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GLOSARIO

Amplicén: Conjunto de moléculas de ADN idénticas, es el resultado de una reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR).

Carga parasitaria: Numero de individuos de una especie en particular de parasito, co-

lectados en todos los hospederos infectados de una misma especie.

Copépodos: Grupo de crustaceos maxilépodos de tamano pequeino, en ocasiones mi-
croscépicos, muy abundantes tanto en agua dulce como salada. Se conocen mas

de 15, 000 especies incluyendo aquellas de vida parasitaria.

Cebador: Oligonucleétido de 5-20 nucledétidos de longitud que sirve como punto de par-

tida para la replicacion de ADN.

Fasmidios: Organo sensorial de los nematodos de la clase Rhabditea, subclase Rhab-
ditia de vida parasita, constituidos por un par de finos cordondes cuticulares en
pocison bilateral en el extremo posterior subterminal anal. Son de dos tipos: glan-

dular con funcién secretora y sensorial que involucra la funcién quimiorreceptora.

Hospedero: Organismo vivo, que recibe o proporciona condiciones apropiadas como
alimento, estimulo hormonal para maduracion sexual, estimulo en el crecimiento o

proteccion; para el alojamiento de un organismo de vida parasitaria.

Hospedero intermediario: Organismo empleado por el parasito para continuar su ciclo
de vida, donde puede cambiar morfolégicamente vy fisioldgicamente. El nimero de

hospedero intermediario, puede varias segun la especie parasita.

Hospedero definitivo: Organismo en el que el parasito alcanza la madurez sexual o se
realiza la fecundacion o bien el Ultimo hospedero en el ciclo de vida de un parasito

y en el que se desarrolla la fase adulta.
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Hospedero paraténico: Organismo “potencial” donde el parasito sobrevive en estadio
larvario sin completar su desarrollo y es utilizado como refugio temporal o vehiculo

para alcanzar al hospedero obligatorio.

Infeccion: Invasion, desarrollo y multiplicacién de un agente patdégeno en las células o

tejidos del hospedador

Infestacion: Relacién hospedador-parasito en la que el parasito se alberga en la super-

ficie externa del hospedador.

Intensidad media de infestacion: Es el promedio del nUmero total de individuos de una
especie de parasito en particular en una muestra de hospederos entre el numero

de individuos infectados de la especie de hospederos de la muestra.

ITS-1 e ITS-2: Espaciadores internos transcriptos (por sus siglas en inglés). Regiones
espaciadoras internas del ADN ribosomal del nucleo, que tienen como funcion la
maduracién del RNA ribosomal. Por lo que el analisis de éstos, permiten la infe-
rencia de relaciones filogenéticas, debido a que presentan secuencias de bases

altamente conservadas.

Nematodos: Metazoarios pseudo-celomados. Reconocidos como gusanos de forma ci-
lindrica, de simetria bilateral no segmentados. Con amplia distribucién que com-

prende especies de vida libre y parasitas.

Parasito: Organismo que vive a expensas de otro organismo vivo, alimentandose a partir

de sus nutrientes y sin ofrecer un beneficio a cambio.

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés), en este proceso

se amplifica una regién de ADN o ARN a partir de cantidades pequefias de muestra.

Prevalencia: Porcentaje de individuos hospedadoras infectadas por un parasito especi-

fico en una muestra determinada.
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1. RESUMEN

El ciclo de vida de los nematodos de la familia Anisakidae, sugiere que los crustaceos
son los primeros hospederos, aunque este proceso parasitario esta escasamente docu-
mentado en el ambiente marino. Por su diversidad y abundancia, los copépodos han sido
considerados como los hospederos intermediarios. Este estudio trata de la induccion
experimental para infectar a copépodos Calanoides con Contracaecum multipapillatum
(sensu lato) a partir de huevos embrionados obtenidos de hembras adultas procedentes
de seis pelicanos (Pelecanus occidentalis). Los nematodos se identificaron morfologica-
mente y usando marcadores moleculares (ITS-1y ITS-2). Los copépodos pelagicos Cen-
tropages furcatus, Acartia lillieborgi y A. clausi se recolectaron en La Ensenada y Bahia
de La Paz y especimenes de Pseudodiaptomus euryhalinus se obtuvieron de la UPIMA
(CICIMAR). Centropages typicus, Calanus helgolandicus y Acartia sp. se obtuvieron en
otra serie de muestreos llevados a cabo en la zona de la Herradura en el Mar Mediterra-
neo Espanol. La primera larva se desarrollé de 6 a 8 dias a 25°C, mudé dentro del huevo
y crecié al segundo estadio entre el octavo y décimo dia, lapso en el que eclosionaron
espontaneamente, presentando una etapa de vida libre. Los copépodos C. furcatus, A.
lillieborgi y A. clausi se infestaron con la larva L2, encontrandose diferencias significa-
tivas entre las concentraciones de huevos (Kruskal-Wallis p<0.05). Contrariamente, P
euryhalinus, C. typicus, C. helgolandicua 'y Acartia sp. no se infestaron. Los resultados
confirman que algunos copépodos marinos silvestres podrian actuar como hospederos
paraténicos de C. multipapillatum, en contraste a lo observado en ecosistemas dulcea-
cuicolas. La identificacion morfoldgica y genética de los nematodos permitié establecer
la presencia de dos especies, Contracaecum multipapillatum y Contracaecum bioccai,
morfolégicamente fue posible diferenciarlas principalmente por la longitud total y el pa-
tron de distribucion de las papilas caudales. La identificacién de C. bioccai en la zona es

el primer registro de la especie.

Palabras clave: hospederos, ciclo de vida, Anisakidae, copépodos Calanoides



2. ABSTRACT

The life cycle of nematodes anisakidae family, suggest which use crustaceans as pri-
mary hosts, although this parasitic process is poorly documented in the marine environ-
ment. For its diversity and abundance, the copepods have been considered as interme-
diate hosts. This study deals with the experimental induction to infect Calanoid copepods
with Contracaecum multipapillatum (sensu lato) from embryonated eggs obtained from
adult hosted in 6 pelicans (Pelecanus occidentalis). Nematodes were morphologically
and genetically identified by using molecular markers (ITS-1 and ITS-2). Pelagic cope-
pods Centropages furcatus, Acartia clausi and A. lillieborgi were collected in Ensenada
and Bahia de La Paz, and Pseudodiaptomus euryhalinus specimens were obtained from
the UPIMA (CICIMAR). Centropages typicus, Calanus helgolandicus and Acartia sp were
obtained from La Herradura, Spanish Mediterranean Sea. The first larvae was developed
for 6-8 days at 25°C, molted into the egg and raised the second stage between the eighth
and tenth day period in which they hatched spontaneously, becoming as free-living sta-
ge. Copepods C. furcatus, A. clausi and A. lillieborgi were infested with L2 larvae; there
were significant differences between the concentrations of eggs (Kruskal-Wallis p <0.05).
Conversely, P euryhalinus, C. typicus, C. helgolandicus and Acartia sp were not infes-
ted. Our results confirm that some wild marine copepods could act as paratenic hosts of
C. multipapillatum, in contrast to that observed in freshwater ecosystems. Morphological
and genetic identification of nematodes allowed to establish the presence of two species,
Contracaecum multipapillatum and Contracaecum bioccai; was possible to differentiate
morphologically mainly by the overall length and the distribution pattern of caudal papi-

llae. The identification of C. bioccai in the area is the first record of the species.

Keywords: hosts, life cycle, Anisakidae, Calanoid copepods



3. INTRODUCCION

El parasitismo, es una relacion simbidtica donde existe una asociacion cercana entre
dos organismos, en la que uno (parasito) depende de otro (hospedero), obteniendo algun

beneficio de él, sin que el dafno sea una condiciéon necesaria (Rohde, 1993).

La vida parasitaria ha tenido amplio éxito evolutivo, logrando prosperar en casi todos
los phyla de plantas y animales. En el reino animal el parasitismo se encuentra, desde

los protozoos hasta cordados (Schmidt & Roberts, 1983).

Lo anterior demuestra la existencia de una gran variedad de estrategias de los para-
sitos, convirtiendo a estos organismos en un grupo de gran interés, ya que desempefian
funciones clave en los ecosistemas, como la regulacién de la abundancia o de la den-
sidad de las poblaciones hospederas y la estabilizacién de la red tréfica (Dobson et al.,
2008). Ademas, los parasitos pueden ser un indicador util en el entendimiento de la evolu-
cidén de los animales de vida libre (Palm & Klimpel, 2008) y de la salud de los ecosistemas
(Marcogliese, 2005).

Particularmente los helmintos, considerados como un grupo parafilético (Pérez-Ponce de
Ledn et al.,, 2010), han sido ampliamente estudiados y se ha logrado determinar el ciclo
de vida de especies que parasitan organismos terrestres o dulceacuicolas. Sin embargo,
los ciclos de vida de la mayoria de los helmintos que parasitan hospederos marinos se

desconocen.

