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RESUMEN

Resumen de la tesis que presenta Arturo Rincon Sandoval como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias.

“Caracterizacion morfolégica y molecular de Opecoelus adsphaericus (Opecoelidae:
Opecoelinae): parasito de Clinocottus analis (Scorpaeniformes: Cottidae) en Baja California,
México.”

Resumen aprobado por:

QJ;&

Dr. Andres Martinez Aquino
Director de Tesis

La familia de trematodos Opecoelidae cuenta con mds de 900 especies descritas, de las
cuales solo 98 de ellas cuentan con datos moleculares. El pez Clinocottus analis es la especie
mads abundante en el intermareal rocoso de Baja California, alberga cuatro especies de
parasitos Opecoelidos: Opecoelus adsphaericus, O. cameroni, O. pacificus y O. caballeroi, las
cuales solo han sido estudiadas de manera puntual hace mas de 50 afos. El objetivo de este
estudio es caracterizar a nivel morfolégico y molecular a Opecoelus adsphaericus como
parasito de C. analis en la costa noroeste de Baja California, México. Se examinaron un total
de 93 ejemplares de Clinocottus analis: 77 de la localidad de El Mosquito (EM), en la ciudad
de Ensenada, y 16 de Playa Piedra Blanca (PPB) de Ejido Eréndira. Mil treinta y seis
especimenes de O. adsphaericus fueron recolectados de EMy 38 de PPB, sin identificar otras
especies del mismo género. Se llevd a cabo la tincién de 44 individuos; 40 de EM y 4 de PPB,
y la separacién en tres grupos de tallas (pequefios, medianos y grandes). Posteriormente,
se realizaron analisis morfométricos mediante PCA, crecimiento alométrico y descripcion
taxondmica. Ademas, se generaron dibujos de linea de preparaciones permanentes y se
obtuvieron imdgenes de microscopia electrénica de barrido. La extraccidon y amplificacién
del gen ADNr 28S y de la regién del BarCode (COIl) fueron realizadas, seguidas de andlisis
filogenéticos y genética de poblaciones. Los andlisis morfoldgicos revelaron una amplia
variacionen O. adsphaericus, sin detectar una separacion entre las tres tallas analizadasy
un crecimiento alométrico positivo en la longitud cuerpo anterior y posterior, y negativo en
el largo de testiculo anteriory posterior. Por primera vez, O. adsphaericus fue colocada sobre
un marco filogenético de Opecoelidae, ubicandose dentro del clado de la subfamilia
Opecoelinaey teniendo como grupo hermano al género Opegaster. Los resultados genético-
poblacionales identificaron una amplia diversidad de haplotipos. Opecoelus adsphaericus
presenta amplio polimorfismo y diversidad haplotipica genética sin relacion a las tallas
observadas.



ABSTRACT

Summary of the thesis presented by Arturo Rincon Sandoval as a partial requirement to
obtain the degree of Master of Science.

"Morphological and molecular characterization of Opecoelus adsphaericus (Opecoelidae:
Opecoelinae): Parasite of Clinocottus analis (Scorpaeniformes: Cottidae) in Baja California,
Mexico."

Summary approved by:

Dr. Andres Martinez Aquino
Director de Tesis

The trematode family Opecoelidae includes more than 900 described species, of which only
98 have molecular data. The fish Clinocottus analis is the most abundant species in the rocky
intertidal zone of Baja California, serving as the host for four species of Opecoelid parasites:
Opecoelus adsphaericus, O. cameroni, O. pacificus, and O. caballeroi, which have only been
studied sporadically more than 50 years ago. The objective of this study is to provide a
morphological and molecular characterization of Opecoelus adsphaericus as a parasite of
Clinocottus analis on the northwestern coast of Baja California, Mexico. A total of 93
specimens of Clinocottus analis were examined: 77 from the locality of El Mosquito (EM), in
the city of Ensenada, and 16 from Playa Piedra Blanca (PPB) in Ejido Eréndira. From the
dissected specimens of C. analis, 1,036 Opecoelus adsphaericus parasites were collected
from the EM locality and 38 from PPB, with no other species from the same genus identified.
Staining was performed on 44 individuals; 40 from EM and 4 from PPB, and they were
categorized into three size groups (small, medium, and large). Subsequently, morphometric
analyses were conducted using PCA, allometric growth, and taxonomic description.
Additionally, line drawings of permanent mounts were made, and scanning electron
microscopy images were obtained. DNA extraction and amplification of the 28S rDNA gene
and the Barcode region (COl) were carried out, followed by phylogenetic and population
genetic analyses. Morphological analysis revealed a wide variation in O. adsphaericus,
without detecting a separation among the three analyzed size groups and showing positive
allometric growth in the anterior and posterior body lengths, and negative allometric
growth in the lengths of the anterior and posterior testis. For the first time, O. adsphaericus
was placed within a molecular phylogenetic framework, positioning it within the clade of
the subfamily Opecoelinae and identifying Opegaster as its sister genus. Population genetic
results identified a wide diversity of haplotypes. Opecoelus adsphaericus exhibits extensive
polymorphism and haplotypic genetic diversity that is unrelated to the observed sizes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Familia Opecoelidae

La familia Opecoelidae Ozaki, 1925 (Platyhelminthes: Trematoda) es altamente diversa,
cuyos miembros parasitan una amplia cantidad de peces teledsteos marinos vy
dulceacuicolas a nivel mundial (Martin et al., 2020a), y ocasionalmente algunos anfibios
(Cribb, 2005). Esta familia cuenta con mas de 900 especies validas incluidas en 93 géneros
(Littlewood et al., 2015, Sokolov et al., 2022). En los ultimos 10 afios, se han realizado cuatro
estudios filogenéticos con datos moleculares (i.e., secuencias de ADN de los genes 28S vy
18S) para 98 especies de 46 géneros, incluidas en 12 subfamilias (Bray et al., 2016; Martin
etal., 2018a, 2020a, b; Sokolov et al., 2022; WoRMS, 2024), lo que representa el 10% de su
diversidad especifica descrita. Con base en dichos estudios, se ha desarrollado un marco
filogenético molecular para Opecoelidae, y se denota que parte de la clasificacion
taxondmica de sus especies aun no ha sido esclarecida, en parte debido a la falta de datos

moleculares de opecoelidos de muchas regiones del mundo (Bray et al., 2016).

La familia Opecoelidae incluye 14 subfamilias (WoRMS, 2024) dentro de las cuales
se encuentra la subfamilia Opecoelinae, la cual incluye los géneros Opecoelus y Opegaster
que han estado en controversia por décadas y cuyos limites morfométricos son variables
muy probablemente por el alto polimorfismo en las especies que conforman estos géneros
(Manter 1940, 1954; Crowcroft, 1974; Banerjee, 1965; Mehra, 1966; Prudhoe y Bray 1973;
Cribb 1985, Bray 1987, Shimazu, 1988; Bray y Cribb 1989). De aqui la relevancia de estudiar
un numero considerable de especimenes recolectados de una sola especie de hospedero y
de diferentes muestreos al menos a lo largo de un afo para que se pueda visualizar a través

de la caracterizacién molecular la gran variabilidad morfométrica de estos trematodos.

El ciclo de vida general de Opecoelidae se compone por dos hospederos
intermediarios y uno definitivo; los hospederos intermediarios tipo | (Hi 1) son caracoles
prosobranquios, mientras que los hospederos intermediario tipo Il (Hi Il) estdn compuestos
por peces y una amplia variedad de invertebrados como insectos, moluscos y

principalmente crustaceos; los hospederos definitivos (Hd) son generalmente teledsteos
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marinos y dulceacuicolas de distintas familias (Cribb, 2005). Los huevos son expulsados por
medio de las heces del Hd, y de ellos se liberard un miracidio como larva ciliada de vida libre
gue infecta al Hi |. Dentro del Hi |, el miracidio se transforma en esporocisto madre, una
etapa asexual que libera esporicistos hijas o redias que su vez producen cercarias, un estadio
larvario que se caracteriza por presentar ventosa oral y ventral bien desarrolladas, asi como
glandulas de penetracidn, un estilete que esta incrustado en la ventosa ventral y la ausencia
de manchas oculares. Las cercarias penetran al Hi ll y se convierten en metacercarias en el
gue puede o no enquistarse; las metacercariassuelen estar bien desarrolladas y se asemejan
al parasito adulto (Hickman, 1934; Shimazu, 1971; Holton, 1984). La metacercaria es
ingerida por el Hd, alojandose generalmente en los intestinos y ciegos intestinales donde se

desarrolla y madura sexualmente para convertirse en adulto (Cribb, 2005).

El ciclo de vida conocido para una especie de Opecoelidae (i.e., Opecoelus variabilis
Cribb, 1985) muestra que es autogénico (i.e., que se desarrolla en ambientes acuaticos) y
complejo, en el que participa una gran variedad de Hi y Hd en sus distintas etapas de
desarrollo. Por ejemplo, en su primera fase de desarrollo los miracidios de O. varibilis
penetran y se convierten en esporicistos madre, lo que desarrolla redias dentro del Hil (un
caracol prosobranquio; e.g., Posticobia brazieri Smith, 1882), del cual se liberan cercarias de
vida libre que penetran al Hi ll; la cercaria se desarrolla y se convierte en metacercaria
parasitando a diferentes familias de crustdceos como las de Atyidae, Parastacidae y
Palaemonidae (Hi Il), y son ingeridas por distintos teledsteos (Hd) dulceacuicolas

australianos (Hd) donde se convierten en adultos (Cribb, 1985) (Figura1).



Liberacion
de huevos

Formacioén de adulto
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Figura 1.- Ciclo de vida de Opecoelus variabilis siguiendo a Cribb (1986). Hi I= Primer hospedero intermediario,
Hi ll= Segundo hospedero intermediario, Hd = Hospedero definitivo.

1.2. Subfamilia Opecoelinae

La subfamilia Opecoelinae Ozaki, 1925, incluye parasitos de teledsteos dulceacuicolas,
salobres y marinos, con una amplia distribucion principalmente en el Océano Pacifico
(Shimazu, 1988; Cribb, 2005). Este taxdn se caracteriza morfolégicamente por poseer una
vesicula seminal desnuda y la ausencia de receptdculo seminal, asi como la presencia de
papilas en la ventosa ventral (Gibson y Bray, 1982; Jones et al., 2005). En esta subfamilia se
incluyen 240 especies distribuidas en 22 géneros (Cribb, 2005). Los datos filogenético-

moleculares para Opecoelinae son escasos, solo se han puesto a prueba las relaciones
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filogenéticas para ocho especies de cinco géneros (i.e., Anamalotrema, Discoverytrema,
Dimerosaccus, Opecoeloides y Pseudopecoeloides) (Bray et al., 2016; Martin et al., 2020b),

lo que representa un 3% de la diversidad conocida de opecoelinos (Opecoelinae).

1.2.1. Opecoelus vs Opegaster

La historia taxondmica de las especies de los géneros opecoelinos Opecoelus Ozaki, 1925y
Opegaster Ozaki, 1928 ha sido controversial por presentar alta similitud morfoldgica
(Manter 1940, 1954; Crowcroft, 1974; Banerjee, 1965; Mehra, 1966; Prudhoe y Bray 1973;
Cribb 1985, Bray 1987, Shimazu, 1988; Bray y Cribb 1989). Su alta similitud se deriva de
inadecuadas descripciones de especies debidas principalmente a escasos tamafos de
muestra y/o sutiles diferencias morfoldgicas, aunado a una alta sobreposicion de los

intervalos de las medidas de los caracteres morfoldgicos provistos (ver Aken’Ova, 2007; Bray

y Justine, 2013).

Debido a que las especies de Opecoelus y Opegaster son muy similares, algunos
autores han sugerido sinonimizar Opegaster con Opecoelus (Crowcroft, 1974; Cribb, 1985;
Shimazu, 1988; Aken’Ova, 2007). Por ejemplo, Aken’Ova (2007) reubicd 33 especies de
Opegaster a Opecoelus y propuso 11 grupos morfoldgicos para la clasificacion de las
especies de Opecoelus, con base en la extension anterior de los foliculos vitelinos, la
extension posterior de la vesicula seminal y a la naturaleza de los testiculos y del ovario.

Aken’Ova (2007) reconoce que algunas de las especies de Opecoelus presentan variacion

morfoldgica, por lo que podrian entrar en dos 0 mas grupos de su clasificacion.

