuenciacion del ARNr 16s en este
estudio. En este contexto, los resultados demuestran que la estructura de la comunidad
bacteriana podria estar influenciada por factores ambientales tales como la temperatura del
agua, como de aspectos dietarios que, sumado a lo extenso del intestino, genera un nicho
ecoldgico especifico multifactorial, ya que algunos autores sugieren que la presencia de un
micoorganismo pueden variar dependiendo del tipo de tejido muestreado a nivel
gastrointestinal (p. ej., contenido intestinal o pared del tracto gastrointestinal). De esta forma,
se hace necesario realizar nuevos estudios con ejemplares capturados en ambos sectores
de la convergencia antartica, con el objetivo de establecer de forma efectiva si la dieta

presenta mayor influencia que aspectos ambientales en la composicién bacteriana.
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Quedan muchas incognitas que es necesario investigar. Por ejemplo, evaluar la
estructura de la comunidad bacteriana en relacién con la estacionalidad y condiciones
ambientales influenciadas con la localizacién, sobre todo teniendo en cuenta que en la
biologia y conducta del bacalao de profundidad destaca su capacidad de desplazamiento
territorial. En relacion con la parasitologia de D. eleginoides, el uso de parasitos como
biomarcadores en distintas zonas de la costa centro sur puede ayudar a aclarar y/o
complementar la influencia de estos factores en la conformacién de la parasitofauna de D.
eleginoides. En este sentido, es importante vincular nuevos estudios con la caracterizacion
oceanografica del ambiente en donde los ejemplares son capturados. Por ultimo, identificar
si, dentro de las especies que conforman la comunidad bacteriana, algunas presentan
atributos o efectos positivos sobre otras comunidades bacterianas de otras especies de

importancia humana o animal.
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CAPITULO VIl

CONCLUSIONES
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Conclusiones

1. La comunidad parasitaria gastrointestinal de D. eleginoides es mas diversa y rica en
comparacion con la superficial, probablemente influenciada por las condiciones extremas

donde habita D. eleginoides.

2. Dentro de la comunidad parasitaria gastrointestinal, se determiné mediante el uso de
parametros ecoldgicos que la riqueza y abundancia es mayor en el tracto estomacal que el

intestinal.

3. El grupo parasitario mas frecuentemente detectado lo constituyeron los platelmintos

digeneos.

4. La magnitud del parasitismo, determinada por parametros cualitativos como cuantitativos,
en ejemplares de D. eleginoides capturados en aguas de la zona centro-sur de Chile es

variable y dependiente de la especie parasitaria.

5. La alta prevalencia y abundancia media de infeccion del nematodo Anisakis sp. ratifica una
tendencia al alza en estos parametros evidenciando, probablemente, cambios en el entorno

ambiental.

6. La estructura de la comunidad parasitaria gastrointestinal de D. eleginoides examinados
en este estudio es semejante a la reportada previamente en aguas chilenas pero distinta a lo

informado en ejemplares de ambientes subantarticos, por lo que se acepta Ha.

7. En la comunidad bacteriana estomacal, intestinal y de mucus superficial, existen

diferencias vinculadas a su ubicacion especifica basado en parametros ecologicos.

8. La estructura de la comunidad microbiana asociada al tracto intestinal es mas diversa en
comparacion con la del tracto gastrico. Por el contrario, la estructura de la comunidad
parasitaria asociada al tracto gastrico resultd ser mas diversa en comparacion con la del tracto

intestinal, por lo que se acepta parcialmente la Ha.
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Proyecciones

Los resultados obtenidos en este trabajo abren la necesidad de seguir indagando en los
aspectos microbioldgicos y parasitarios de D. eleginoides. Las siguientes preguntas surgen

luego de los resultados obtenidos

En el ambito parasitario

1. ¢Existe un gradiente latitudinal, expresado en la magnitud del parasitismo en aguas de
Chile?

2. ¢En qué grado el recambio de copépodos ha generado un aumento en la oferta de

anisakidosis hacia D. eleginoides y otros peces teledsteos?

3. ¢Qué especie de anisakidos, determinadas por estudios moleculares, parasitan a D.

eleginoides?

En el ambito bacteriano

4. ; Es distinta la estructura de la comunidad bacteriana en ejemplares que habitan al sur de la

convergencia antartica?

5. ¢ la comunidad bacteriana de D. eleginoides esta efactada por el comportamiento batimétrico
del pez?

6. ¢ existen species patdgenas de D. eleginoides, las cuales pueden afectar el cultivo del pez

y tener un comportamiento zoonotico?
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