En los ciclos de vida de los helmintos marinos, se ha implicado como hospedero in-
termediario al zooplancton, principalmente los crustaceos, debido a su alta densidad y
abundancia (Théodorides 1989; Tolonen & Karlsbakk 2003). Los copépodos usualmente
dominan las asociaciones del zooplancton, de esta forma, pueden desempeniar un papel
importante como hospederos intermediarios y como vectores de enfermedades, debido
a que los parasitos pueden tener una transmision tréfica hacia varias especies de pe-

ces que actuan como hospederos secundarios. Este mismo mecanismo de transmision
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tréfica, puede ocasionar que el ser humano, se convierta en hospedero accidental por
el consumo de peces que no hayan sido sometidos a procesos sanitarios adecuados
de remocién o destruccion de los parasitos (Meyers 1990;0livero-Verbel & Baldiris-Avila
2008).

Entre los helmintos de interés para la salud publica, se encuentran los nematodos
de la familia Anisakidae (géneros Anisakis, Pseudoterranova, Hysterothylacium'y Con-
fracaecum) que se caracterizan por causar enfermedades digestivas que en ocasiones

pueden ser graves (Cabrera & Trillo-Altamirano, 2004).

El ciclo de vida de los Anisakidos es conceptualmente sencillo y se ha generalizado
para todas las especies (Anderson, 2000). En general, consta de cuatro estadios larvales
y un estadio adulto, siendo el tercer estado larvario el tipicamente infectivo a peces y al

hombre.

Los hospederos difinitivos son mamiferos marinos (ballenas, delfines y lobos mari-
nos) y algunas aves piscivoras (pelicanos y cormoranes) que al defecar liberan en el
mar los huevos embrionados con el primer estadio larvario (L1). Este se desarrolla al
segundo estadio (L2), para posteriormente eclosionar en el agua y ser ingerido por un
invertebrado (primer hospedero intermediario), probablemente un crustaceo plancténico.
Los peces zooplanctéfagos y cefalopodos usualmente son los segundos hospederos in-
termediarios, donde se desarrolla el tercer estadio (L3). El nematodo completa su ciclo,
cuando los hospederos definitivos ingieren los peces o cefalépos infectados por la lar-
va L3, desarrollandose ahi la larva del cuarto estadio (L4) y completandose el resto del

desarrollo hasta la aparicion de los vermes adultos (Anderson, 2000) (Fig.1).
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Figura 1: Ciclo de vida conceptual de Contracaecum multipapillatum s.I. (Tomado de

Salazar-Bermudez 2011)

Contracaecum multipapillatum en ambientes dulceacuicolas, parece apegarse a este
esquema generalizado (Huizinga, 1967). Sin embargo, en el ambiente marino no se ha
obtenido evidencia de que esto ocurra. Por lo que, en este trabajo, se realiz6 la infeccion
experimental bajo condiciones controladas, a copépodos pelagicos marinos, por ser un

grupo potencial como hospedero intermediario en el ciclo de vida de C. multipapillatum.



4. ANTECEDENTES

Actualmente cada vez son mas los estudios en el ciclo de vida de los nematodos
implicando a un mayor numero de hospederos vertebrados e invertebrados en todas las

etapas de su ciclo de vida (Vidal-Martinez et al., 1994).

De & Maity (1999) realizaron experimentos de infeccidén con larvas eclosionadas del
nematodo Onchocamallanus bagarii (Karve et Naik, 1951) en los copépodos Mesocy-
clops leuckarti (Claus, 1857) y M. crassus (Fischer, 1853) obteniendo el desarrollo del

tercer estadio (L3) en su hemocele después de 3 dias de exposicion.

En Tabasco, México, el nematodo Gnathostoma tiene como primer hospedero inter-
mediario a los copépodos dulceacuicolas de las especies Mesocyclops leuckarti (Claus,
1857), Eucyclops serrulatus (Fischer, 1851); Cyclops strennus (Fisher, 1851) y C. visci-
nus (Uljanin, 1875) (Hernandez-Gomez et al., 2008).

Desde la descripcion del ciclo biolégico de Anisakis (Van Thiel, 1976), se han pro-
ducido avances significativos en el conocimiento del ciclo vital de algunas especies de

Anisakidos, principalmente en Anisakis simplex (Rudolphi, 1809) (Anderson, 2000).

El género Contracaecum se ha encontrado en una gran variedad de invertebrados
incluyendo celenterados, cteno6foros, gasterépodos, cefalépodos, poliquetos, copépodos,
misidaceos, anfipodos, eufausidos, decapodos, equinodermos y quetognatos (Anderson,
2000).

Norris y Overstreet (1976) mencionaron que la transmisiéon de Contracaecum sp. de
invertebrados a peces hospederos intermediarios no es clara. Los copépodos son pro-
bablemente los hospederos mas frecuentes en la transmision del segundo estadio (L2) a

peces donde se desarrolla el tercer estadio (Anderson, 2000).

Koie & Fagerholm (1993) sugirieron que la muda al segundo estadio (L2) de C. oscula-

tum en la foca gris sucede aun en el estadio de huevo embrionado. Ademas encontraron
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el cuarto estadio (L4) y adultos Contracaecum en el tracto digestivo de focas, algunos
delfines y aves piscivoras, por lo que el tercer estadio (L3) ocurre en peces, usualmen-
te encapsulado en las visceras, y aunque el hospedero definitivo de Contracaecum son

aves, el ciclo de vida en mamiferos aln no es claro.

Koie & Fagerholm (1995) infectaron experimentalmente a organismos del zooplancton
con C. osculatum y concluyeron que los copépodos Calanoides podrian ser el primer
hospedero intermediario, mientras que nauplios y la larva cypris de cirripedios podrian

ser frecuentes hospederos paraténicos en el mar Baltico

Por otro lado, Huizinga (1966) En: Anderson (2000) infectdé experimentalmente a Cy-
clops vernalis y Tigriopus californicus (Baker, 1912) con el segundo estadio (L2) del ne-
matodo Contracaecum spiculigerum (Rudolphi, 1809) los hospederos murieron de uno a
seis dias y aunque durante este tiempo se observd incremento en la talla de los nemato-

dos, éstos no mudaron.

Dziekonska-Rynko & Rokicki (2007) infectaron organismos de zooplancton con Con-
tracaecum rudolphii en el noroeste de Polonia, encontrando que sélo los copépodos ci-
clopoides podian ser hospederos intermediarios. En relacion a Contracaecum multipa-
pillatum Huizinga (1967) infecté a Cyclops vernalis y Tigriopus californicus, encontrando

de 6 a 10 nematodos en cada especie de copépodos.

El gran interés que se le ha dado al estudio del ciclo de vida de estos nematodos
anisakidos, se ha debido a que el hombre puede ser un hospedero accidental. El primer
caso de infeccion en humanos fue registrado por Straub en 1955 en Holanda y descrito
por Van Thief 1960 como un caso de anisakidosis intestinal debido al consumo de aren-
ques crudos o ligeramente salados. Esta enfermedad también se denominé “enfermedad
del gusano del arenque”. Desde la deteccion del primer caso de anisakidosis se registra-
ron otros 149 casos de anisakidosis en Holanda entre 1955 y 1967 (Osanz-Mur, 2001).
El primer caso descrito en Norteamérica fue en 1972, donde se identifico al nematodo

causante como perteneciente al género Phocanema (actualmente Pseudoterranova) y



fue recuperado quirdrgicamente de un aneurisma de la arteria iliaca (Cheng, 1982).

Un problema adicional que existe en los anisakidos, es la identificacién a nivel espe-
cie basado solo en las caracteristicas morfoldgicas de fases larvarias y adultos; algunos
caracteres morfologicos carecen de valor taxonémico interespecifico y, por consiguiente,
algunos géneros de la familia Anisakidae forman complejos multiespecificos que requie-
ren ser diferenciados genéticamente, aunque en ocasiones es posible diferenciarlas me-
diante hospederos o distribucion geografica (Labriola & Suriano 1996; Nadler et al. 2005;
Mattiucci & Nascetti 2008; Shamsi et al. 2008; Shamsi et al. 2009).

El género Contracaecum (Railliet y Henry 1912) incluye aproximadamente 100 es-
pecies con distribucidén cosmopolita posiblemente favorecida por la migracion de aves y
mamiferos marinos y su tipica baja especificidad parasitica para infectar hospederos in-
termediarios y definitivos (Deardorff & Overstreet 1980; Mhaisen et al. 1988; Anderson
2000).

Los complejos multiespecificos de Contracaecum han sido caracterizados genética-
mente, utilizando aloenzimas y secuencias como las del primer espaciador transcrito
interno (ITS-1) y segundo espaciador transcrito interno (ITS-2) del ADN ribosomal y las
subunidades 18s y 28s del ADN ribosomal; asi como el Citocromo B (Cyt-B) y Citocromo
C Oxidasa subunidad | y Il (COI, COx2) del ADN mitocondrial (Mattiucci & Paoletti 2010;
Shamsi et al. 2009).