Seis afnos después, Bray y Justine (2013) implementaron un “tabulador de
proporciones para 16 caracteres morfoldgicos” para diferenciar especies dentro de
Opegaster. Con ello, de las 33 especies que fueron reubicadas por Aken’Ova (2007) de
Opegaster a Opecoelus, Bray y Justine (2013) retuvieron 28 en Opegaster, las cuales son
reconocidas en WoRMS (2024). Tanto la clasificacion morfolédgica sugerida por Aken’Ova
(2007) para Opecoleus, como la de Bray y Justine (2013) para Opegaster, estan basadas en
datos obtenidos desde las descripciones morfoldgicas originales y no mencionan la revision

de material de referencia de alguna coleccién parasitolégica reconocida a nivel
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internacional. Con base en la literatura publicada hasta la fecha para las especies de
Opecoelus y Opegaster, es evidente que no se ha realizado algun estudio que analice y/o
compare el material tipo de las 73 especies de estos géneros (WoRMS 2024) para apoyar su
valideztaxondmica. Cribb (2005) comenté que el uso de los nombres de ambos géneros esta
extremadamente arraigado en la literatura, por lo que es necesaria su distincion
filogenética. Bray y Justine (2013) coinciden con Cribb (2005) y argumentan que ambos
géneros deben ser usados hasta que se genere un marco filogenético con datos moleculares

gue pueda diferenciar a sus especies.

El género Opecoelus y Opegaster se caracterizan porque ambos presentan 1) saco
del cirro reducido, 2) un ano comun, y 3) papilas simplesen la abertura de la ventosa ventral.
Sin embargo, Opegaster se diferencia por la presencia de foliculosvitelinos que se extienden
hasta la parte anterior del cuerpo. Este Ultimo caracter es considerado con valor de fiabilidad
equivoca, por lo que debe ser tomado con precaucion (ver Cribb 1985, 2005; Shimazu,
1988). Asi, los géneros Opecoelus y Opegaster solo se diferencian por la distribucion de los
foliculos vitelinos; en Opecoelus se extienden hasta el origen de la ventosa ventral, mientras
que en Opegaster se extienden hasta la parte media anterior del cuerpo (Cribb, 2005). A la
fecha, Opecoelus y Opegaster incluyen 41 y 32 especies taxondmicas validas,

respectivamente (WoRMS 2024a, b).

A pesar de que se ha detectado que las especies de Opecoelus y Opegaster presentan
una alta variaciéon morfoldgica (Manter y Pritchard, 1960; Cribb 1985; Prudhoe y Bray, 1973;
Aken’Ova, 2007), la mayoria de ellas no han sido revisadas con base en estudios
morfoldgicos a nivel intraespecifico e interespecifico, y no han sido caracterizadas con datos
moleculares a nivel especifico o poblacional, ni puesto a prueba sus especies sobre un
contexto filogenético (Bray y Justine, 2013). Hasta el momento, solo se cuenta con
informaciéon molecular de dos secuencias de ADN del gen 28S, una para la metacercaria del
género Opecoelus (Bennett et al.,, 2022) y una para un taxa sin fase de desarrollo
determinado del género Opegaster (Pérez-Ponce de Ledn y Hernandez-Mena, 2019).

Desafortunadamente, para dichas fuentes de informacién molecular, no se cuenta con



acceso de ejemplares de referencia en ninguna coleccidn parasitolégica que apoye su

identidad taxondmica.

1.3. Registros de Opecoelus y Opegaster en México

En México, han sido registradas seis y cuatro especies del género Opecoelus y Opegaster,
respectivamente, en al menos 20 especies de peces teledsteos. De ellas, cinco especies de
Opecoelus y una de Opegaster se han registrado parasitando a seis especies de peces

marinos en la Peninsula de Baja California (Ver Cuadro 1).



Cuadro 1. Registros del género Opecoelus y Opegaster en las costas de Baja California.

PARASITO

LOCALIDAD

HOSPEDERO

REFERENCIA

Opecoelinae

Opecoelus inimici Yamaguti, 1934

Opecoelus mexicanus Manter, 1940

Opecoelus minor Yamaguti, 1934

Opecoelus sp.

Opegaster parapristipomatis Yamaguti, 1938

Isla Cedros, Baja California

Isla Angel de la Guarda, Baja California

Bahia de Ensenada, Baja California
Localidad entre Isla Coronado y Bahia
de San Quintin, Baja California

Bahia Todos Santos, Baja California

Paralabrax nebulifer
Paralabrax
maculatofasciatus
Sebastes sp.

Sebastes rosaceus

Paralichthys californicus

Manter (1940)

Arai (1962)

Sin referencia
Alvarado-Villamar y Ruiz-Campos
(1992)

Castillo-Sanchez et al. (1998)




1.3.1. Aproximaciones integrativas de analisis morfolégicos y moleculares en
trematodos

Algunos estudios en trematodos han implementado aproximaciones integrativas de analisis
morfoldgicos y moleculares para resolver problemas taxondmicos cuando las diagnosis son
sutiles al momento de diferenciar dos o mas grupos taxonémicos; por ejemplo, especies
cogenéricas y/o especies intergenéricas (Villora-Montero et al., 2020; Corner et al., 2022).
Asi, cuando la delimitacién de especies presenta dificultades al momento de diferenciarlas
debido a que pueden presentar un amplio polimorfismo y/o una mala diagnosis taxonémica
de origen, puede ser abordada de acuerdo a Bray et al. (2022) como sigue: 1) Monofila
reciproca detectada al nivel mds inclusivo del marcador molecular con mayor poder
discriminante (i.e., secuencias de ADN nuclear, ribosomal y/o mitocondrial); 2) Diferencias
morfoldgicas consistentes con relacidon a otras especies; 3) Distribucion del hospedero
consistente desde sus parientes cercanos. Este ultimo punto puede implicar diferenciacién
de patrones de especificidad hospedatoria, y diferenciacién dentro y entre los intervalos de

distribucién geografica de los hospederos.

Ademads de los criterios de Bray et al. (2022), existen otros métodos de analisis
morfolégicos como el Andlisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en ingles
Principal Componente Analysis). El PCA es una técnica estadistica que se utiliza para reducir
la dimensionalidad de un conjunto de datos mientras se conserva la mayor cantidad de
variacion posible. EI PCA se ha utilizado para agrupar diferentes especies de parasitos
basandose en caracteres morfométricos, permitiendo diferenciar, sinonimizar y delimitar
especies nuevas con base en tamafnos o rasgos similares, tal es el caso de especies de
trematodos marinos como Plesiochorus irwinorum Corner, Booth & Cutmore, 2022
diferencidndolo de P. cymbiformis (Rudolphi, 1819) Looss, 1901 y Plesiochorus elongatus

Pigulevsky, 1953 (Corner et al., 2022).

Por otra parte, el crecimiento alométrico se refiere a como diferentes partes del cuerpo
crecen a distintas tasas en relacién con el tamafo total del organismo. El crecimiento
alométrico positivo ocurre cuando una parte del cuerpo crece a una tasa mas rapida que el

crecimiento general del cuerpo, mientras que la alometria negativa se da cuando una parte
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del cuerpo crece mas lentamente que el resto, provocando una disminucién proporcional
de su tamano. En contraste, la isometria describe un crecimiento en el que todas las partes
del cuerpo crecen a la misma tasa, manteniendo proporciones constantes (Huxley, 1993).
Los analisis de crecimiento alométricoson Utiles para entender cdmo crecen distintas partes
del cuerpo de un parasito en relacién con su tamafio total (Fischthal, 1978a, b; 1979). Por
ejemplo, en trematodos marinos el crecimiento alométrico positivo ha sido registrado en la
region anterior del cuerpo de Metadena globosa (Linton, 1910) Manter, 1947 vy
Euclinostomum heterostomum Rudolphi, 1809 (Fischthal, 1980; Jhansilakshmibai y
Madhavi, 1997), y en la regién posterior de Apocreadium mexicanum Manter, 1937 y
Stenopera equilata Manter, 1933 (Fischthal, 1978a, b). En contraste, A. mexicanum vy S.
equilata muestran un crecimiento alométrico negativo en drganos sexuales masculinos (i.e.,
testiculos), mientras que en Asymphylodora fishelsoni Fischthal, 1979 se ha observado un
crecimiento alométrico positivo en los testiculos (Fischthal, 1979). Lo anterior destaca una
gran ventaja al implementar analisis alométricos en trematodos con alto polimorfismo,
porque permiten identificar y describir sus variaciones morfométricas asociadas al

crecimiento de sus diversas estructuras corporales.
1.4. Intermareal rocoso de Baja California: Clinocottus analis

El intermareal rocoso es un ecosistema que se localiza entre la interfase del habitat marino
y terrestre, y que estd bajo la influencia de la bajamary altamar (Horn y Martin, 2005). El
intermareal rocoso de Baja California (BC), México (MX) y California (USA) forma parte de
una regién biogeografica marino-costera denominada “Regién Californiana”, que a su vez

incluye la provincia biogeografica “San Dieguina” (sensu Briggs, 1974).

En el intermareal dela Bahia de Todos Santos, BC, se han realizado multiples estudios
sobre la diversidad ictioldgicay registrado 48 especies de teledsteos (Ruiz-Campos et al.,
2009, 2010). La especie Clinoccotus analis Girard, 1958 (Scorpaeniformes, Cottidae) o
“charrascolanudo”, es el teledsteo mds abundante en el intermareal rocoso de la Peninsula
de Baja California (Ruiz-Campos et al., 2010). Al norte, la distribucion del charrasco lanudo

abarca desde Cabo Mendocino, California (USA) y llega al Sur hasta Punta Asuncion, Baja



California Sur (BCS) (incluyendo Isla de Cedros e Isla Guadalupe) (Miller y Lea, 1972). En
Point Fermin, California, la madurez sexual de C. analis se ha registrado en tallas a partir de
los 60 mm de longitud total, con base en observaciones de génadas bien desarrolladas en
ambos sexos (Wells, 1986). La dieta carnivora de C. analis constituye pequenos
invertebrados como crustaceos de los ordenes Amphipoda, Isopoda y Decapoda
(Brachyura); asi como poliquetos, moluscos e insectos. También se le ha registrado algas

marinas como parte de su dieta (Ruiz-Campos, 1986; Wells, 1986; Ruiz-Campos y Hammann,

1991; Acosta-Zamorano 2009).

El intermareal de la costa de la playa de Ejido Eréndira (Playa Piedra Blanca) es una
costa expuesta, en ésta se han realizado distintos estudios de la comunidad de macro-
invertebrados del intermareal rocoso de distintas partes de Baja California (Canales-Gémez,
2012; Salas-Garza et al., 1989). Se ha registrado la presencia de C. analis en Playa Piedra
Blanca en Ejido Eréndira (Ruiz-Campos et al., 2010); sin embargo, no se han realizado
estudios detallados sobre las comunidades de peces de esta localidad, asi como la

diversidad parasitaria de éstos.
1.5. Registros de helmintos parasitos de Clinocottus analis

A la fecha, se han registrado 11 especies de trematodos parasitando el intestino de C. analis
desde las costas del sur de California (USA), Islas del Pacifico Sur de USA, Peninsula de Baja
California e Islas aledafas (México) (ver Cuadro 2). Las 11 especies de trematodos se
reparten en tres familias: Hemiuridae, Haplosplanchnidaey Opecoelidae. Esta Ultima familia
incluye tres subfamilias: Helicometrinae, Opecoelinae y Podocotylinae. Solo una especie de
nematodo de la familia Cystidicolidae ha sido registrada como parasita en el estémago de
C. analis, desde Ensenada, Baja California a Punto Fermin, Los Angeles County, California,

USA (ver Cuadro 2).
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Cuadro 2. Registros de helmintos parasitos de Clinocottus analis en las costas de California y Baja California.

PARASITO LOCALIDAD HABITAT REFERENCIA
TREMATODA

Fam. Hemiuridae

Genolinea anura (Layman, 1930) Manter, 1954 California, USA Estomago Anneraux (1947)
Genolinea laticauda Manter, 1925 California Central, USA Estomago Nahhas (1976)

Fam. Haplosplanchnidae

Schikhobalotrema girellae (Manter y Van Cleave, Punta Morro, Ensenada, B.C., México Intestino Gardufio-Martinez (2023)
1951) Skrjabin y Guschanskaja, 1955

Fam. Opecoelidae

Opecoelinae

Dactylostomum winteri Caballero y Caballero, 1971 Laguna Beach, California, USA Mucosa de Caballero y Caballero R. (1976)

Opecoelus adsphaericus Manter y Van Cleave, 1951
Opecoelus adsphaericus
Opecoelus adsphaericus
Opecoelus adsphaericus

Opecoelus adsphaericus

Opecoelus cameroni (Caballero C. y Caballero R.,
1969) Aken’Ova, 2007
Opecoelus pacificus Caballero C.y Caballero R., 1976

Opecoelus caballeroi Caballero-Rodriguez, 1977

La Jolla, California, USA

Point Fermin, California, USA

Bahia San Francisquito, B.C., México
Bahia Magdalena, B.C.S., México

Punta Morro, Ensenada, B.C., México

Laguna Beach, California, USA

Isla Catalina, California, USA

Isla Catalina, California, USA

intestino anterior
Intestino

Intestino

Intestino

Intestino

Intestino, estémago
y ciegos pildricos

Intestino

Intestino

Intestino

Manter y Van Cleave (1951)
Wells (1986)

Arai (1962)

Arai (1962)

Gardufio-Martinez (2023)

Caballero C. y Caballero R., 1969

Caballero C.y Caballero R., 1976

Caballero-Rodriguez, 1977
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Helicometrinae

Helicometrina nimia Linton, 1910 La Jolla, California, USA Intestino Manter y Van Cleave, 1951

Helicometrina nimia Sur de California, USA Intestino Yamaguti, 1971

Helicometrina nimia California Central, USA Intestino Chapa, 1976

Helicometrina nimia Bahia San Francisquito B.C., México Intestino Arai, 1962

Helicometrina nimia Isla Angel de la Guarda, B.C., México Intestino Arai, 1962

Helicometrina nimia Bahia Santa Inés, B.C., México Intestino Arai, 1962

Helicometrina nimia Bahia Magdalena, B.C.S., México Intestino Arai, 1962

Podocotylinae

Podocotyle sp. Norte de California, USA Intestino Edmiston, 1978

Podocotyle california Park, 1937 Norte de California, USA Intestino Nahhas y Krupin, 1977

Nematoda

Fam. Cystidicolidae

Ascarophis morronei Aguilar-Aguilar, Ruiz-Campos, Punta Morro, B.C., México Estdmago Aguilar-Aguilar et al., 2019

Martorelli, Montes y Martinez-Aquino, 2019

Ascarophis morronei Punta Morro, Ensenada, B.C., México Estdmago Gardufio-Martinez, 2023
Point Fermin, Los Angeles County,

Ascarophis sp. Estémago Wells (1986)

California, USA
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De manera particular, para Opecoelinae, se describieron cuatro especies del género
Opecoelus en el intermareal rocoso de California asociadas a C. analis, y en algunas

ocasiones junto con G. nigricans, como se muestra a continuacion.

1) Opecoelus adsphaericus Manter y Van Cleave, 1951, descubierta a partir de 60
especimenes parasitando el intestino de C. analis (Cottidae) y Girella nigricans Ayres, 1860
(Khyposidae) en La Jolla, California, USA. Opecoelus adsphaericus fue descrita con base en
medidas morfoldgicas de siete individuos que representaron los intervalos extremos de sus
tallas (Manter y Van Cleave, 1951). Posteriormente, O. adsphaericus se ha registrado como
pardsito de peces de la familia Mullidae (Mullus argentinae Hubbs y Marini, 1933;
Parupeneus chrysonemus Jordan y Evermann, 1903; Parupeneus pleurostigma Benett, 1831)
y de la familia Scorpaenidae (Scorpaena plumieri Jordan y Starks, 1985) (Fabio, 1981; Arai,
1963; Pritchard, 1966; Luque et al., 2002).

2) Opecoelus (ex Opegaster) cameroni (Caballeroy C. y CaballeroR., 1969) Aken’Ova, 2007
(especie originalmente descrita dentro del género Opegaster). La descripcion original de O.
cameroni fue a partir de especimenes que fueron recolectados 21 afos antes de 1969 por
Howard A. Winter (5 de noviembre de 1948) por lo que se desconoce si los trematodos
fueron fijados vivos. La especie fue detectada a partir de observaciones de ocho
preparaciones previamente montadas y provenientes de la “Coleccion de Winter”. Asi
mismo, Caballeroy Caballero R. (1969) menciona que, debido al mal estado de preservacion
de los especimenes observados, O. cameroni solo fue descrita a partir de un Unico ejemplar
como parasito del intestino de G. nigricans de Palos Verdes, Los Angeles, California.
Adicionalmente, registraron a 0. cameroni como parasito intestinal de C. analis en Laguna
Beach, Los Angeles, California. Debido a que la ilustracién que se presenta para la
descripcion original de O. camaroni en Caballeroy C.y Caballero R. (1969; Figura 3, pp. 961)
se muestra un tegumento arrugado, desde la parte inferior de la ventosa ventral a la parte
final del cuerpo, parece indicar que dicho ejemplar fue fijado muerto y/o contraido. A la
fecha, se desconoce la existencia y/o ubicacién del holotipo (“Coleccién Helmintoldgica E.
Caballeroy C. No. 500”) y paratipo (“Coleccion Nacional de Helmintos [CNHE], Instituto de

Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México [UNAM] [No. 2655] [ex Coleccion
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Helmintoldgica del Instituto de Biologia, U.N.A.M. No. 223-10]) mencionados por Caballero

y C.y Caballero R. (1969) para O. cameroni (también ver Lamothe-Argumedo et al., 1997).

Con base en la alta similitud morfolégica entre las especies de Opecoelus y
Opegaster, Aken’Ova (2007) transfirié a Opegaster cameroni al género Opecoelus. Dicha
transferencia es considerada valida en WoRMS (2024); sin embargo, tomando en cuenta lo
mencionado anteriormente, la veracidad taxondmica de O. cameroni aun no ha sido

revisada, por lo que se sugiere tomar con precaucion su identidad taxondémica.

3) Opecoelus pacificus Caballeroy C.y CaballeroR., 1976 descrita a partir de 10 individuos
parasitando el intestino de C. analis en Isla Catalina, California (Caballeroy C.y CaballeroR,,
1976). Los especimenes usados en la descripcion original de O. pacificus fueron recolectados
28 anos antes por Howard A. Winter (el 3 de diciembre de 1948). Adicionalmente, Caballero
y C. y Caballero R. mencionan que la longitud del cuerpo de O. pacificus varia un poco por
presentar diversos grados de contraccion muscular. Asi mismo, no se menciona si los
trematodos fueron fijados, o si se trabajé con preparaciones permanentes realizadas
previamente por Howard A. Winter. A la fecha, se desconoce la existencia del holotipo
(“Coleccion Helmintolégica E. Caballero y C. No. 523”) mencionado por Caballeroy C.y
Caballero R. (1976) para O. pacificus; solo un espécimen paratipo No. 1012 se encuentra
depositado en la CNHE-IB-UNAM (ex Coleccion Helmintoldgica del Laboratorio de
Helmintologia del IB-UNAM No. 227-10) (Lamothe-Argumedo et al., 1997).

4) Opecoelus caballeroi Caballero-Rodriguez, 1977 descrita a partir de dos individuos
parasitando el intestino de C. analis en lIsla Catalina (Caballero-Rodriguez, 1977). Los
especimenes usados para la descripcién original de O. caballeroi en 1977, fueron
recolectados 29 afios antes por Howard A. Winter (el 3 de diciembre de 1948). Caballero-
Rodriguez (1977) no menciona si los trematodos fueron fijados vivos o si trabajo con
preparaciones permanentes realizadas previamente por Howard A. Winter. Existen dos
especimenes con designacién taxondmica como “Holotipo” No. 896 CNHE-IB-UNAM (ex

“Coleccién Helmintolégica E. Caballeroy C. No. 522”) y “paratipo” No. 902 CNHE-IB-UNAM
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(ex Coleccién Helmintolégica del IB-UNAM No. 227-14]) (Caballero-Rodriguez, 1977;

Lamothe-Argumedo et al., 1997).
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2. JUSTIFICACION

De las cuatro especies descritas del género Opecoelus como parasitos de C. analis desde la
region Californiana, ninguna ha sido analizada a nivel morfoldgico intraespecifico, ni con
datos moleculares o puesto a prueba sobre un marco filogenético molecular dentro de
Opecoelidae. Particularmente, O. adsphaericus es un excelente modelo para realizar analisis
de variacion morfolégica debido a que presenta alto polimorfismo expresado en sus
distintos intervalos de medidas registradas; e.g., desde tallas de longitud pequefna (1,336
um), hasta tallas que triplican dicha longitud (4,000 um). La variacién morfolégica de O.
adsphaericus también puede resultar debido a que originalmente fue descrita con base en
un buen tamafio de muestra (basado en 60 especimenes y seleccionando 7 individuos
parasitos por rango de tamafio a partir de dos especies hospederas y una localidad) (Manter
y Van Cleave, 1951). Ademas, O. adsphaericus es la primera especie descrita desde la regién
Californiana y es la especie parasita en fase adulta con mayor prevalencia registrada para C.
analis (Manter y Van Cleave, 1951; Arai, 1962; Wells, 1986; Gardufio-Martinez, 2023); sin
embargo, su variacion morfolégica no ha sido caracterizada a nivel intraespecifico. Por
ultimo, su hospedero definitivo (Clinocottus analis) es la especie de pez intermareal que
presenta las densidades poblacionales mas altas en el intermareal rocoso del noroeste de
Baja California (Ruiz-Campos et al., 2010), lo que lo hace un modelo factible para la
obtencién de buenos tamafios de muestra para la recolecta de especimenes de O.

adsphaericus.

Tomando en cuenta la carencia de informacion descrita para las especies de
Opecoelus desde la regidn Californiana, O. adsphaericus permite desarrollar nuevas fuentes
de datos para caracterizar su variacion morfoldégica y molecular a nivel intraespecifico, en el
sentido de explicar parte de su historia evolutiva en un contexto filogenético. Siguiendo las
recomendaciones de Cribb (1985, 2005), Aken’Ova (2007) y Bray y Justine (2013) para

caracterizar especies del género Opecoelus que presentan alto polimorfismo morfolégico,

el presente estudio aporta por primera vez las cuatro tematicas siguientes.

1) Caracterizacion morfoldgica de O. adsphaericus en dos localidades de Baja California (El

Mosquito, Bahia de Todos Santos, Ensenada; y Playa Piedra Blanca, Ejido Eréndira) a
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través de andlisis de PCA, crecimiento alométrico, imagenes de microscopia electrdnica

de barrido y dibujos de linea.

2) Pardmetros de infeccion parasitaria de O. adsphaericus a lo largo de un afio con

muestreos bimensuales en la Bahia de Todos Santos.

3) Produccion y andlisis de datos moleculares de O. adsphaericus sobre un marco

filogenético de Opecoelidae.

4) Produccion y anadlisis de datos moleculares de O. adsphaericus a nivel genético
poblacional para determinar su variacion genética a partir de individuos colectados en

dos localidades.

Por tanto, para desarrollar este estudio, se planted la siguiente hipétesis y objetivos (general

y particulares):

3. HIPOTESIS

El helminto pardsito Opecoelus adsphaericus presenta alto polimorfismo y alta variacion
genética a nivel intraespecifico en la Bahia de Todos Santos y Playa Piedra Blanca, Baja

California.
4. OBIJETIVOS
4.1. Objetivo general

Caracterizar a nivel morfoldgico y molecular a Opecoelus adsphaericus como parasitos del
pez Clinocottus analis en el intermareal rocoso de la Bahia de Todos Santos y Playa Piedra

Blanca, Baja California, México.
4.2. Objetivos especificos

1. Describir la variaciéon morfoldégica de ejemplares de Opecoelus adsphaericus de dos

localidades en Baja California, usando caracteres morfoldgicos y generando datos

meristicos, microfotografias de microscopia electronica de barrido y dibujos de linea.
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2. Evaluar la variacion morfoldgica de ejemplares de Opecoelus adsphaericus a través de

analisis de componentes principales y crecimiento alométrico.

3. Determinar las relaciones filogenéticas con datos moleculares del gen 28S de Opecoelus

adsphaericus dentro de un marco filogenético de la familia Opecoelidae, a través de

métodos de Inferencia Bayesiana y de Maxima Verosimilitud.

4. Describir la variacion genética de Opecoelus adsphaericus con base en ejemplares
recolectados en dos localidades en Baja California, usando el gen de la regién del BarCode

(COl), y calculando su diversidad haplotipica y distancias genéticas.