Mattiucci & Paoletti (2010) propusieron dos especies nuevas en el complejo multiespe-
cifico de C. multipapillatum mediante el ADN mitocondrial de la subunidad Il del citocromo
c oxidasa (COx2): C. gibsony y C. overstreeti (antes denominadas C. multipapillatum sp
“‘A”y C. multipapillatum “B”). Ambas especies se encontraron infectando al hospedero
Pelecanus crispus de Grecia. Ademas, el complejo incluye a C. multipapillatum sp. “C”
en P occidentalis y C. multipapillatum sp. “D” en P. conspicillatus caracterizadas con el
ITS-1 e ITS-2 (Mattiucci & Paoletti 2010; Shamsi et al. 2008).

Valles-Vega (2011) estudiando a C. multipapillatum en Mugil curema obtuvo secuen-
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cias de 186 pares de bases (pb) del ITS-1y 231 (pb) del ITS-2, con homologias de 90 %
(167-186 pb) y 96 % (220-231 pb) respectivamente, por lo que concluyé que las larvas
L3 pertenecen al complejo multiespecifico de C. multipapillatumy aparentemente, es una
especie distinta de las cuatro previamente descritas, por lo que en este trabajo también

seran referidas como Contracaecum multipapillatum (sensu lato).



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Considerando que en México existe desconocimiento sobre taxonomia, biologia y
ecologia de estos nematodos parasitos, es fundamental, primero, identificar las especies
de copépodos que pueden ser los primeros hospederos intermediarios de C. multipapi-
llatum (s.l.). Esta especie infecta en alta prevalencia e intensidad a la lisa Mugil curema
y M. cephalus, peces de frecuente consumo humano debido a su bajo costo en La Paz,
B.C.S. (Plomozo-Lugo, 2010). En segundo lugar, es necesario conocer el mecanismo de
infeccién de estos helmintos, asi como el tiempo que transcurre para el desarrollo de
las fases larvales, ya que en nuestro pais no existen registros médicos de Anisakido-
sis, lo cual puede deberse a su dificil diagnosis por la comunidad médica, porque puede

asociarse facilmente con otras enfermedades del tracto gastrointestinal.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Los copépodos Calanoides pueden ser hospederos intermediarios del segundo esta-

dio larvario (L2) de Contracaecum multipapillatum (s.l).

Objetivo General

Determinar experimentalmente si los copépodos Calanoides son el primer hospedero

intermediario en el ciclo de vida de C. multipapillatum (s.l.).

Objetivos Especificos

1. Corroborar la identidad taxonémica de C. multipapillatum en estado adulto usando

caracteres morfolégicos, morfométricos y marcadores moleculares.

2. Describir las caracteristicas morfo-anatémicas de los diferentes estadios de C. mul-

tipapillatum.

3. Seleccionar las especies de copépodos para inducir las infecciones experimentales,
considerando sus abundancias y frecuencia de aparicién en la Bahia y Ensenada
de La Paz, B.C.S.

4. Desarrollar el disefio experimental que permita la infeccién de los copépodos Cala-

noides con huevos de C. multipapillatum en condiciones controladas.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Obtencion de Nematodos

Con el apoyo de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA) del
municipio de La Paz BCS, se recolectaron seis ejemplares de pelicanos encontrados
muertos, de la especie Pelecanus occidentalis, en la Bahia de la Paz (Costa Baja, Marina
de Fidepaz, Marina del segundo batallén, Monumento de los Nifios Héroes) y en Punta

Lobos, campo pesquero en Todos Santos (Fig. 2)

Navy, NGA, GEBCO

Figura 2: Localidades de recolecta de pelicanos muertos: la Bahia de la Paz (Costa Baja,
Marina de Fidepaz, Marina del segundo batallon, Monumento de los Nifios Héroes) y en

Punta Lobos, campo pesquero en Todos Santos

Cada ejemplar se midid, antes de ser trasladados al laboratorio para disecarlos. Se
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buscaron en las visceras a los nematodos y una vez obtenidos, se dividieron en tres
grupos. El primero se utilizé para la identificacién morfolégica, el segundo para analisis

molecular y el tercero para la obtencién de huevos.

Identificacion Morfoldgica

Los nematodos se fijaron en alcohol etilico anhidro al 70 %. Posteriormente se deshi-
drataron en una serie gradual de alcohol etilico anhidro (70 a 100 %) y se transparentaron
con glicerina para su identificacion con base en las caracteristicas mencionadas por Ya-
maguti (1961) y Anderson et al. (1974).

La descripcion morfolégica se basé en el procedimiento propuesto en este tipo de
estudios (Yamaguti, 1961), para lo cual se obtuvieron al azar 10 machos y 10 hembras
por pelicano. Se midieron en un microscopio compuesto Carl Zeiss con un ocular mi-
crométrico a 10X calibrado y se anotaron las medidas correspondientes en milimetros
proporcionandose las tallas minimas, maximas y promedio en paréntesis. Se elaboraron
esquemas de la morfologia de los nematodos con la ayuda de un microscopio compuesto
Carl Zeiss con camara clara. Se tomaron micrografias con un microscopio electronico de

barrido ambiental (ESEM) FEI Quanta 400 en la Universidad de Granada, Espana.

Para determinar diferencias estadisticas en las medidas de los nematodos de cada
pelicano, se hizo un analisis estadistico exploratorio de datos siguiendo las recomenda-
ciones de Zuur et al. (2010) para determinar si en los datos considerados existen valores

atipicos extremos (3*rango intercuartil) los cuales no serian utilizados para el analisis.

A través de las pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnov (Zar, 1984), se calculd
la homocedasticidad y normalidad respectivamente, resultando violaciones de ambos
supuestos. Por esta razdn se utilizé la prueba de comparaciones pareadas de U Mann-
Whitney (Zar, 1984). Todas las pruebas estadisticas se realizaron a un nivel de confianza

del 95%. Los analisis estadisticos de este trabajo son en tres etapas, porque es una
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prueba de comparaciones pareadas. La primera etapa buscé diferencias entre las medias
de las especies, la segunda entre sexos de una misma especie y la tercera entre los

sexos de diferentes especies (machos-machos y hembras-hembras).

Identificacion Molecular

Para el analisis molecular de los nematodos se utilizé el primer espaciador transcripto
interno (ITS-1) y el segundo espaciador transcripto interno (ITS-2) del ADN ribosomal
(rADN) (Zhu et al., 2000).

Extraccion de ADN

En el laboratorio de Microbiologia del Departamento de Desarrollo de Tecnologias del
CICIMAR, se llevd a cabo la extraccién de ADN de acuerdo al protocolo modificado de
buffer de bromuro de cetil-trimetilaminio (CTAB) (Ausubel et al., 2002).

Se cortaron porciones de aproximadamente 0.5 cm? de tejido de los nematodos fija-
dos en alcohol etilico anhidro al 96 %, y se colocaron en tubos eppendorf de 2 mL, se
agregaron 250 L de TE (Tris-EDTA) y se mantuvieron a temperatura ambiente, después

de una hora, se hicieron tres lavados con el mismo buffer.

Las muestras se maceraron con la ayuda de un pistilo, se les agregaron 3 uL de
proteinasa Ky se incubaron a 35°C por una hora. Después se les agregé 200 p.L del buffer
CTAB (2% (w/v) CTAB, 2% PVP, 0.5% (-mercaptoetanol, 1.4 M NaCl, 20mM EDTA,
100mM Tris-Hcl, pH 8).

Se incubaron a 65°C durante 5 minutos; al término de ese lapso se homogeneizaron
en el vértex a velocidad maxima por un minuto. Se agregaron 600 uL del buffer CTAB y
se incubaron a 65°C por una hora. Al término del periodo de incubacién se les agregd

700 pL de cloroformo: alcohol isoamilico. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm
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durante 10 minutos a temperatura ambiente, recuperandose la fase acuosa en un tubo
nuevo. Para precipitar el ADN se utilizaron 300 uL de isopropanol frio y 50 pL de acetato

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

El ADN se recuperé mediante centrifugacién a 14,000 rpm a 4°C durante 20 minutos,
se descartd el sobrenadante y el concentrado o botén se lavé con 50 pL de etanol al
70 %, las muestras se centrifugaron nuevamente a 14,000 rpm a 4°C durante 10 min y
se descart6 el sobrenadante. El boton de ADN se dejé secar y se resuspendio en 50 uL
de TE.

Amplificacion y Secuenciacion

La amplificacion de las muestras se realiz6 con la reaccidon en cadena de la polimera-
sa (PCR), donde la reaccion se ajusté a 50uL. Con los ITS-1 e ITS-2 se utilizd el cebador
de inicio NC5 (5’-GTA GGT GAA CCT GCG GAA GGA TCAT-3’) y el cebador inverso
NC2 (5'TTA GTT TCT TCC TCC GCT-3’) utilizado en el estudio de Zhu et al. (2000),
obteniéndose un amplicon de ~1000 pares de bases. Las condiciones de PCR fueron:
10 minutos a 95°C (desnaturalizacién de inicio), 30 ciclos de 30 segundos a 95°C (des-
naturalizacién), 40 segundos a 52°C (alineacién), 75 segundos a 72°C (extensién), y 7

minutos a 72°C de elongacién final.