5. Inferir las repercusiones evolutivas de Opecoelus adsphaericus asociadas a C. analis en

Baja California, en funcién de su polimorfismo morfolégico y molecular, y sobre un contexto

filogenético dentro de Opecoelidae.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencidn de peces

Se realizaron nueve muestreos en la localidad de El Mosquito (EM), ubicada en la Bahia de
Todos Santos, Ensenada, Baja California (31°51' 36.4" N; 116° 38' 55.5" W) en los meses de
agosto, septiembre y octubre de 2021; y enero, febrero, marzo, mayo, junio y septiembre
de 2022. Ademas, en la localidad de Playa Piedra Blanca (PPB), Ejido Eréndira, B.C., (31° 17'
37.5" N; 116° 24' 55.1" W) se realizé un muestreo en el mes de agosto de 2021 (Figura 2).
Los ejemplares de C. analis fueron capturados en las pozas de marea del intermareal rocoso
durante condiciones de bajamar. Cada colecta fue programada seleccionando las fechas de
bajamar menor a cero de referencia del Nivel de Bajamar Media Inferior (NBMI), con base
en el programa Mar v. 1.0 (Gonzdlez, 2011). En cada poza de marea se aplicé una solucién
de quinaldina al 20% mediante un atomizador manual (Gibson, 1967, 1999). Después de 10
minutos, los peces anestesiados fueron capturados usando una red de cuchara y colocados
en una cubeta de 20 litros de agua del medio (sin anestésico). Una vez colectados, los peces
fueron transportados vivos al Laboratorio de Biologia Evolutiva de Parasitos (BEP) de la
Facultad de Ciencias (FC), UABC, para su examinacion parasitoldgica. La identificacién de los
peces fue apoyada con base en las claves taxondmicas (Miller y Lea, 1972), y verificada

posteriormente con ejemplares de referencia de la Coleccion Ictioldgica (Cl), FC, UABC.
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Figura 2. Mapa de los sitios de muestreo de Clinocotus analis para la recolecta de Opecoelus adsphaericus en
Ensenada, Baja California (B.C.), México.

5.2. Diseccion de peces para la obtencion de trematodos

Los peces fueron medidos individualmente con un vernier (precision 0.01 mm) para el
registro de su longitud total (Lt), longitud Patréon (Lp) y altura del cuerpo (Alt). Estas
mediciones se registran en valores promedio y su desviacién estandar (+sd) seguido entre
paréntesis el intervalo (min. y max.). Después, la eutanasia de los peces fue realizada con el
método de “clavija perforadora”, la cual causa pérdida de conciencia inmediata en los
organismos (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2019). Posteriormente, se aplico el
examen parasitolégicointerno realizandoun corte longitudinal en el pez, desde el ano hasta
la regién del istmo e incluso prolongandose hasta la boca. Para la examinacion de
trematodos se extrajeron los érganos internos como intestino, ciegos piléricos, vejiga
natatoria, estémago y mesenterios. Todos los trematodos fueron colectados vivos y se

colocaron en diferentes cajas de Petri (por érgano infectado) con un sobrenadante de
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solucién salina al 0.75%. Posteriormente, para estudios morfoldgicos, los trematodos
fueron fijados con formol al 4% caliente antes de alcanzar el grado de ebullicidn, mientras
qgue los trematodos utilizados para los analisis moleculares fueron fijados en alcohol
absoluto (OH-100%). Para los andlisis moleculares, se fijaron al menos tres especimenes
trematodos vivos que representaran las medidas extremas (i.e., talla pequeia, mediana y
grande) en un unico individuo hospedero vy sitio de infeccién especifico (i.e., intestino y

ciegos pildricos).

5.3. Parametros de infeccion

Se registraron los parametros de infeccién (i.e., prevalencia, abundancia e intensidad
media) para cada mes de muestreo, y para el total de muestreos por localidad (ver Cuadro

5). Los pardmetros de infeccién se definieron de acuerdo con Bush et al. (1997) como se

expresa en las formulas siguientes. Hospedero.

. No. Hospederos infectados
1. Prevalencia (P): P: L f x 100

No. Hospederos de la muestra

2. Abundancia Promedio (AP): AP : No. Total de pardsitos 1

No. Hospederos de la muestra

3. Intensidad Promedio (/P): IP: No. Total de parésitos 00

No. Hospederos infectados

5.4. Técnica de tincion

Para la identificacion morfoldgico-taxondmica de cada trematodo recolectado, se aplicé la
tincion de carmin hidroclorhidrico realizando preparaciones permanentes siguiendo y
modificando la técnica de Vidal-Martinez et al. (2001). La técnica consistid en lavar los
especimenes opecoelidos con agua destilada y posteriormente almacenados al menos 24
horas en OH-96%, después fueron tefiidos con carminhidroclorhidrico durante 30 minutos.
Una vez tenidos, se aclararon con alcohol acidulado al 2% hasta obtener una coloracion
translucida. Cada ejemplar se deshidrato a través de una serie de alcoholes graduales (80%,
90% y 96%) durante 10 minutos y 30 minutos en OH—-100%. Seguido de la deshidratacion,
los trematodos se colocaron en aceite de clavo absoluto durante 5 minutos, y
posteriormente fueron montados en Balsamode Canada para su preservacion permanente.

La identificacion taxondmica de los trematodos fue realizada siguiendo las claves
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dicotdmicas para trematodos de Cribb (2005), Jones et al. (2005), Madhavi y Bray (2018) y
literatura especializada (Manter y Van Cleave, 1951; CaballeroC.y CaballeroR., 1969, 1976;
Caballero-Rodriguez, 1977; Aken’Ova, 2007). Adicionalmente, el holotipo y paratipo de
Opecoelus adsphaericus (No. 1337837 y No. 1338191, respectivamente, Smithsonian
National Museum of Natural History [NMNH] [ex USNM Helm. Col. No. 37143 y 37510,
respectivamente] de Clinocotus analis de La Jolla, San Diego, California, USA fueron
revisados comparandose con los especimenes colectados en este estudio. Asi mismo, se
revisaron los paratipos de Opecoelus caballeroi y Opecoelus pacificus y (CNHE 902 y CNHE
1012 respectivamente, [ex No. 227-9 y 227-14, respectivamente] de Clinocottus analis de

Isla Catalina, California, USA).

5.5. Analisis morfomeétrico

Se realizd una observaciéon y comparacién de los ejemplares recolectados de O.
adsphaericus en los distintos meses de muestreo. En total, se seleccionaron 212 ejemplares
de preparaciones permanentes en fase adulta (no se observd ningun ejemplar en fase
juvenil o no gravida; es decir, todos los ejemplares observados y montados presentaron
huevos). Se seleccionaron 40 especimenes adultos y gravidos de la localidad de EM, minimo
cuatro por muestreo para representar los extremos de lastallas presentes como sigue. Talla
pequefia = < 1000 micras (um); Talla mediana = > 1000 y < 2000 pm; Talla grande => 2000
< 3200 pum. Los 40 especimenes de la localidad de EM se eligieron desde el muestreo EM2
hasta EM9, debido a que el nimero de peces examinados del EM1 fue bajo (tres peces)
(para mas informacién ver Cuadro 5). Adicionalmente, se eligieron cuatro especimenes
adultos y gravidos de la localidad de PPB (dos tallas pequeiias y dos tallas medianas)
provenientes de tres individuos de C. analis, en los cuales se les lograba observar todos los

caracteres morfoldgicos requeridos para el analisis morfométrico.

Las medidas de los especimenes analizados de O. adsphaericus fueron tomadas en
micrémetros (Lm) y se obtuvieron valores promedio (min.y mdx.). Con base en la literatura
especializada para la diagnosis de las especies del género Opecoelus (Manter y Van Cleave,

1951; Caballero C.y CaballeroR, 1976; Cribb 1985, 2005), 24 atributos morfoldgicos fueron

22



seleccionados para su analisis incluyendo: Largo y ancho de Longitud del cuerpo (Lc),
Ventosa oral (Vo), Ventosa ventral (Vv), Faringe (Fa), Testiculo anterior (Ta), Testiculo
posterior (Tp), Ovario (Ov), Huevos (Hu), Saco del cirro (Sc), Vesicula seminal (Vs); ancho de
Ciegointestinal (Ci); largo de la region anterior del cuerpo (o forebody [Fb], por su término
en inglés, que generalmente alberga la ventosa oral y érganos continuos como la pre-
faringe o faringe, poro reproductor, saco de cirro, cirroy parte de la vesicula seminal), largo
de la regidn posterior del cuerpo (o hindbody [Hb], por su término en inglés, que
generalmente alberga la ventosa ventral y 6rganos reproductivos) y Cirro (Cr). Ademas, se
consideré como atributo cualitativo la presencia o ausencia de un ano comun (ver Cuadro

a).

Se aplicé un Andlisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés
Principal Component Analysis), para evaluar a un conjunto de variables morfométricas no
correlacionadas, y detectar la presencia de otras especies a nivel morfoldgico de Opecoelus;
i.e., 0. cameroni, O. pacificusy O. caballeroi. El PCA fue aplicado al conjunto de datos de las
24 variables morfométricas (i.e., atributos morfolégicos anteriormente mencionados)
obtenidas de los 44 especimenes seleccionados (40 de la localidad de EM y cuatro de la
localidad de PPB). De las 24 variables morfométricas analizadas, se realizé la eliminacion de
variables altamente correlacionadas (> 0.65) por medio de la prueba de correlacion de
Pearson usando el programa PAST v. 4.16 (SCIEM, Austria), considerando asi ocho variables
significativas para el andlisis de PCA (i.e., largo y ancho de: Vv, Ov, Hu; ancho de Ciy largo

de Fa).

Previo al andlisis de PCA, el conjunto de datos se dividid en tres grupos, tomando en
cuenta el efecto del tamafio como posible diferencia morfométrica a priori entre especies
(e.g., Hernandez-Mena et al., 2014; Pinto et al., 2017; Villora-Montero et al., 2020; Corner
et al.,, 2022). De este modo, para la localidad de EM (40 individuos) y PPB (cuatro
individuos), se seleccionaron las tallas de los trematodos analizados con base a la longitud
del cuerpo (Lc) y se dividieron en tres grupos de la manera siguiente: 1) Grupo pequeiio <
1000 um (12 individuos); 2) Grupo mediano > 1000 y < 2000 um (23 individuos) y; 3) Grupo

grande >2000 < 3200 um (nueve individuos). Los cuatro individuos de PPB se distribuyeron
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en el andlisis de la siguiente manera: dos especimenes de talla pequena de 595.05y 627.32

pum; y dos tallas medianas de 1099.7 y 1157.58 um.

Se aplicé la ecuacién de crecimiento alométrico de Huxley (Huxley, 1993) para
detectar si existe relaciéon de crecimiento alométrico (i.e., el crecimiento y desarrollo del
cuerpo) asociado a las tres tallas observadas entre los 44 individuos adultos de O.
adsphaericus de la localidad de EM y PPB, mediante el programa PAST como sigue. Para los
analisis de crecimiento alométrico se excluyeron los cuatro especimenes de PPB de este

anadlisis, para evitar sesgo en los resultados debido al poco tamafio de muestra y poco

esfuerzo de muestreo para esta localidad.
Férmula 1: y = ax?, expresada en forma logaritmica como: log y = log a + b log x;

Donde y equivale al tamafio estimado del érgano o parte del cuerpo; a equivale a la
fracciondel tamano corporal que representa la parte u érgano (i.e., cuerpo anterior, cuerpo
posterior y largo de testiculo anterior y posterior, seleccionados con base en los valores de
“r”); x equivale al largo de la longitud del cuerpo (Lc); b equivale al coeficiente de
crecimiento alométrico, y log equivale al logaritmo. La expresién logaritmica es utilizada
para transformar los datos de un modelo exponencial a un modelo lineal. Cuando el valor
de b =1, las dos variables tienen tasas de crecimiento similares (isometria). Cuando el valor
de b # 1, la proporcién del cuerpo o el érgano se considera positivo o negativo en el

crecimiento alométrico, y tiene una tasa de crecimiento mayor o menor que la longitud del

cuerpo.

Para describir de manera visual el polimorfismo intraespecificode O. adsphaericus
detectado en EM, se realizaron dibujos de linea de 7 individuos que representan los
intervalos de la variacion morfolégica presente entre los tres grupos de tallas (Pequefia [<
1000 pm], Mediana [> 1000y < 2000 um], Grande [> 2000 < 3200 um). Cada dibujo de linea
se realizd a mano con ayuda de una cadmara lucida conectada a un microscopio Olympus
BX50, con aumento a 20X en el Laboratorio de Patologia Acuatica del Departamento de
Recursos del Mar del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional (CINVESTAV), Unidad Mérida, Yucatan, México. Posteriormente, cada
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dibujo de linea fue digitalizado y editado con una tableta de dibujo digital Huion Inspiroy

Q11K V. 2 a través del programa Adobe Illustrator 2024.