Finalmente los productos se visualizaron en un gel de agarosa al 1%, tefidos con
SYBR Gold y las bandas de ADN fueron visualizados en un fotodocumentador. El pro-
ducto de PCR se mandé purificar y secuenciar a la empresa MacroGen (Korea). Las
muestras se purificaron usando la precipitacién con etanol y la secuenciacion se llevé a
cabo utilizando un Kit BigDye terminator v3.1 Cycle, y se corrieron en un secuenciador
automatico 3730XL.
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Analisis de las secuencias

Las secuencias fueron recibidas en formato *ABI y se visualizaron con ayuda del
programa Chromas. Después se exportaron en formato FASTA como “forward” y como
complemento “reverse”, para poder alinearlas y obtener una secuencia coincidente o

consenso.

Las secuencias fueron alineadas con el programa ClustalX (versién 2.0). Con el pro-
grama PHYLIP (versidn 3.72) se construyeron los arboles de similitud utilizando el mé-
todo estadistico de Neighbor Joining, y el método de re-muestro (Bootstrap) con 100

repeticiones.

Para la elaboracion de los arboles de similitud se utilizaron los siguientes cédigos de
especies del género de Contracaecum, tomadas de la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information):

AM940057.1, AM940059.1, AM940056.1, KC437338.1, KC437337.1, EU678869.1,
AJ634782.1, AJ634783.1, FM177540.1,FM210251.1, JF424598.1,FM210417 1,
FM177524.1, EU839572.1, FM177561.1,AJ634784.1, JF424597 1.

Como grupo externo en los arboles de similitud se utilizé al nematodo Ascaris summ.

Diseccion de hembras

La tercera fraccion de nematodos se colocd en una solucién de vinagre al 1 %, y pos-
teriormente se disecaron los Uteros de las hembras para obtener los huevos. Se lavaron
y se pusieron en una mezcla de antibiético y antimicético durante 30 minutos y después

se colocaron en agua de mar filtrada, para su incubacion.
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7.2. Infeccién de Copépodos
Recolecta y Seleccion de Copépodos

Para obtener copépodos epipelagicos, se realizaron muestreos de zooplancton en La
Ensenada y Bahia de La Paz, mediante arrastres circulares subsuperficiales (0-1.5 m
profundidad). Se utilizé una red conica simple de 1.5 m de longitud y 60 cm de diametro
de la boca equipada con malla filtrante de 333 um y con un flujometro digital General
Oceanic para estimar el volumen de agua filtrado. Las especies seleccionadas fueron
Centropages furcatus, Acartia lillieborgi, A. clausi y Pseudodiaptomus euryhalinus; ésta
ultima se obtuvo de cultivo de la UPIMA del CICIMAR. Todas las especies se identificaron

de acuerdo con Palomares-Garcia et al. (1998).

Otra serie de muestreos de zooplancton se llevo a cabo en la zona de la Herradura
en el Mar Mediterraneo espanol, mediante arrastres circulares subsuperficiales con dos
redes conicas simples de 1.5 m de longitud y 60 cm de diametro de la boca, y con una
malla filtrante de 30 y 50 um. En ambos casos, el zooplancton vivo se colocd en un con-
tenedor térmico con agua de mar del sitio de muestreo y se transportd al laboratorio para
extraer ejemplares de las especies de copépodos predominantes. Las especies del Me-
diterraneo fueron Calanus helgolandicus,Centropages typicus y Acartia sp. identificadas

de acuerdo con Huys & Boxshall (1991).

Diseio experimental

El estudio de infecciéon se hizo mediante un experimento unifactorial. El Unico fac-
tor considerado fue la concentracién de huevos de nematodos, que tuvo tres diferentes
concentraciones: 50, 100 y 150 huevos. Durante 15 dias se mantuvo en luz ambiente, a
temperatura de 25°C, aireacion de 1500 cc/min, 3.5 PSI, 3.5 Wh y una concentracién de

20000 cel/ml de |la diatomea Tetraselmis suecica como alimento. Cada uno de los trata-
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mientos o niveles fue colocado en cajas petri transparentes de 3ml, con tres replicas (Fig.
3) y en cada tratamiento se colocaron 15 copépodos de la misma especie. Diariamen-
te se hizo una revision para ver si existian copépodos muertos. Al término del periodo
de experimentacion, con un microscopio estereoscopico Carl Zeiss con objetivo digital,
se revisaron los copépodos para la busqueda de larvas en su hemocele, registrando en
video y fotografias digitales con un microscopio compuesto de contraste de fase marca

Carl Zeiss Scope.A1 con camara Axiocam 1CC5.

Concentracion de Experimental 1 | Experimental 2 | Experimental 3
e ) L) (.

huevos
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Figura 3: Diseno experimental para la infeccion de copépodos con C. multipapillatum
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Indicadores ecoldgicos de parasitismo

En los pelicanos y en los copépodos se estimd la prevalencia (P) y la intensidad media

(I) usando los criterios de Bush et al. (1997):

P = (Numero de hospederos parasitados/Numero de hospederos revisados) = 100 (1)

I = (Numero de pérasitos de una especie/Numero de hospederos parasitados) (2)

Para conocer diferencias estadisticamente significativas entre los niveles, se realiz
un analisis de Kruskal-Wallis. Posteriormente se realizé la prueba no paramétrica de
Nemenyi (Zar, 1984), para identificar en cual o cuales de las concentraciones de huevos

existe una diferencia significativa.

Tinciones histoquimicas

Algunas larvas L2 fueron tefidas, usando tinciones histoquimicas con Azul alcian y
PAS (Técnica del acido periddico-Schiff), con la finalidad de tener una caracterizacién
preliminar de las sustancias constituyentes de los productos de secrecién, que son usa-

das para fijarse a los hospederos.

Las soluciones para preparar las tinciones histoquimicas se elaboraron de acuerdo

con Martoja et al. (1970) y el procedimiento se encuentra en el Anexo | (10.1).
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8. RESULTADOS

Se revisaron 6 pelicanos Pelecanus occidentalis (Tabla 1), encontrando en el eséfago
(ventriculo) un total de 1,263 nematodos; 368 del estadio cuatro y 895 adultos. Se ob-
servo una prevalencia del 83 % y una intensidad media de 253 nematodos por pelicano.
Ademas se encontré al céstodo Tetrabotrium sp. con una prevalencia del 17 % y una

intensidad media de 20 céstodos por pelicano.

Tabla 1: Longitudes de los diferentes pelicanos y nimero de nematodos encontrados

Pelicano Zona de recolecta Longitud total (cm) Longitud de envergadura (cm) No. de nematodos
1 Costa Baja 95 157 40
2 Marina de Fidepaz 133 170 225
3 Segundo Batallén de la Marina 100 121 350
4 Monumento Nifios Heroes 88 141 603
5 Punta Lobos Todos Santos 134 176 45
6 Punta Lobos Todos Santos 124 146 0

8.1. Identificacion morfologica de los hematodos

Los helmintos obtenidos se identificaron como C. multipapillatum y C. bioccai consi-
derando las siguientes caracteristicas taxondmicas: el numero de papilas paracloacales,

el patrén de distribucién de las papilas y longitud de las espiculas.

8.2. Descripcion morfolégica de C. multipapillatum

Basada en 60 ejemplares: 30 machos y 30 hembras. Cuerpo robusto. Cuticula con
estriaciones transversales muy marcadas en el extremo anterior del cuerpo, después
de los labios y conforman el collar que delimita el cuello del cuerpo. Presencia de 3
labios, uno dorsal con una doble papila y dos ventro-laterales con ligera depresion en el

margen superior, cada uno con una papila doble, crestas dentigeras ausentes. Los tres
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interlabios, bien desarrollados, con punta redondeada y no bifurcada. Poro excretor en la
base de los labios. Es6fago muscular y un ventriculo glandular de forma globular. Ciegos

esofagico e intestinal presentes. Con tres glandulas rectales.

Macho. Con una longitud total de 24.76-41.18 (31.95) y 0.69-1.06 (0.87) de ancho.
El anillo nervioso apenas visible se encuentra a una distancia de 0.55-0.67 (0.61) del
extremo anterior del cuerpo. Eséfago 2.21-3.97 (2.98) en longitud, 0.16-0.34 (0.20) de
ancho. Ciego esofagico 1.21-1.69 (1.45) de longitud. Ciego intestinal 2.15-3.24 (2.78) de
longitud. Las papilas caudales de la siguiente manera: 60-65 (62). Papilas precloacales
sencillas, formando 2 lineas subventrales 7-8 (8), cuatro papilas proximales en las 25
primeras estrias transversales anteriores a la cloaca. Seis pares de papilas posteriores a
la cloaca. Par de paracloacal dobles; cuatro pares de papilas distales. Un solo par de pe-
quenos fasmidos situados lateral a las papilas d4. (Fig.4 y Tabla 5). Hembra. La longitud
total es de 31.35-40.88 (36.71) y 0.75-0.99 (0.88) de ancho. Esé6fago 2.36-4.12 (3.27) en
longitud, 0.15-0.36 (0.25) de ancho. Ciego esofagico 1.21-1.69 (1.45) de longitud. Ciego
intestinal 2.15-3.24 (2.78) de longitud. Vulva ligeramente a un tercio posterior de la unién

esofago-intestino. Huevos esféricos 60 x 50 um (Fig.5 y Tabla 5).
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100 um

[00 um

100 um

Figura 4: Esquemas de macho de C. multipapillatum s.1. (1) labios, (i.l) interlabios, (a.n)

anillo nervioso, (e) es6fago, (c.e) ciego esofagico, (c.i) ciego intestinal, (i) intestino, (pa)

papilas ( v) ventriculo
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Figura 5: Esquema de hembra de C. multipapillatum s.I. (1) labios, (i.l) interlabios, (a.n)

anillo nervioso, (e) eséfago, (c.e) ciego esofagico, (c.i) ciego intestinal, (i) intestino, (v)

vulva
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8.3. Descripcion morfolégica de C.bioccai

Cuerpo robusto. Cuticula con estriaciones transversales marcadas en el extremo an-
terior del cuerpo, después de los labios y conforman el collar que delimita el cuello del
cuerpo. Con 3 labios, uno dorsal con dos papilas y dos ventro-laterales con ligera depre-
sion en el margen superior, cada uno con una papila doble, crestas dentigeras ausentes.

Interlabios presentes, bien desarrollados, con punta bifurcada.

Macho. Basada en 20 ejemplares. Con una longitud total de 25.74-39.33 (32.28) y
0.69-0.96 (0.84) de ancho. El anillo nervioso apenas visible se encuentra a una distancia
de 0.55-0.67 (0.61) del extremo anterior del cuerpo. Eséfago 2.22-3.59 (2.74) en longitud,
0.15-0.29 (0.20) de ancho. Ciego esofagico 1.13-1.68 (1.33) de longitud. Ciego intestinal
1.92-3.16 (2.43) de longitud. Con papilas caudales de la siguiente manera: 60-62 Papi-
las precloacales sencillas, formando solo una linea. 2-3 papilas proximales. Dos pares
de paracloacales y cuatro pares de papilas distales. Un solo par de pequenos fasmidos
situados lateral a las papilas d4 (Fig.6 y Tabla 5). Hembra. Basada en 20 ejemplares. La
longitud total es de 31.34-50.18 (41.51) y 0.83-1.07 (0.93) de ancho. Eséfago 2.39-4.51
(3.24) en longitud, 0.18-0.34 (0.25) de ancho. Ciego esofagico 1.21-2.00 (1.53) de longi-
tud. Ciego intestinal 2.16-3.33 (2.78) de longitud. Vulva ligeramente a un tercio posterior

a la unién eséfago-intestino. Huevos esféricos (Tabla 5).
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Figura 6: Esquemas de macho de C. bioccai Tomado de Mattiucci et al. (2008)
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8.4. Analisis estadisticos de las diferencias morfométricas de C. mul-

tipapillatumy C. bioccai

En la prueba de comparaciones pareadas de U Mann-Whitney, se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre la Longitud del eséfago (W=32; p< 0.05),
Ancho del es6fago (W= 809; p<0.05), Ancho del ciego esofagico (W= 906.5 p<0.05), Lon-
gitud del ciego intestinal (W= 1539 p<0.05) y Ancho del ciego intestinal (W= 656 p<0.05)

de ambas especies (Tabla 5).

En contraste, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre se-
xos de C. multipapillatum, 1o que si se observo entre machos y hembras de C. bioccai en
las mediciones de Longitud total (W=32; p< 0.05), Ancho total (W=72; p< 0.05), Longitud
del es6fago (W=108; p< 0.05), Ancho del es6fago (W=86.5; p< 0.05), Longitud del ven-
triculo (W=126.5; p< 0.05), Ancho del ventriculo (W=155.5; p< 0.05), Longitud del ciego
esofagico (W= 80 p<0.05), Longitud del ciego intestinal (W= 106 p<0.05, Ancho del ciego
intestinal (W= 102 p<0.05), Distancia de la cloaca (ano) del extremo posterior (W= 71

p<0.05) y Distancia del Anillo nervioso del extremo anterior (W= 105 p<0.05) (Tabla 5).

Entre los machos de las especies se encontré diferencias en las medidas de Longitud
total (W=503; p< 0.05), Longitud del es6fago (W=468.5; p< 0.05), Longitud del ciego
esofagico (W= 411 p<0.05), Longitud del ciego intestinal (W= 451.5 p<0.05, Ancho del
ciego intestinal (W= 135 p<0.05), Distancia de la cloaca del extremo posterior (W=441
p<0.05) (Tabla 5).

En las hembras hubo diferencias en las medidas de Longitud total (W=134; p< 0.05),
Ancho total (W= 182.5; p< 0.05), Ancho del eséfago (W=116.5; p< 0.05), Longitud del
ciego esofagico (W= 195.5 p<0.05), Ancho del ciego intestinal (W= 163.5 p<0.05) (Tabla
5).
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8.5. Identificacion molecular

Con el analisis de las secuencias del ITS-1 e ITS-2, se encontr6 que las especies
recolectadas en las zonas de la Marina de Fidepaz y el Segundo Batallon de la Marina
conforman un grupo con un porcentaje de 100 de re-muestreo (bootstrap). Estos nemato-
dos tienen un 13 % de diferencia con los nematodos de las zonas de Costa Baja y Punta
Lobos, los que forman otro grupo con un porcentaje del 100 de re-muestro (bootstrap).
(Fig.7).

——100 — (Costa Baja

100

100
Todos Santos

100

100 Marina Fidepaz

100

100 2do Batallén Naval

190 Ascari summ

Figura 7: Arbol de similitud (Neighbor Joining) entre las diferentes zonas

El resultado de la busqueda de secuencias en el GenBank de otros Contracaecum,
fue que al compararlos con los nematodos de las zonas de la segunda Zona Naval y de la
Marina de Fidepaz, se agruparon con el complejo multiespecifico de C. multipapillatum,
teniendo un porcentaje de re-muestro (bootstrap) del 100 %. En cambio, los nematodos
de las zonas de Costa Baja y Todos Santos se agrupan con una especie recientemente
descrita en el Golfo de México C. bioccai (Mattiucci et al., 2008), lo que representa un

nuevo registro en la zona (Fig.8).
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Figura 8: Arbol de similitud (Neighbor Joning) entre las diferentes especies de Contra-

caecum

8.6. Desarrollo embrionario de C. multipapillatum

Los huevos fecundados de C. multipapillatum son redondeados U ovoideos aproxi-
madamente miden de 65 por 58 um. En el microscopio compuesto se pueden observar
tres capas; una externa transparente, ligeramente con ondulaciones; una segunda capa
gruesa quitinosa y una tercera interna que corresponde a la capa vitelina delgada (Fig. 9

a).

En el microscopio electrénico, la capa externa de los huevos, se observa lisa y confor-

me se van desarrollando los huevos, no se observa formacidén de ondulaciones (Fig.10)

De acuerdo al disefio experimental los huevos se incubaron a 25°C en agua de mar
filtrada, entre 10 y 12 dias; en el segundo y tercer dia se presentaron las primeras di-
visiones celulares y la formacion de la blastula (Figs. 9 a y b). Al cuarto dia inici6 la
gastrulacion (Figs. 9 ¢ y d) y del sexto al octavo dia se observo el primer estadio lar-

vario, dentro del huevo (Fig. 9 e). Del octavo al décimo dia de su incubacion, las larvas
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del segundo estadio eclosionaron espontaneamente presentando una etapa de vida libre
(natatoria). En esta etapa la vaina cuticular del primer estadio es retenida y se asemeja

a una “aleta” que ayuda a las larvas en la natacion (Fig. 11). Estas murieron entre los 5

| .
f .
20 um

o 7 dias después de la eclosion.

| l
e.

Figura 9: Desarrollo embrionario de C. multipapillatum s.I. a) Huevo embrionado. b) blas-

tula al 2.2 0 3.2 dia. ¢) Inicio de la gastrulacién al 4.2 dia. d) Gastrulacién al 4.2 o0 5.2 dia.
e) Larva L1 del 6.2 0 8.2 dia. f) Larva L2 del 8.2 0 10.2 dia.

Figura 10: Micrografias en ESEM de huevos de C. multipapillatum s.I.. a) Huevo embrio-

nado. b) 4.2 a 5.2 dias de desarrollo. ¢c) 6.2 a 10.2 dias de desarrollo.

29



1e|noino euiea e| opuaipiad 21 el op NIST us eijeiboIoip (0 1einonno

BUIBA B| UOD 27 Bl 9p IS ua elyelbololN (q -opueuoisood g1 (e s wmejdediynw o) ap g seAle || einbi4

30



8.7. Descripcion morfologica de los diferentes estadios larvarios de

C. multipapillatum
Descripcion de la larva del segundo estadio (L2)

Basada en 10 ejemplares. Las larvas son delgadas, alargadas y miden 0.28 — 0.32
(0.29) con un grosor de 0.021- 0.038 (0.032). Ya esta desarrollado el diente cuticular
ventral los labios. El anillo nervioso apenas visible, a una distancia de 0.025 — 0.057
(0.041) del extremo anterior del cuerpo. El es6fago con una longitud 0.036 — 0.067 (0.044)
y un ventriculo glandular pequefio. El intestino lleno con un material granulado, con una
longitud 0.12- 0.14 (0.13). El ciego intestinal no desarrollado y el ciego esofagico presente
muy delgado y se extiende paralelo al intestino con una longitud 0.027 — 0.037 (0.033).