5.6. Técnica de microscopia electronica de barrido

La morfologia externa de los opecoelidos se analizé mediante Microscopia Electrdnica de
Barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope) en el Laboratorio
Nacional de Nano y Biomateriales (LANNBIO) del CINVESTAV-Mérida. Para ello, se lavaron
los trematodos con agua destilada y se fijaron con OH-96%, posteriormente se trasladaron
a glutaraldehido al 3% con tapon cacodilato 0.2M, pH 7.5 durante 24 horas a 4 °C. Las
muestras se lavaron con PBS (por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline) y se
deshidrataron con alcoholes graduales por 10 minutos (50%, 70%, 80%, 90%, 96% y 100%),
respectivamente. Después, las muestras se colocaron en capsulas porosas y se realizo el
desecado en COz a punto critico con el Secador de Punto Critico Quorum K 850, donde se
recubrieron con oro-paladio en un metalizador Quorum Q150R ES y finalmente se
observaron en un microscopio electrénico de barrido marca Philips XLE30 ESEM (FEI

Company, Hillsboro, Oregon, USA).

5.7. Extraccion de ADN y amplificacion del gen nuclear 28S y mitocondrial BarCode

Las técnicas moleculares se realizaron en el Laboratorio Multidisciplinario de la Facultad de
Ciencias (LMFC-UABC). Para cada evento de muestreo, fueron seleccionados al menos un
Unico individuo parasito recolectado desde un unico individuo pez hospedero. Ademas, en
lo posible, se seleccionaron opecoelinos (Opecoelinae) parasitando érganos diana
especificos; i.e., intestino, ciegos pildricos y estdbmago. Para el gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa C 1.p (region BarCode), los ejemplares opecoelinos usados para la extraccién de su
ADN fueron seleccionados con base en su talla (pequefia < 1000 pum; mediana > 1000 y <
2000 pm; grande > 2000 < 3200 um). Esto ultimo con el fin detectar si existe o no variacién
genética asociada con las tallas observadas en EM (para mas detalle ver Cuadro 8). Asi, a
los opecoelinos fijados en etanol absoluto (OH—-100%) se les realizo la técnica de extraccion
de ADN a través de un kit comercial DNeasy® Blood & Tissue de la marca QIAGEN, siguiendo

las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron digeridas con proteinasa K durante 3
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horas a 56 °C. Posterior a cada extracciéon de ADN, se determind la concentracion y pureza

de las muestras de ADN mediante espectrofotometria con el uso del NanoDrop®1000 (USA).

Se seleccionaron marcadores moleculares del gen 285 ADNr (=/srDNA regién D1—
D2), implementados previamente para detectar las relaciones filogenéticas dentro de la
familia Opecoelidae (Bray etal., 2016; Martin et al., 2020a, b). Los marcadores moleculares
fueron amplificados mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés Polymerase Chain Reaction), utilizando un termociclador Applied
Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler (USA). El gen nuclear 28S se amplificé con
oligonucledtidos especificos, forward LSU-5 (5 - TAG GTC GAC CCG CTG AAY TTA AGC -3)
(Littlewood, 1994) y reverse 1500R (5°- GCT ATC CTG AGG GAA ACT TCG -3’) (Tkach et al,,
2003). Para explorar la variacién genética poblacional se amplifico el gen mitocondrial
BarCode mediante los primers forward DicelF (5'- ATT AAC CCT CACTAA ATT WCN TTR GAT
CAT AAG -3") y reverse DicellR (5'- TAA TAC GAC TCA CTA TAG CWG WAC HAA ATT THC
GAT C -3") (Steenkiste et al., 2015). La concentracién de los reactivos para las reacciones de
PCR de ambos genes se realizda un volumen total de 25 pl: 7.5 pl de agua libre de nucleasas,
1 ul de cada oligonucleétido respectivo, 3 ul de ADN, 12.5 ul de solucién Green GoTaq
Master Mix (ProMega), la cual se conforma por Taq polimerasa, Buffer (pH 8.5), 3 mM de
MgCl2 y 400 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Las preparaciones finales de las
reacciones de PCR para el gen 28S fueron realizadas con las condiciones siguientes: un ciclo
de desnaturalizacion de 94 °C por 4 minutos, 35 ciclos de amplificacion (94 °C por 45
segundos, 56 °C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos), un ciclo de 72 °C por 10 minutos y
finalmente se termind con la temperaturaa 4 °C. Las reacciones de PCR para el gen BarCode
fueron las sugeridas por Martinez-Aquino et al. (2019); i.e., un ciclo de desnaturalizacion de
94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de amplificacién (94 °C por 30 segundos, 47 °C por 45
segundos y 72 °C por 1 minuto), un ciclode 72 °C por 10 minutos vy se finalizé el cicloa 4 °C.
Los productos de PCR fueron verificados con un gel de agarosa al 1%, tefiido con SYBR® Safe,
usando un buffer TAE 1X como amortiguador y una escalera de 100 pares de bases (pb)
(Biolabs: New England), a través de un equipo de electroforesis Bio-Rad® PowerPac Basic

(Los Angeles, USA), operado a 110 V por 30 minutos. Las bandas obtenidas en el gel de la
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electroforesis fueron visualizadas para su corroboracion en un fotodocumentador de luz UV
€200 Azure Biosystems® (Dublin, USA). Por ultimo, los productos de PCR amplificados

fueron enviados a Macrogen (Corea del Sur; https://dna.macrogen.com/) para la

manufacturacién y secuenciacion Sanger para cada cadena independiente y su

complementaria, respectivamente (i.e., forward y reverse).

5.8. Andlisis de reconstruccion filogenética con datos moleculares

Las secuencias forward y reverse fueron editadas y ensambladas para la obtencion de

secuencias consenso para cada trematodo para ambos genes (28S y BarCode), a través del

programa Sequencher v. 4.1.4 (Gene Codes Corp. Ann Arbor, Ml).

5.8.1. Gen nuclear 28S

Para el gen 28S se obtuvieron 8 secuencias bidireccionales que representan tres érganos de
infeccidon en dos localidades de la manera siguiente. Localidad 1 (EM), dos secuencias del
ciego pildrico (de 1,348 y 1,290 pb) y dos del intestino (de 1,343 pb), provenientes desde
tres peces C. analis recolectados en dos muestreos. Localidad 2 (PPB), una secuencia del
estdmago (de 1,285 pb), una del ciego pildrico (de 1,284 pb) y dos del intestino (de 1,296 y
1277 pb), provenientes desde 3 C. analis de un solo muestreo (Cuadro 8). Las secuencias
obtenidas fueron evaluadas y su veracidad contrastada con la base de datos del GenBank
del NCBI (por sus siglas en ingles National Center for Biotechnology Information;

https://www.nchi.nlm.nih.gov/). Para el andlisis filogenético, se construyé una base de

datos de secuencias del gen 28S de la familia Opecoelidae, realizando una busqueda
exhaustiva en GenBank y siguiendo a Bray et al. (2016) y Martin et al. (2017, 2020a, b). En
total, con base en la homologia detectada previamente por Bray et al. (2016), Fayton y
Andres (2016), Sokolov et al. (2019) y Martin et al. (2017, 2020b), se seleccionaron 69
secuencias para nuestro andlisis filogenético: 66 taxa son pertenecientes a la familia
Opecoelidae, incluyendo nueve subfamilias y 48 géneros (ver Cuadro 3). Ademas, tres
secuencias referentes a Stephanostomum pristis Deslongchamps, 1824 (Acanthocolpidae),
Zalophotrema hepaticum Stunkard y Alver, 1929 (Brachycladiidae) y Biospeedotrema

jolliveti Bray, Waeschenbach, Dyal, Littlewood y Morand, 2014 (Stenakridae) fueron usadas
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como grupos externos con base en su cercania filogenética con Opecoelidae establecida
anteriormente por Bray et al. (2016) y Martin et al. (2020b). El alineamiento de las
secuencias fue realizado con el programa MAFFT v. 7 (Katoh et al., 2019) a través del

servidor en linea (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) y tuvo una longitud de 1,305

pb. Posteriormente, se utilizd el programa Gblocks v. 0.91b (Castresana, 2000) para excluir
regiones hipervariables en el alineamiento de las secuencias del gen 28S, y tuvo una

longitud final de 1,118 pb.

Para la seleccién del modelo evolutivo que mejor se ajusté a los datos, se utilizo el
programa jModelTest v 2.1.10 (Darriba et al., 2012) mediante el Criterio de informacion
Bayesiana (BIC, por sus siglasen ingles Bayesian Information Criterion). El modelo que mejor
se ajusté a la tasa de sustitucion nucleotidica de la base de datos analizada del gen 28S fue

GTR+I+G (Tavaré, 1986).

La reconstruccién filogenética fue realizada mediante Inferencia Bayesiana (IB) y
Maxima Verisimilitud (ML, por sus siglas eningles Maximum Likelihood). La IB fue realizada
utilizando el programa MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist et al., 2012) implementada en la

plataforma de CIPRES (Miller et al., 2010) (https://www.phylo.org/). La IB se analizd

utilizando el método de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), con 4 corridas en
paralelo por 20 x 10® generaciones, con un diagndstico para cada 1,000 generaciones. La
reconstruccién filogenética con ML se realizé a través del programa IQ-TREE v. 1.6.12

(Trifinopoulos et al., 2016) mediante el servidor web (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/) con

los parametros siguientes: 10,000 réplicas de Ultrafast Bootstrap (UFBoot2) (Hoang et al.,
2018) y una prueba de SH-aLRT con 1,000 réplicas (Guindon et al., 2010). Finalmente, se
estimaron las distancias genéticas entre las especies de Opecoelidae en el programa MEGA
v. 11 (Tamura et al., 2021) usando el algoritmo de p-distances (Nei y Kumar, 2000),
mediante el método de Bootstrap, aplicando 1,000 réplicas y una tasa uniforme de

sustitucion de nucledtidos.
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Cuadro 3. Lista de taxa y secuencias utilizadas para el andlisis filogenético del gen 28S para la familia
Opecoelidae en este estudio. GenBank = Numero de acceso. Clado B, Clado C, y Grupo Inacertado |y Grupo
Inacertado I, son taxa sin clasificar siguiendo a Bray et al. (2016), Martin etal. (2017; 20204, b).

Taxon Hospedero GenBank Referencia

Helicometrinae

Helicometra antarcticae Dissostichus mawsoni 0OK644193 Sokolov et al. (2022)

Helicometra boseli Sargocentron spiniferum KU320600 Bray et al. (2016)

Helicometra fasciata Epinephelus fasciatus KU320597 Bray et al. (2016)

Helicometra manteri Prionotus alatus KJ701238 Andres et al. (2014a)

Helicometrina nimia Haemulon flavolineatum MK648305 Peréz-Ponce de Ledn y
Hernandez-Mena
(2019)

Opecoelinae

Anamalotrema koaie Sebastes viviparus KU320595 Bray et al. (2016)

Dimerosaccus oncorhynchi Oncorhynchus masou FR870262 Shedko et al. (2015)

Discoverytrema gibsoni Muraenolepis marmorata MH161430 Sokolov et al. (2019)

Opecoeloides fimbriatus 1 Micropogonias undulatus  KJ001211 Andres et al. (2014b)

Opecoeloides fimbriatus 2 Lutjanus guttatus MK648309 Peréz Ponce de Ledn y
Hernandez-Mena
(2019)

Opecoeloides sp. 2 Umbrina xanti MK648307 Peréz Ponce de Ledén y
Hernandez-Mena,
(2019)

Opecoelus sp. Nyctiphanes australis ON661329 Bennett et al. (2022)

Opegaster sp. Tomicodon sp. MK648306 Peréz Ponce de Ledn y
Hernandez-Mena
(2019)

Pseudopecoeloides tenuis Priacanthus hamrur KU320605 Bray et al. (2016)

Stenakrinae

Holsworthotrema Kyphosus cornelii MK052937 Martin et al. (2019)

enboubalichthys

Scorpidotrema longistipes Scorpis georgiana MK052936 Martin et al. (2019)

Inacertado |

Neolebouria lanceolata Polymixia lowei KJ001210 Andres et al. (2014b)

Opecoelidae gen. sp. Trizocheles spinosus ON661328 Bennett et al. (2022)

Podocotyloides brevis Conger esculentus KJ001212 Andres et al. (2014b)

Tellervotrema beringi Coryphaenoides sp. MN959859 Sokolov et al. (2020)

Podocotylinae

Bathypodocotyle margolisi Coryphaenoides KU320596 Bray et al. (2016)

mediterraneus

Buticulotrema thermichthysi ~ Thermichthys hollisi KF733984 Bray et al. (2014)