Muda del primer estadio larvario presente (Fig.12).

Descripcion de la larva del tercer estadio (L3)

Basada en 10 ejemplares. Cuerpo de forma cilindrica con extremo anterior mas romo
que el posterior, el cual es conico terminando en una punta denominada mucrén. La
longitud total es de 18.92 — 24.37 (21.66) con un grosor de 0.080 — 0.098 (0.84). La
cuticula es gruesa con finas estriaciones transversales en el extremo anterior del cuerpo,
después de los labios que conforman el collar que delimita el cuello del cuerpo. Presencia
de 3 labios de forma redondeada, un dorsal con dos papilas y dos subventrales cada uno
con una papila, entre la base de estos ultimos se encuentra situado un diente cuticular
conico. El poro excretor abre posterior al diente. El anillo nervioso se encuentra a una
distancia de 0.22 — 0.47 (0.35) del extremo anterior del cuerpo. El tubo digestivo esta
conformado por un es6fago muscular en su mayor extensién y un ventriculo glandular
pequeno y esférico con una longitud total de 2.81 — 4.01 (3.32) y de ancho 0.10 — 0.19

(0.13). Del ventriculo parte el ciego esofagico con una longitud de 0.80 — 1.8 (1.13). El
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intestino expone un ciego anterior con una longitud de 2.2 — 3.2 (2.6) mas grande que el
ciego esofégico. El intestino termina en el recto y ano, donde se observan 3 glandulas
rectales. El ano esta situada a una distancia de 1.2 — 2.5 (1.8) del extremo posterior
(Fig.13).

Descripcion de la larva del cuarto estadio (L4)

Basada en 10 ejemplares. Cuerpo robusto. Cuticula con estriaciones transversales en
el extremo anterior del cuerpo, después de los labios que conforman el collar que delimita
el cuello del cuerpo. Presencia de 3 labios, uno dorsal con una doble papila y dos ventro-
laterales con ligera depresion en el margen superior, cada uno con una papila doble,
crestas dentigeras ausentes. Poro excretor en la base del labio dorsal. La longitud total
es de 30.50-38.44 (36.42) y de ancho 0.96-1.18 (1.07). El anillo nervioso apenas visible
se encuentra a una distancia de 0.59-0.70 (0.64) del extremo anterior del cuerpo. Eséfago
3.20-3.82 (3.50) en longitud, 0.17-0.22 (0.20) de ancho. Ciego esofagico 1.60-2.00 (1.91)
de longitud. Ciego intestinal 2.15-2.68 (2.30) de longitud. Intestino 22.06-25.74 (23.57).

Los machos con espiculas 1.90-2.40 (2.25), pero sin papilas caudales (Fig.14)
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Figura 12: Esquemas de la larva L2 de C. multipapillatum s.I. (d) diente cuticular, (a.n)

anillo nervioso, (e) es6fago, (c.e) ciego esofagico, (i) intestino, (v) ventriculo, (v.c) vaina

cuticular

33



wrl 0oL

wri 000}

wrl 0001

¢

Figura 13: Esquemas de la larva L3 de C. multipapillatum s.1. (d) diente cuticular, (a.n) ani-

llo nervioso, (l) labios, (e) eséfago, (c.e) ciego esofagico, (c.i) ciego intestinal, (i) intestino,

(v) ventriculo, (m) mucrén, (r) recto, (g.r) glandulas rectales
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Figura 14: Esquemas de la larva L4 de C. multipapillatum s.I. (a.n) anillo nervioso, (l)

labios, (e) eso6fago, (c.e) ciego esofagico, (c.i) ciego intestinal, (i) intestino, (v) ventriculo,

(es) espicula.
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8.8. Experimentos de infeccion en copépodos

Se observd que la larva L2 se adhieren con la ayuda del extremo posterior de la
vaina cuticular en las antenulas de tres especies de copépodos de la Bahia de La Paz
expuestas al experimento: Acartia clausi, A. lillieborgiy Centropages furcatus, debido que
la invasién de la L2 fue en la superficie de los copépodos, se usa el término de infestacion
(Fig.15). Por el contrario, en Pseudodiaptomus euryhalinus no se registr6 infestacion o

infeccion.

An

W Ny p—

L2

Figura 15: Copépodos infestados con C. multipapillatum s.I. a) A. lillieborgi. b) C. furcatus

(L2) larva del segundo estadio y (An) Antenula. Aumento 20X y 40X

La mayor prevalencia de parasitismo e intensidad media de infestacién se registré en
C. furcatus y se observd que conforme aumenta la concentracidén de huevos, la prevalen-
cia es mayor y la intensidad media de infestacidén incrementa. En cambio en A. clausi y
A. lillieborgi, aunque la prevalencia aumenta segun la concentracion de huevos, la inten-

sidad media de infeccidon se mantiene en una larva por copépodo (Tabla 2).
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Tabla 2: Indicadores parasitolégicos de copépodos en tres concentraciones de huevos de

C. multipapillatum

Especies P % |

50 100 150 50 100 150
Acartia clausi 47 67 93 1 1 1
Acartia lillieborgi 33 40 93 {1 2 1
Centropages furcatus 80 100 100 3 4 5

P: Prevalencia, I: Intensidad media de infestacion.

El andlisis de Kruskal-Wallis (p<0.05) (Fig.16) mostr6é que la cantidad de larvas adhe-
ridas por copépodo es diferente y fue dependiente de la concentracion de huevos. Los
tratamientos que son diferentes en A. clausi, A. lillieborgi y C. furcatus son la concen-
tracién de 50 y 150 huevos. El analisis de la prueba estadistica de Nemenyi mostré que
en C. furcatus tuvo diferencias especificas en las concentraciones de 50 y 100 huevos
(Tabla 3).

Numero de larvas
=S
f

n
'

50 100 150
Concentracién de huevos

Figura 16: Andlisis de Kruskal-Wallis (p<0.05) de las diferentes concentraciones de hue-

vos de C. multipapillatum

37



Tabla 3: Concentraciones de huevos de C. multipapillatum significativamente diferentes,

de acuerdo a la prueba estadistica post hoc Nemenyi

Especies Concentracion de huevos
50 100 150

Acartia clausi *

Acartia lillieborgi *

Centropages furcatus * *

* Concentraciones de huevos que son diferentes.

Esto coincide con los indicadores parasitologicos, ya que conforme aumenta la con-

centracién de huevos, es mayor la prevalencia en los copépodos.
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8.9. Experimentos de infeccion de nematodos en copépodos del

Mediterraneo, Espana

En el caso de los experimentos con los copépodos del Mediterraneo Calanus helgo-
landicus, Centropages typicus y Acartia sp., no se encontraron infestaciones o infeccio-
nes, pero si se observo que las larvas L2 se agruparon entre ellas, uniéndose del extremo

posterior de la vaina cuticular (Fig. 17).

Figura 17: Larvas L2 de C. multipapillatum adheridas entre ellas

Con el propésito de identificar el tipo de compuesto que actia como cementante entre
las larvas y las antenulas de los copépodos, se hicieron pruebas histoquimicas entre
las cuales la tincién histoquimica con el colorante Azul alcian + PAS, dio positivo en la
identificacién de mucopolisacaridos neutros (Tabla4 y Fig. 18); esta sustancia podria ser
una de las que constituyen los productos de secrecion, para que la larva L2 se adhieran
en las antenulas de los copépodos o entre ellas.
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Tabla 4: Accién de las soluciones para mucopolisacaridos

Mucopolisacaridos Tipo Reactivo Color positivo
Acidos Sulfomucinas  Azul alcian (pH 0.3-0.5) Azul
Acidos Sialomucinas Azul alcian (pH 2.5) + PAS Rojo purpura a azul
Neutros Azul alcian (pH 2.5) + PAS  Rojo a rojo purpura

Figura 18: Larvas L2 de C. multipapillatum tefida con Azul alcian + PAS
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9. DISCUSION

La literatura establece un buen numero de intentos para determinar como es el ciclo
de vida de los Anisakidos (Huizinga 1967; Koie & Fagerholm 1995; Moravec 2009), pero
aun no se logrado describir en ambientes marinos el ciclo de vida de C. multipapillatum, el
cual parasita peces y aves, entre otros organismos, por lo que en este trabajo se ha abor-
dado una porcion del ciclo de vida de esta especie, mediante la infeccién experimental

de copépodos. Y a continuacién se discutira amppliamente.

En este trabajo el desarrollo embrionario de C. multipapillatum s.I. en Pelecanus occi-
dentalis, fue observado con las primeras divisiones celulares, la formacién de la gastrula,
del primer estadio larvario dentro del huevo, del segundo estadio larvario cubierto por una
vaina cuticular y la eclosion de éste espontaneamente, teniendo una fase de vida libre. Lo
anterior coincide con las etapas y los tiempos encontrados por Huizinga (1967) en el ciclo
de vida de C. multipapillatum en el pato de agua (Anhinga anhinga leucogaste), donde
los huevos se incubaron a 21°C en comparacion a los 25°C de nuestros experimentos;
otras observaciones de Huizinga (1967) fueron que del primer al tercer dia inician las
primeras divisiones y la formacion de la gastrula, en agua de grifo a partir del cuarto al
quinto dia observé el primer estadio larvario y del quito al séptimo dia al segundo estadio
larvario y eclosiona; en contraste, en agua de mar, nuestros resultados registraron que
del séptimo al décimo dia, la larva L2 eclosiona teniendo una fase de vida libre. Como
puede observarse, la duracién del desarrollo embrionario de C. multipapillatum s.1. en el
mar dura aproximadamente diez dias en condiciones térmicas mas calidas, lo que coin-
cide con la tendencia general en los metazoarios de prolongar los estadios de desarrollo

cuando la temperatura ambiental o del mar se incrementa.

En C. aduncumy C. osculatum el desarrollo embrionario es similar en los tiempos
de la formacion de las diferentes etapas que los de este trabajo; con una excepcion,

Markowski (1937) menciona que el segundo estadio larvario envainado de C. aduncum,
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eclosiona hasta que es ingerido por copépodos que son infectados experimentalmente,
mientras que las larvas de C. multipapillatum s.l. eclosionan espontdneamente y tienen
una fase de vida libre. En C. osculatum, Koie & Fagerholm (1993) proponen que las larvas
que estan totalmente desarrolladas en los huevos, estdn rodeadas por dos cuticulas, lo
que revela dos ecdisis previas y, por lo tanto, las larvas que eclosionan son del tercer
estadio. En este trabajo no se observaron las dos cuticulas, sélo el segundo estadio
larvario cubierto con la vaina cuticular del primer estadio (Fig.12), posiblemente éste

muda al tercer estadio hasta llegar a los primeros hospederos intermediarios.

Las larvas del segundo estadio larvario de C. multipapillatum s.I., como se menciono
anteriormente tienen una fase de vida libre; posiblemente la vaina cuticular es una adap-
tacion que le ayuda a flotar y permite que siga un ciclo de vida pelagico. Esto también lo
han encontrado otros autores como Koie & Fagerholm (1993) donde las larvas eclosio-
nadas de C. osculatum son capaces de nadar con la ayuda de la vaina cuticular, la cual
tiene extensiones laterales, por lo que proponen que es una adaptacion a condiciones pe-
lagicas. En consecuencia, los primeros hospederos intermediarios de C. multipapillatum,

en el mar probablemente son organismos pelagicos.

En infecciones experimentales con Contracaecum, se han utilizado organismos del
zooplancton dulceacuicolas y marinos, y los que han tenido mayor éxito en su infecciéon
son los copépodos. Koie & Fagerholm (1995) infectaron experimentalmente a copépodos
Calanoides y el segundo estadio larvario de C. osculatum se encontrd en el hemocele de
los copépodos, otro caso es el trabajo de Dziekonska-Rynko & Rokicki (2007) que infec-
taron a copépodos Ciclopoides con C. rudolphii, donde el segundo estadio se observé en
antenas y el hemocele. Esto difiere con los resultados de este trabajo, ya que las espe-
cies de copépodos utilizadas en los experimentos son Calanoides A. clausi, A. lillieborgi
y C. furcatus fueron infestadas con larvas de C. multipapillatum y se encontraron suje-
tadas en las antenas, aunque en estas etapas larvarias de los anisakidos aun no existe
una especificidad hospedatoria (Anderson, 2000), es posible que haya un reconocimien-

to especifico, ya que los otros copépodos utilizados en los experimentos, no presentaron
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infeccion o infestacién.

Se observo que conforme se aumentd la concentracion de huevos de C. multipapilla-
tum, la prevalencia aumentd en A. clausi, A. lillieborgi y C. furcatus. Y la intensidad media
de infestacién en C. furcatus fue de 3 a 5 larvas por copépodo (Tabla 2), lo que puede de-
berse a que el experimento se disefid para aumentar la probabilidad de contacto con las
larvas y se favoreciera la infeccidén. Sin embargo, en infecciones naturales por helmintos,
generalmente se encuentran una sola larva en sus hospederos copépodos y de acuerdo
con Scholz (1999) esto parece ser la regla general en las infecciones naturales, no asi

en las experimentales (Morais-Falavigna et al., 2003).

Ademas, las pruebas histoquimicas, revelaron la presencia de mucopolisacaridos
neutros en las larvas de C. multipapillatum, componente que podria constituir los pro-
ductos de secrecién de las larvas L2, para la fijacién y reconocimiento a los hospederos
intermediarios o paraténicos, como es el caso de las especies de copépodos de este
trabajo, lo que coincide con las larvas L3 de los Estrongilidos, que han desarrollado un
comportamiento de fototaxismo, geotaxismo, magnetotaxismo, respuestas a sombras,
entre otros para orientarse hacia ambientes especificos donde es mayor la posibilidad de

encontrar al hospedero (Orihuela & Vazquez-Prats, 2008).

Esta preferencia de las larvas de C. multipapillatum sujetarse en A. clausi, A. lillie-
borgi y C. furcatus con la ayuda del extremo posterior de la vaina cuticular, puede ser
un indicio de una adaptacion que, ademas de ayudarlas a nadar, les permita adherirse a
un sustrato, como estrategia para ser ingeridos por peces mediante la disminucion de la
velocidad de natacién de los copépodos y asi poder ser ingeridos para completar su ciclo
de vida. Este tipo de comportamiento se ajusta a la explicacién de Lafferty (1999) en tér-
minos de que podrian causar un incremento en la transmisién trofica del parasito (PITT)
a través de la modificacion de la conducta del hospedero, aprovechando caracteres se-
xuales secundarios o la liberacién de alguna extremidad, que en este caso podria causar

alteraciones en el comportamiento del desplazamiento de los copépodos o también la
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afectacidén de algunas de sus capacidades sensoriales, que los haga vulnerables a la
depredacion. Lafferty (1999) cita el trabajo de Urdal et al., 1995 donde se ha notado un
cambio en la conducta de los copépodos infectados con céstodos, y aunque no se encon-
traron diferencias estadisticas en el consumo de copépodos infectados y no infectados,
Lafferty (1999) indica que esto se puede deber a una subestimacién de la modificacién

conductual o a errores del disefio experimental.

El encontrar en este trabajo que las larvas de C. multipapillatum infestan a los copé-
podos, sugiere que el primer hospedero sea otra especie, o bien que la larva, al tener una
fase de vida libre y adherirse a un sustrato, sea la causa para aumentar la transmisién
tréfica del paréasito en el sentido que postula Lafferty (1999) y, por lo tanto, las especies
de copépodos (A. clausi, A. lillieborgi y C. furcatus) sean hospederos de transporte den-
tro del ciclo de vida de C. multipapillatum y que éste tenga diferentes vias para llegar a

los hospederos secundarios y terciarios.

Tomando en consideracion la evidencia publicada y los resultados de este trabajo
de experimentacién, es posible que el ciclo de vida tenga las etapas siguientes: a) El
hospedero definitivo es Pelecanus occidentalis, que al defecar sobre el mar libera huevos
embrionados con el primer estadio larvario (L1). b) Los huevos se desarrollan al segundo
estadio (L2), esta larva eclosiona y tiene una fase de vida libre, cubierta por una vaina
cuticular. ¢) En esta parte del ciclo puede haber 3 posibles vias: 1) La larva L2 es comida
por el primer hospedero intermediario obligatorio. 2) La larva L2 se fija a A. clausi, A.
lillieborgi y C. furcatus, para ser transportada al primer hospedero intermediario 3) La
fase de vida libre del segundo estadio (L2) es ingerida directamente por peces. d) Mugil
curema y Mugil cephalus son el segundo hospedero intermediario y estos peces son

comidos por el hospedero definitivo (Fig. 19).

Este ciclo podria explicar la amplia gama de hospederos diferentes que se han regis-
trado en C. multipapillatum, y puede ser visto como la razén para el éxito de este parasito

para llegar a su hospedero definitivo en un ambiente marino.
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Figura 19: Representaciéon esquematica del posible ciclo de vida pelagico de Contracae-

cum multipapillatum s.I. (modificado de Salazar-Bermudez (2011))

Identificacion morfolégica y molecular

Algunas de las caracteristicas diagnésticas utilizadas en la identificaciéon morfolégi-
ca de las especies de Anisakidos, carecen de valor interespecifico, por lo que el uso
de herramientas moleculares ha cobrado gran importancia para la identificacion de los
parasitos, permitiendo la descripcidon de nuevas especies en las ultimas dos décadas

(Mattiucci & Paoletti 2010; Shamsi et al. 2009).
En este trabajo se utilizé la descripcion morfolégica basada en mediciones morfomé-
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tricas y ha sido complementada con analisis molecular, debido a que C. multipapillatum
ha sido considerado un complejo multiespecifico, dentro del cual la tarea de la determi-

nacién de las diferentes especies es compleja (Labriola & Suriano, 1996).