Halosaurotrema Abyssal halosau AY222207 Olson et al. (2003)

halosauropsi

Neolebouria georgiensis Trematomus pennellii MH892478 Faltynkova et al. (2017)
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Taxon Hospedero GenBank Referencia
Podocotyle atomon Littorina saxatilis MH161437 Sokolov et al. (2019)
Plagioporinae
Neoplagioporus elongatus Sarcocheilichthys KX553948 Fayton y Andres (2016)
variegatus microoculus
Nicolla skrjabini Ponticola gorlap MH161438 Sokolov et al. (2019)
Plagioporus chiliticorum Notropis chiliticus KX553943 Fayton y Andres (2016)
Plagioporus wataugaensis Hypentelium nigricans ONO059353 Truong et al. (2022)
Sphaerostoma bramae Abramis brama MH161435 Sokolov et al. (2019)
Urorchis acheilognathi Tanakia limbata KX553945 Fayton y Andres (2016)
Bathycreadinae
Bathycreadium elongatum Trachyrincus scabrus JN085948 Constenla etal. (2011)
Clado B
Allopodocotyle epinepheli Epinephelus cyanopodus KU320598 Bray et al. (2016)
Allopodocotyle palmi Epinephelus coioides 0OL439065 Theisen et al. (2022)
Allopodocotyle sp. Scolopsis bilineatus KU320599 Bray et al. (2016)
Bentholebouria blatta Pristipomoides KU320606 Bray et al. (2016)
argyrogrammicus
Cainocreadium lintoni Epinephelus morio KJ001208 Andres et al. (2014b)
Cainocreadium sp. 1 Hoploplopagrus MK648303 Peréz Ponce de Ledn y
guentherii Hernandez-Mena
(2019)
Cainocreadium sp. 2 Haemulon flavolineatum MK648304 Peréz Ponce de Ledén y
Hernandez-Mena
(2019)
Hamacreadium mutabile Lutjanus griseus KJ001209 Andres et al. (2014b)
Macvicaria macassarensis Lethrinus miniatus AY222208 Olson et al. (2003)
Pacificreadium serrani Plectropomus leopardus KU320602 Bray et al. (2016)
Pedunculacetabulum Plectorhinchus MF805700 Martin et al. (2018c)
inopinipugnus chrysotaenia
Podocotyloides australis Diagramma picta MF805696 Martin et al. (2018c)
Clado C
Choerodonicola arothokoros ~ Choerodonicola MG844418 Martin et al. (2018b)
arothokoros
Macvicaria pennelli Trematomus bernacchii MH892477 Faltynkova et al. (2017)
Opecoelidae sp. 1 Haemulon flavolineatum MK648308 Peréz Ponce de Ledn y
Hernandez-Mena
(2019)
Podocotyloides parupenei Mulloidichthys MF926409 Martin et al. (2018c)
vanicolensis
Trilobovarium parvvatis Lethrinus nebulosus KY551562 Martin et al. (2017)
Ophistolebetinae
Gaevskajatrema perezi - AF184255 Tkach et al. (2014)
Heterolebes maculosus Diodon hystrix MH933878 Martin et al. (2018d)
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Taxon Hospedero GenBank Referencia

Maculifer diodontis Diodon hystrix MH933879 Martin et al. (2018d)
Macvicaria crassigula Calamus bajonado KJ701237 Andres et al. (2014a)
Magnaosimum brooksae Tripodichthys angustifrons MG813907 Martin et al. (2018a)
Opistholebes amplicoelus Lagocephalus lunaris MH933875 Martin et al. (2018d)
Parallelolebes virilis Meuschenia hippocrepis MH933880 Martin et al. (2018d)
Peracreadium idoneum Anarhichas lupus AY222209 Olson et al. (2003)
Propycnadenoides Gymnocranius grandoculis  KU320604 Bray et al. (2016)
philippinensis

Pseudoheterolebes diodontis Diodon hystrix MH933876 Martin et al. (2018d)
Pseudopycnadena fischthali  Diplodus vulgaris MF166851 Rima et al. (2017)
Pseudoplagioporinae

Pseudoplagioporus Monotaxis heterodon MNO081752 Martin et al. (2020a)
roseovulatus

Fairfaxia cribbi Lethrinus harak MNO081755 Martin et al. (2020a)
Pseudoplagioporinae sp. Lethrinus nebulosus MNO081757 Martin et al. (2020a)
Shimazuia lethrini Lethrinus atkinsoni MNO081756 Martin et al. (2020a)
Polypipaliotrematinae

Polypipapiliotrema heniochi ~ Heniochus chrysostomus MF926406 Martin et al. (2017)
Inacertado Il

Pseudopycnadena tendu Pseudobalistes fuscus FJ788506 Bray et al. (2016)
Grupo externo

Stephanostomum pristis Phycis phycis DQ248222 Bray et al. (2005)
Zalophotrema hepaticum Zalophus californianus AY222255 Olson et al. (2003)
Biospeedotrema jolliveti Ventichthys biospeedoi KF733985 Bray et al. (2014)

5.8.2. Gen mitocondrial BarCode

Se obtuvieron 18 secuencias ensambladas del gen de BarCode a partir de 14 hospederos de
C. analis, provenientes de seis muestreos de la localidad de EM colectados de dos 6rganos
diana (i.e., 13 infectaron el intestino y cinco el ciego pilérico). Las secuencias obtenidas de
EM presentaron los tamafios siguientes: 13 secuencias asociadas al intestino presentaron
de 577 a 615 pb, mientras que las cinco secuencias asociadas al ciego pildrico presentaron
de 531 a 614 pb. Para PPB se obtuvieron nueve secuencias ensambladas desde tres 6rganos
diana (i.e., cinco provenientes del intestino, tres de ciegopiléricoy una del estdmago, todas
presentaron 583 pb) (Cuadro 8). Las secuencias fueron evaluadasy contrastadas con la base
de datos disponible para este gen en GenBank. Se detectaron tres secuencias de

Opecoelidae disponibles en GenBank e incluidasen la subfamilia Plagioporinae, mismas que
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fueron usadas como grupo externo en el analisis filogenético: dos secuencias de la especie
Plagioporus sinitsini Muller, 1934 (KM538106, FJ477213) (Steenkiste et al., 2015;
Moszczynska et al., 2009) y una de Plagioporus cf. skrjabini (MT756015) (Rothmeier et al.,
2021). Asi, se realizé un alineamiento de las secuencias de BarCode a través del programa
MAFFT, y fue verificado usando la traduccién de aminodacidos con base en el cédigo genético
de platelmintos implementada en MEGA. Para la seleccién del modelo evolutivo que mejor
se ajustd a la base de datos de BarCode, se utilizd el programa PartitionFinder,
implementando el criterio de BIC y particionando en 12, 292y 3r2 posicion nucleotidica. El
modelo que mejor se ajustd a la primera posicion nucleotidica fue HKY+G (Hasegawa et al,,
1985), para la segunda posicion fue F81 (Felsenstein, 1981) y para la tercera posicién fue
HKY (Hasegawa et al., 1985). Seguido de esto, se realizé la reconstruccion del arbol
filogenético mediante IB en MrBayes con los mismos parametros previamente
mencionados. La reconstruccion filogenética mediante ML se realizé con el programa 1Q-
TREE implementado los tres modelos de evolucion molecular para cada particién (i.e.,
particion 1 = HKY+G; particion 2 = F81; particidon 3 = HKY) y con los mismos parametros de

UFBoot2 y SH-aLRT mencionados anteriormente para los analisis de ML.

Los arboles de consenso estricto del gen 28S y BarCode de IB se basaron a partir de
30,002 arboles; mientras que los realizados con ML fueron basados a partir de 10,000
arboles de UFBoot2. Los arboles consenso fueron visualizados mediante el programa

FigTree v 1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) y editados con Adobe lllustrator

2023. ParalalB, larobustez de los nodos fue evaluada por valores de probabilidad posterior
(PP), donde la PP > 0.95 representa un soporte estadistico significativo (Ronquist et al.,
2012). Para ML, la robustez de los nodos fue evaluada con un soporte de UFBoot2 > 75%,

considerandolo como un soporte estadisticamente significativo.

5.8.2.1. BarCode: Variacion genética poblacional

Lavariaciéngenéticade O. adsphaericus a partir de las 27 secuencias del gen BarCode desde
dos localidades (EM [N = 18] y PBB [N = 9]) fue calculada con base en el nimero de
haplotipos (h), diversidad haplotipica (H) y diversidad nucleotidica (mt) (Nei, 1987), mediante
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el programa DnaSP v. 6.12.03 (Rozas et al., 2017). Para seialar el esfuerzo de muestreo a
nivel genético poblacional, se realizd una curva de acumulacién de haplotipos (Brown et al.,
2012; Coeur d’acier et al., 2014). Finalmente, se caracterizd la variacion genética a través

de una red de haplotipos utilizando el programa popART v.1.7 (Leigh y Bryant 2015).

6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion morfoldgica de Opecoelus adsphaericus en Baja California
(Figuras 3 -6)

La caracterizacion morfoldgica se realizd con base en ejemplares en fase adulta de O.
adsphaericus provenientes de la localidad de EM. Las medidas morfolégicas corresponden
a 40 individuos de la localidad de EM, provenientes de 20 hospederos examinados y ocho

muestreos (EM2-EM9); y 4 individuos de la localidad de PPB provenientes de tres

hospederos analizados y un solo muestreo (Cuadro 4 y Figura 3)

Descripcion: Cuerpo alargadoy ovalado con extremos anteriory posterior redondeados
(Figura 3A—-G). Tegumento ligeramente rugoso con papilas aleatorias en la parte anterior
del cuerpo (Figura 4A, D). Longitud del cuerpo con 1,560 (758-3,019) de largoy 261 (116—
496) de ancho. La region anterior del cuerpo (Fb), mide 240 (55-588) mientras que la region
posterior del cuerpo (Hb) es de 1,128 (459-2,287); la regién posterior del cuerpo es cuatro
veces mas largo que la regién anterior del cuerpo, la relaciéon en promedio entre las dos
regiones del cuerpo es de 1:4.69. Ventosa oral subesférica y subterminal, mas pequefia que
la ventosa ventral, con 105 (63—219) de largoy 105 (63—242) de ancho. Ventosa oral con
seis pares de papilas de manera bilateral (Figura 5A). Prefaringe corta seguida de una
faringe ovalada, con 69 (38—100) de largoy 52 (28—-86) de ancho. Ventosa ventral sésil,
protuberante y retractil, con 191 (114-288) de largoy 193 (116-426) de ancho. Ventosa
ventral armada de tres pares de papilas sésiles en la abertura, tres papilas distribuidas en el
borde anterior y tres papilas en el borde inferior de la ventosa ventral (Figura 4A, B; Figura
6A, B). Ventosa ventral casi el doble de tamafio de la ventosa oral; la relaciéon en promedio
entre las dos ventosas es de 1:1.81 x 1:1.84. Ciegos intestinales lisos, dorsales y laterales,

se unen cerca del extremo posterior del cuerpo a través de un ano comun, con 30 (13-55)
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de ancho. Poro genital siniestral, ligeramente a la izquierda, entre la faringe y la bifurcacién
de los ciegos intestinales. Vesicula excretora se extiende hasta el testiculo anterior.
Foliculos vitelinos extendidas desde el extremo posterior del cuerpo hasta el borde

posterior de la ventosa ventral e incluso prolongandose hasta la parte media anterior del

cuerpo (B).

Aparato reproductor masculino. Testiculos ovalados o semiovalados, en tdndem, con
bordes lisos, ocasionalmente mas largos que anchos (Figura 3F, G). Testiculo anterior con
141 (65—-297) de largoy 146 (92—244) de ancho. Testiculo posterior con 160 (78—312) de
largoy 152 (84—241) de ancho. La vesicula seminal es grande y desnuda, inicia desde la
parte final del cuerpo anterior y finaliza hasta la regidén posterior del cuerpo donde
comienzan los ovarios y testiculos (Figura 3G). La vesicula mide 286 (82-680) de largoy 52
(27-119) de ancho. El saco del cirro es pequefio y dificil de observar, localizado en la parte
media del cuerpo, con 144 (82—289) de largoy 32 (17-65) de ancho, y contiene el cirro, que
mide 57 (24-124) de largo.