Las secuencias de ADN ribosomal del primer (ITS-1) y segundo (ITS-2) espaciador
transcrito interno obtenido de los nematodos de cada pelicano indican la presencia de
dos especies: C. multipapillatum y C. biocai. Esta ultima especie ha sido recientemente
descrita por Mattiucci et al. (2008) en el Golfo de México. Estos autores mencionan que
pertenece a un taxén claramente diferenciado de las especies hermanas reconocidos
previamente dentro del complejo C. multipapillatum. El hallazgo de esta especie en las
zonas de estudio en este trabajo (Punta Lobos y Costa Baja), representaria un nuevo
registro de localidad. Sin embargo, es necesario corroborar esta hipotesis utilizando otros

marcadores como el COX2 y el COIL.

Mattiucci et al. (2008) diferencian a los especimenes de C. multipapillatum de C. bioc-
cai basados en el numero de papilas paracloacales, el patron de distribucién de las pa-
pilas y longitud de las espiculas de los machos. Tales caracteres se han expuesto en
estudios anteriores como criterios Utiles para la identificacién de nematodos Anisakidos
(Fagerholm, 1991). En este trabajo se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas en las medidas morfométricas entre especies, (Tabla 5), por lo que podria consi-

derarse como caracteres Utiles para la discriminacion de las dos especies.

Sin embargo, algunos rangos de las mediciones morfométricas se traslapan (Tabla 5)
y se convierten en caracteristicas ambiguas. Esto puede ser porque estos helmintos se
ven afectados por factores de seleccién muy similares, causando la conservacién de las
caracteristicas morfoldgicas y muchas de éstas parecen ser altamente homoplasicas o
representan estados morfoldgicos ancestrales (Mattiucci & Nascetti, 2008) por lo que se
sugiere que se base a las caracteristicas propuestas por Mattiucci et al. (2008) para su
identificacion.

Cuando los anélisis estadisticos de las mediciones morfométricas se hicieron, se asu-
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mi6 que el hospedero tenia solo una especie de Contracaecum, pero los resultados indi-
caron la presencia de dos especies en el mismo hospedero definitivo, P occidentalis, 10
que significa que ambas especies pudieran tener un ciclo de vida similar, donde involu-

cran principalmente a los primeros hospederos intermediarios.
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9.1.

CONCLUSIONES

Por medio de las infecciones experimentales de los copépodos Calanoides, se ob-
servo el desarrollo embrionario de C. multipapillatum y |la formacién de sus primeras

etapas larvarias, la cual tiene un tiempo de eclosidén de 10 dias incubados a 25°C.

A. Clausi, A. lillieborgi y C. furcatus pueden actuar como hospederos paraténicos

de C. multipapillatum debido a la adhesién de la larva L2 en sus antenulas.

Es probable que C. multipapillatum posee un reconocimiento quimico para encon-

trar y adherirse a su primer hospedero intermediario o paraténico.

El ciclo de vida de C. multipapillatum, puede tener varias vias de transmisioén a sus
primeros hospederos intermediarios para llegar al hospedero definitivo (P occiden-

talis).

El analisis molecular permiti6é identificar a: C. multipapillatum y C. bioccai, donde

ésta ultima es un nuevo registro en la zona de estudio.
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9.2. RECOMENDACIONES

= Continuar con las infecciones experimentales con otras especies del zooplancton,

que puedan actuar como primer hospedero intermediario de C. multipapillatum.

» Probar experimentalmente, si a través de las infestaciones de los copépodos: A.
Clausi, A. lillieborgi y C. furcatus, se pueda transmitir la larva L2 de C. multipapilla-

tum a peces juveniles y adultos.

= Realizar un estudio, para la busqueda de infecciones naturales de C. multipapillatum

a organismos del zooplancton.

= Determinar que otros componentes conforman los productos de secrecion de la
larva L2 de C. multipapillatum , que le ayudan a la adhesion y al reconocimiento de

A. clausi, A. lillieborgi 'y C. furcatus.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo |

Preparacion de colorantes y reactivos (Tomado de Martoja et al. (1970))
Acido peryédico: se prepara una disolucién de acido peryédico al 1% (p/v).

Azul alcian (pH 0.3-0.5): se prepara una solucion de &cido clorhidrico 0.5 N, partien-
do de una 37 %, donde se disuelve azul alcian en polvo al 0.5% (p/v) y se filtra con una

membrana de 0.22 um.

Azul alcian (pH 2.5): se prepara una solucidén de acido acético al 3% (v/v), donde se

disuelve azul alcian en polvo al 1% (p/v) y se pasa por un papel de filtro.
Reactivo de Schiff: preparado comercial.

Técnica del azul alcian a pH 0.3-0.5

0.35 minutos en azul alcian

Aproximadamente 10 segundos en HCI (mismo pH)

Primer lavado en agua destilada durante 9 segundos

Segundo lavado en agua destilada durante 18 segundos
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Técnica de acido peryodico de Schiff(PAS) + azul alcian (pH 2.5)

6 segundos en HIO,

6 segundos en agua del grifo y después se enjuaga con agua destilada

6 segundos en el reactivo de Schiff (tapado)

Enjuagar con agua destilada y después lavar con agua del grifo

18 segundos en azul alcian (pH 2.5) y lavar con agua del grifo
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10.2. Anexo ll

Tabla 5: Medidas maximas y minimas de las diferentes estructuras anatomicas de C.

multipapillatum'y C. bioccai

Medidas (mm) C. multipapillatum C. bioccai U Mann-Whitney
Machos Hembras | Machos Hembras | Sp In Sx
Longitud Total: 41.18 40.88 39.33 50.18 b °
Max. 31.95 36.71 32.28 41.51 +
Min. 24.76 31.35 25.74 31.34
Desv. Est. 3.23 2.74 3.45 5.47
Ancho Total: 1.06 0.99 0.96 1.07 ** +
Max. 0.87 0.88 0.84 0.93
Min. 0.69 0.75 0.69 0.83
Desv. Est. 0.07 0.06 0.08 0.06
Longitud del eséfago: 3.97 4.12 3.59 4.51 oo °
Max. 2.98 3.27 2.74 3.24
Min. 2.21 2.36 2.22 2.39
Desuv. Est. 0.44 0.40 0.45 0.61
Ancho del eséfago: 0.34 0.36 0.29 0.34 . +
Max. 0.20 0.20 0.20 0.25
Min. 0.16 0.15 0.15 0.18
Desv. Est. 0.04 0.05 0.04 0.25
Longitud del ventriculo: 0.20 0.22 0.20 0.22 **
Max. 0.17 0.18 0.17 0.18
Min. 0.15 0.15 0.15 0.15
Desv. Est. 0.01 0.02 0.01 0.02
Ancho del ventriculo: 0.15 0.18 0.17 0.25
Max. 0.12 0.12 0.11 0.12
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Tabla 5: (Continuacién)

Medidas (mm) C. multipapillatum C. bioccai U Mann-Whitney
Machos Hembras | Machos Hembras | Sp In Sx
Min. 0.10 0.09 0.09 0.10
Desv. Est. 0.01 0.02 0.02 0.03
Long. del ciego esofagico: 1.69 1.68 1.68 2.00 ** °
Max. 1.45 1.40 1.33 1.53 +
Min. 1.21 1.21 1.13 1.26
Desuv. Est. 0.12 0.10 0.14 0.19
Ancho del ciego esofagico: 0.21 0.21 0.19 0.27 *
Max. 0.17 0.17 0.17 0.19
Min. 0.14 0.14 0.14 0.15
Desuv. Est. 0.02 0.02 0.02 0.04
Long. del ciego intestinal 3.24 2.99 3.16 3.33 oo ©
Max. 2.78 2.75 2.43 2.78
Min. 2.15 1.82 1.92 2.16
Desv. Est. 0.25 0.27 0.39 0.35
Ancho del ciego intestinal 0.26 0.24 0.28 0.29 oo °
Max. 0.19 0.18 0.18 0.21 +
Min. 0.15 0.15 0.17 0.17
Desv. Est. 0.03 0.02 0.03 0.04
Dist. cloaca ext. post. 0.33 0.35 0.28 0.39 ** °
Max. 0.22 0.27 0.23 0.29
Min. 0.15 0.18 0.17 0.22
Desv. Est. 0.04 0.04 0.03 0.05
Dist. anillo nervioso ext. ant. 0.67 0.69 0.67 0.75 **
Max. 0.61 0.63 0.61 0.64

60



Tabla 5: (Continuacién)

Medidas (mm) C. multipapillatum C. bioccai U Mann-Whitney
Machos Hembras | Machos Hembras | Sp In Sx

Min. 0.55 0.59 0.55 0.60

Desuv. Est. 0.03 0.03 0.03 0.04

Espiculas 1.77 2.35
Max. 1.21 1.28
Min. 1.46 1.57

Desv. Est. 0.12 0.25

Sp: diferencias entre C. multipapillatumy C. bioccai sin separar sexos.

In: diferencias entre sexos de la misma especie; Sx: diferencias entre mismo sexo de las dos especies.

* diferencias estadisticamente significativas; °diferencias estadisticamente significativas entre machos.

** diferencias estadisticamente significativas entre machos y hembras de C. bioccai.

+ diferencias estadisticamente significativas entre hembras.
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