Aparato reproductor femenino. Ovario trilobulado poco observable, pretesticular, con
75 (33-160) de largo por 109 (35-180) de ancho, receptdculo seminal ausente. Huevos
operculados de color amarillo, con 52 (41-65) de largoy 26 (20-34) de ancho. Utero poco
observable, restringido al area entre el ovarioy el poro genital. Ootipo y Canal de Lauren

muy poco observables.

Comentarios: Con base en la caracterizacién morfoldgica que obtuvimos para O.
adsphaericus desde dos localidades de Baja California, con un tamano de muestra
representativo (44 especimenes) y aunada a su homologia filogenética molecular de dos
genes, detectamos que presenta alto polimorfismo morfolégico similar al registrado para
otras especies del género Opecoleus; eg., O. variabilis (Cribb 1985). Ademas, observamos
que las especies O. caballeroi, O. cameroni y O. pacificus presentan errores en sus diagnosis
originales, asi como altas similitudes morfoldgicas respecto con O. adsphaericus, las cuales

se resumen a continuacion:
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1)

2)

3)

Tamano total del cuerpo. Las medidas de las tallasde los especimenes obtenidos en este
estudio, asi como las de descripciones originales de O. cameroni, O. pacificus y O.
caballeroi se encuentran dentro de los intervalos de la descripcidn original de O.
adsphaericus (Manter y Van Cleave, 1951).

Ventosa ventral. Para los ejemplares analizados en este estudio se obtuvo una
proporcién promedio de 1:1.81 de largoy 1:1.84 de ancho. Las medidas del largoy
ancho de la ventosa ventral de O. cameroni, O. pacificus y O. caballeroi se encuentran
dentro de los intervalos observados para O. adsphaericus desde su descripcion original
(Manter y Van Cleave, 1951) y lo obtenido en este estudio. La proporcién de la ventosa
ventral respecto a laventosa oral, registrada en lascuatro especies es: O.cameroni1:1.8
de largoy 1:2.3 de ancho; O. pacificus 1:1.7 de largoy 1:1.7 de ancho; O. caballeroi 1:1.7
de largoy 1:1.5 de ancho; O. adsphaericus 1:1.33 a 1.66 de diametro. Por tanto, existe
un traslape de medidas respecto a la proporcion de la ventosa ventral entre las cuatro
especies; i.e., 0. cameroni, O. pacificus, O. caballeroi y O. adsphaericus.

Numero de papilas sobre la ventosa ventral. Opecoleus adsphaericus presenta tres
pares de papilas sobre la ventosa ventral, tres en el margen superior y tres en el margen
inferior. Manter y Van Cleave (1951; pp. 318) mencionan que las papilas son poco
perceptibles cuando estan retraidas. Opecoleus pacificus y O. caballeroi, presentan tres
papilas sésiles sobre el borde anterior de la ventosa ventral (Caballeroy C.y Caballero
R, 1976, pp. 192; Caballero-Rodriguez, 1977, pp. 136, respectivamente). En la
descripcion original de Opecoleus cameroni se menciona que tiene “grandes papilas
sésiles” sobre el borde anterior de la ventosa ventral, dos de ellas “ligeramente
digitiformes” (Caballeroy C. y CaballeroR, 1969, pp. 962). Sin embargo, en la ilustracion
de la descripcion de O. cameroni (pp. 961) se logra diferenciar tres papilas en la parte
inferior de la ventosa ventral y una cuarta papila, probablemente “digitiforme”, sobre
el margen superior de la ventosa ventral. Desafortunadamente Caballero y C. y
CaballeroR. (1969) no mencionan de manera explicita el numero total de papilas como
parte de la diagnosis de O. cameroni, y aunado a la carencia de holotipos y paratipos, su

interpretacién a la fecha es especulativa. Por otra parte, cuando es revisado los
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paratipos de O. caballeroi (CNHE 902) y O. pacificus (CNHE 1012) se detecta que ambos
especimenes poseen tres pares de papilas sobre la ventosa ventral, i.e., tres en el
margensuperior y tres en el margeninferior, igual y como se diagnostico para Opecoleus

adsphaericus por Manter y Van Cleave (1951).

4) Testiculo posterior y anterior. En los ejemplares O. adsphaericus analizados en este

5)

6)

estudio se encontré que ocasionalmente se encuentran mds anchos que largos en tallas
pequefias, y ocasionalmente en tallas medianas, debido a la contraccidény relajacién del
espécimen al momento de ser fijado vivo, asi como al tamafio del parasito, siendo
similares a los de Opecoelus caballeroi y Opegaster cameroni. En O. adsphaericus se
observo testiculos separados con mayor frecuencia, y testiculos mds largos que anchos
en tallas medianasy grandes. Las medidas de los testiculos de O. cameroni, O. pacificus
y O. caballeroi se encuentran dentro de los intervalos de O. adsphaericus, registrados
desde su descripcion original (Manter y Van Cleave, 1951) y los obtenidos en este
estudio. La disposicidon de los testiculos anterior y posterior, respecto al cuerpo, en las
cuatro especies no presenta diferencia de acuerdo con las descripciones originales (O.
adsphaericus, O. cameroni, O. caballeroi y O. pacificus) y lo observado en este estudio.
Ovario. Opecoelus adsphaericus, O. cameroni, O. caballeroiy O. pacificus presentan un
ovario trilobulado, mas ancho que largo. Las medidas de los ovarios de O. cameroni, O.
caballeroi y O. pacificus se encuentran dentro de los intervalos de O. adsphaericus
mencionados desde su descripcién original (Manter y Van Cleave, 1951) y los obtenidos
en el presente estudio. La disposicion del ovario, respecto al cuerpo, en las cuatro
especies estd por debajo de la ventosa ventral, similar a lo diagnosticado para las
especies del género Opecoelus y Opegaster (Cribb, 2005).

Receptaculo seminal. Enla descripcién original de O. pacificus se menciona la presencia
de receptdculo seminal en forma de “coma” (,); sin embargo, dicha observaciéon debe
tomarse con precaucion ya que puede ser errénea debido a que la subfamilia
Opecoelinae carece de receptaculo seminal (a excepcion del género Genitocotyle Park,
1937 (Cribb, 2005). Al observar al paratipo de O. pacificus (CNHE 1012), se puede inferir

que el receptaculo seminal puede ser parte del conducto uterino; sin embargo, debido
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7)

a que esta observacion solo se refiere a un Unico espécimen debe tomarse con cautela.
Tanto O. cameroni, O. caballeroi y O. adsphaericus carecen de receptaculo seminal
(Caballeroy C. y Caballero R, 1969; Caballeroy C. y Caballero R, 1976; Caballero-
Rodriguez, 1977).

Tamafo de muestra escaso y carencia de ejemplares de referencia. El nimero de
especimenes con que se realizaron las descripciones de O. cameroni (N = 1) y O.
caballeroi (N = 2) es escaso, lo que puede provocar descripciones inadecuadas de la
especies e incertidumbre en cuanto a su validez taxondmica, aunado a la ausencia del
holotipo de referencia para O. cameroni. En el caso de O. pacificus, aun cuando tiene un
mejor tamafo de muestra analizado en su descripcion original (N = 10), su diagnosis
presenta errores como el mencionado anteriormente; también, el escaso numero de
ejemplares paratipos de la localidad tipo para su revision incrementa su incertidumbre
taxondmica. A la fecha, solo se conoce un paratipo (No. 1012) de la localidad tipo de O.
pacificus, y se desconoce la ubicacién de su holotipo. Por tanto, con base en las
observaciones de los especimenes de referencia revisados en este estudio para O.
caballeroi (CNHE 902) y O. pacificus (CNHE 1012), y tomando en cuenta los escasos datos
de sus medidas proporcionadas desde las descripciones originales, y la ausencia de
holotipos de O. cameroni y O. pacificus, sugerimos tomar con cautela el estatus
taxonomico de O. cameroni, O. pacificus y O. caballeroi. Es un hecho, impera la
necesidad de realizar la revisién taxondmica de O. cameroni, O. pacificus y O. caballeroi,
con base en nuevos datos morfoldgicos y moleculares desde sus localidades tipo y
especies hospederos de referencia, respectivamente, para validar o no su identidad y

estatus taxondmico.
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Cuadro 4. Medidas morfométricas en micras (um) para O. adsphaericus en el hospedero Clinocottus analis y las especies de Opecoelus registradas para el mismo
hospedero. Se menciona entre paréntesis en dos letras la abreviatura de cada atributo morfoldgico analizado y corresponde con los acronimos mencionados para
el Analisis de Componentes Principales (PCA).

Especie O. adsphaericus O. adsphaericus O. adsphaericus O. cameroni O. pacificus O. caballeroi
N =40 N=4 N=7 N=1 N=10 N=2
Hospedero C. analis C. analis C. analis C. analis C. analis C. analis
Localidad El Mosquito, Playa Piedra Blanca, La Jolla, San Laguna Beach, Isla Catalina, Isla Catalina,
Ensenada, Baja Ejido Eréndira, Baja Diego, California, California, USA. California, USA. California,
California, México. California. USA. USA.
Referencia Presente estudio Presente estudio Manter y Van Caballero C.y Caballero C.y Caballero-
Cleave, 1951 Caballero R., 1969 Caballero R,, Rodriguez,
1976 1977
Prom (Min —Max) Prom (Min —Max)
Longitud del cuerpo (Lc)
Largo 1,560 (758 —3,019) 869 (595 -1157) 1,336 —4,000 1575 1,361 -2,835 729 -1,262
Ancho 261 (116 —496) 211 (119 -282) 167 -409 472 324 -356 308 -518
Ventosa oral (Vo) (Diametro Vo)
Largo 105 (63 —229) 87 (58 —108) 84 -146 148 92-129 74 -111
Ancho 105 (63 —242) 84.59 (69 —95) 133 92 -111 81-129
“Boca”
Largo 15
Ancho 66
Ventosa ventral (Vv) (Diametro Vv)
Largo 191 (114 -288) 152 (122 —198) 112 -255 266 159-185 74 -111
Ancho 193 (116 —426) 165 (131 -180) 259 159-196 81-129
Dist. Extremo Anterior
(W)
Largo 104 -129
Faringe (Fa)
Largo 69 (38 — 100) 51 (35-71) 51-95 92 70-92 74 -92
Ancho 52 (28 —86) 34 (23 -47) 51-102 74 44 -78 55-63
Esofago
Largo 119-153 55 85 73
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Especie O. adsphaericus O. adsphaericus O. adsphaericus O. cameroni O. pacificus O. caballeroi
N =40 N=4 N=7 N=1 N=10 N=2
Ancho 37 26 15
Testiculo anterior (Ta)
9 Largo 141 (65 -297) 81 (46 —124) 92 141 -240 92 -148
10 Ancho 146 (92 —244) 134 (103 —152) 337 178 =240 137 -240
Testiculo posterior (Tp)
11 Largo 160 (78 —312) 90 (57 -120) 166 185 -259 81-129
12 Ancho 152 (84 —241) 132 (94 —180) 296 189 -222 133 -259
Ovario (Ov)
13 Llargo 75 (33 - 160) 50 (29 - 70) 100 63 -129 55—74
14 Ancho 109 (35 -180) 103 (75 -151) 196 133 -189 78 -148
Huevos (Hu)
15 Largo 52 (41 -65) 59 (58 -62) 49 -59 55 52 -55 52
16 Ancho 26 (20 —34) 29 (26 -31) 25-39 37 26-33 33-37
Ciego intestinal (Ci)
17 Ancho 30 (13 -55) 19 (12 -25) 37
Bifurcacion Int. Borde
Anterior
Largo 281 121-221
Poro Rep. Borde
Anterior
Largo 222 166 — 259 111-192
Cuerpo anterior (Fb)
18 Largo 240 (55 —588) 159 (137 —188)
Cuerpo posterior (Hb)
19 largo 1,128 (459 —2,287) 558 (274 —821)
Saco del cirro (Sc)
20 largo 144 (82 —289) 84 (75 -94) 85
21 Ancho 32 (17 —65) 18 (15 -20) 40
Cirro (Cr)
22 largo 57 (24 - 124) 32

Vesicula Seminal (Vs)
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Especie O. adsphaericus O. adsphaericus O. adsphaericus O. cameroni O. pacificus O. caballeroi
N =40 N=4 N=7 N=1 N=10 N=2
23 largo 286 (82 —680) 189 (138 —235) 280-370
24 Ancho 52 (27 -119) 41 (31-52) 50-70
Vesicula Seminal
Anterior
Largo 74
Ancho 37-44
Vesicula Seminal
Posterior
Largo 229 -329
Ancho 55-121
Receptaculo Seminal
Largo 148 —185
Ancho 30-37
Foliculos vitelinos
Largo 18 -52
Ancho 18 -52
Ano comun
Ausencia/Presencia Presente Presente Presente Presente Presente Presente
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Fb

Lc

Hb

Figura 3. Opecoelus adsphaericus de C. analis desde El Mosquito (EM), Ensenada, Baja California, México. A =
Talla pequefia < 1000 um; B — E = Talla mediana > 1000 < 2000 pm; F — G = Talla grande > 2000 < 3200 pm.
Cada individuo ilustrado de O. adsphaericus proviene de distintos eventos de muestreo de EM (EM#) vy
diferentes sitios de infeccién (ie., Cp = Ciego pildrico; Int = Intestino). A = EM7—Cp, B = EM7—Cp; C =EM7—Cp;
D = EM4-Int; E = EM5-Int; F = EM8—Cp; G = EM8—Cp. La enumeracion de cada EM# corresponde con lo
mencionado en el Cuadro 5. La abreviatura de cada cardcter morfoldgico sefialado en la figura se menciona
en el Cuadro 4. Barra de escala = 100 um.
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Figura 4. Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido del cuerpo completo de ejemplares adultos de
Opecoelus adsphaericus. A = EM8 — Cp — Talla Pequefia, B = EM7 — Cp — Talla Pequefia, C= EM8 — Cp — Talla
Mediana, D = EMS8 —Cp — Talla Pequefia, E= EM7 — Cp — Talla Pequefia, F = EMS8 —Int — Talla Pequefia, G = PPB
— Int — Talla Pequefia. La enumeracion de cada EM# corresponde con lo mencionado en el Cuadro 5. Cp =
Ciegos pildricos. Int = Intestino. PPB = Playa Piedra Blanca. Barra de escala = 100 um.
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Figura 5. Imagenes de microscopia de barrido de ejemplares adultos de Opecoelus adsphaericus. A = EM8 —
Int, B=EMS8 — Cp, C = EM8 — Cp. La enumeracidon de cada EM# corresponde con la mencionada en el Cuadro
5. Cp = Ciegos pildricos. Int = Intestino. Se presentan pequefias papilas aleatorias alrededor de la ventosa oral:
A mostrado 14 [flechas blancas]; B mostrando 11 [flechas blancas) y C mostrando 12 grupos papilares [flechas
blancas]. Barra de escala: 10 um.
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Figura 6. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de ejemplares adultos de Opecoelus adsphaericus.
La enumeracion de cada EM# corresponde con la mencionada en el Cuadro 5. Cp = Ciegos pildricos. Int =
Intestino. PPB = Playa Piedra Blanca. A =EM8 — Cp, B=EM7 —Cp, C=EM8 — Cp, D = EM8 —Cp, E =EM7 - Cp,
F=PPB —Int. A— F muestran variacion y disposicion de las papilas sésiles sobre la ventosa ventral. A) Espécimen
con ventosa ventral con tres pares de papilas sésiles [flechas blancas]; B) Espécimen con ventosa ventral con
tres pares de papilas sésiles, tres en la parte anterior y tres en la parte posterior [flechas blancas]; C) Espécimen
con ventosa ventral y papilas sésiles invaginadas [flechas blancas]; D) Espécimen con ventosa ventral
protuberante con papilas sésiles [flechas blancas]; E, F) Dos especimenes con ventosa ventral con tres pares
de papilas sésiles entrecruzados, respectivamente [flechas blancas]. Barra de escala = 100 um.
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6.2. Parametro de infeccion

Entotal, a lolargo de un afio se recolectaron 93 ejemplares de C. analis: 77 para la localidad
de EM y 16 para PPB. Las medidas de las tallas en longitud total (Lt) y patrén (Lp) de los
peces de EM fueron como sigue: Lt = 8.56 + 2.64 cm (3.7 — 16.6 cm), Lp = 6.99 + 2.17 cm
(3.4-13.5cm)y Alt =1.66 + 0.67 cm (0.8 —4 cm). Las medidas de los peces de PPB fueron:
Lt=5.81+135cm (45-9cm),Lp=4.71+1.21cm (3.6 -7.5cm) yAlt =1.10 £+ 0.23 cm
(0.8 — 1.6 cm) (Figura 7). En EM el 98% de los peces (76 de 77) estuvieron infectados por
1036 parasitos de O. adsphaericus, con una intensidad promedio (IP) de 13.63. En PPB el
63% de los peces (10 de 16) estuvieron infectados por O. adsphaericus con 38 individuos
parasitos, con una intensidad promedio de 3.80. En junio de 2022 se registrd la mayor
abundancia de O. adsphaericus (227 individuos pardsitos); mientras que en agosto de 2021
se registrd la menor abundancia (31 individuos parasitos) asi como el menor nimero de

hospederos colectados de C. analis (3 individuos peces) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Parametros de infeccion de O. adsphaericus en C. analis en El Mosquito (EM) y Playa Piedra Blanca
(PPB). EvM# = Nimero de evento de muestreo desde EM y PPB; #p = Numero de parasitos, He = Hospederos
examinados, Hp = Hospederos parasitados, P (%) = Prevalencia en porcentaje, IP = Intensidad Promedio, AP =
Abundancia Promedio, IAM = Individuos para Analisis Morfométricos. Tallas: Pe = Pequefia (< 1000 um), M =
Mediana (> 1000 <2000 um), G = Grande (2000 —3200 pum).

EvIVi# Mes-Afio He Hp #p P(%) | IP AP IAM
Pe M G
EM1 Ago—2021 3 3 31 100 10.33 10.33
EM2 Sep—-2021 10 9 43 90 4.78 4.30 4
EM3 Oct-2021 10 10 81 100 8.10 8.10 1 2 1
EM4 Ene-2022 10 10 203 100 2030 20.30 7
EM5 Feb—2022 9 9 82 100 9.11 9.11 1 3
EM6 Mar-2022 10 10 131 100 13.10 1310 1 3
EM7 May-2022 10 10 145 100 14.50 1450 3 2
EM8 Jun-2022 10 10 227 100 22.70 22.70 8
EM9 Sep-2022 5 5 93 100 18.60  18.60 4
Total (EM) 77 76 1036 98 13.63 1345 10 21 9
TOTAL 40
PPB1 Ago-2021 16 10 38 63 3.80 2.38 2 2
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Figura 7. Grafica de barras mostrando las tallas en centimetros (cm) para Clinocottus analis en la localidad de
El Mosquito (EM; n = 77)y Playa Piedra Blanca (PPB; n = 16). La barra vertical en negro indica la desviacidon
estdndar de cada atributo morfolégico medido. Lt = Longitud total; Lp = Longitud patrén; Alt = Altura.

6.3. Analisis de componentes principales

De las 24 variables morfométricas (i.e., atributos morfoldgicos) analizadas, ocho fueron
seleccionadas debido a que presentaron bajo valor de correlacion (< 65) de acuerdo con los
resultados del analisis de correlacion de Pearson. Las ocho variables morfométricas
consideradas en el PCA y su valor de contribucion a los dos primeros componentes
principales derivados fueron los siguientes: Vv —Largo (0.55; 0.34), Vv — Ancho (0.68; -0.68),
Fa —Largo (0.20; 0.03), Ov—Largo (0.23; 0.40), Ov— Ancho (0.33; 0.48), Hu — Largo (-0.01; -
0.01), Hu — Ancho (-0.002; 0.0008) y Cr (0.08; 0.04). Las variables de largoy ancho de la Vv
y ancho del Ov fueron las que presentaron mayor importancia en el PC 1 desde la grafica de
cargas de componentes principales y grafica de PCA (Figura 8); mientras que el largo vy el
ancho del Ov y el largo de Vv fueron las que presentaron mayor importancia en el PC 2

(Anexo 2 y Anexo 3).
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Con base en la correlacion de las ocho variables morfométricas (ver detalle mas
adelante), se obtuvo un grafico para tres grupos artificiales de tallas (Figura 8). Asi, se
obtuvo que los tres grupos analizados desde las dos localidades de Baja California
representan el polimorfismo de O. adsphaericus. Para el gréfico de los tres grupos
artificiales, los primeros dos componentes principales (i.e., PC1y PC 2) del PCA explicaron
el 80.71% de la variacion total del conjunto de datos; el PC 1 explicé el 60.525% de la

variacién, mientras que el PC 2 explica el 20.19% (Anexo 1).

e Grupo grande > 2000 < 3200 um 100+
X Grupo mediano > 1000 <2000 um
¢ Grupo pequeiio < 1000 um

-200 -150 200

PC 2: 20.19%

-200-

PC 1: 60.525%

Figura 8. Andlisis de Componentes Principales (PCA) realizado con ocho variables morfométricas de 44
especimenes de O. adsphaericus distribuidos en tres grupos (i.e., grupo grande, mediano y pequefio) para la
localidad de El Mosquito (EM); adicionalmente se incluyeron los individuos de Playa Piedra Blanca (PPB) que
incluyo especimenes con talla pequefia y mediana. PC1 y PC2 explican el 80.46% de la varianza. Los acrénimos
y simbolos de los grupos se muestran sobre la figura. Las lineas en verde se refieren a la importancia de las
variables analizadas como se menciond en el Anexo 2. Las medidas fueron tomadas desde especimenes
recolectados en ocho eventos de muestreo en EM y uno en PPB como se menciond en el Cuadro 4.
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6.4. Andlisis de crecimiento alométrico para la localidad de El Mosquito

La comparaciéon de las medidas de 40 especimenes adultos de O. adsphaericus de la

localidad de EM reflejé un crecimiento alométrico positivo para la longitud de la regién

anterior (Fb) (b = 1.0495, p<0.001) (Figura 9), y para la longitud de la region posterior (Hb)

(b = 1.1079, p<0.001) (Figura 10), asi las variables anteriores presentan una tasa de

crecimiento mayor respecto a la longitud del cuerpo (Cuadro 6). El largo del testiculo

anterior (Ta)y posterior (Tp) mostraron alometria negativa (b = 0.8783, p<0.001; b =0.8226,

p<0.001, respectivamente) (Figura 11y Figura 12). Adem3s, se detectd una alta correlacion

entre el largo del cuerpo respecto al Fb (r = 0.9004, p<0.001) y Hb (r = 0.9922, p<0.001)

(Cuadro 6). Los valores logaritmicos de las mismas variables analizadas en términos de

crecimiento alométrico se muestran en el cuadro del Anexo 4 (ie., Fb, Hb, largode Tay Tp).

600

o
O Talla grande > 2000 < 3200 pm
505 | ¢ Talla mediana > 1000 <2000 pm
X Talla pequefia < 1000 pm =
450
o
375 0
S 300
225
150 - XX
0%
X
75 - M
X
0 I I I I [ I I
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

1.0495
y =0.10656X r=10.9004, p < 0.001

Fb

Figura 9. Regresion bivariada de Opecoelus adsphaericus en el Mosquito (EM), Baja California. Eje X = Longitud
del cuerpo (Lc); Eje Y =largo del Cuerpo anterior (Fb). Los simbolos ylas medidas de las tallas se refieren sobre
esta misma figura. Los valores de la ecuacién se mencionan en el Cuadro 6.
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1.1079
y — 0.32409X ¥ 0.9922, p < 0.001
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Figura 10. Regresion bivariada de Opecoelus adsphaericus en el Mosquito (EM), Baja California. Eje X =
Longitud del cuerpo (Lc); Eje Y =largo del Cuerpo posterior (Hb). Los simbolos y las medidas de las tallas se
refieren sobre esta misma figura. Los valores de la ecuacion se mencionan en el Cuadro 6.
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0.8783
y - 0.22437X - 0.8843, p < 0.001
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Figura 11. Regresion bivariada de Opecoelus adsphaericus en el Mosquito (EM), Baja California. Eje X =
Longitud del cuerpo (Lc); eje Y =largo del Testiculo anterior (Ta). Los simbolos y las medidas de las tallas se
refieren sobre esta misma figura. Los valores de la ecuacion se mencionan en el Cuadro 6.
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0.8226
y - 0.38481X ¥ 0.9043, p < 0.001
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Figura 12. Regresion bivariada de Opecoelus adsphaericus en el Mosquito (EM), Baja California. Eje X =
Longitud del cuerpo (Lc); eje Y = largo del Testiculo posterior (Tp). Los simbolos y las medidas de las tallas se
refieren sobre esta misma figura. Los valores de la ecuacion se mencionan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Valores de crecimiento alométrico de Opecoelus adsphaericus en el Mosquito (EM), Baja California.
Valores de la constante (a), exponente alométrico (b) con error estandar (%ES), coeficiente de correlacion (r),
t de student (t) para r, y probabilidad (p) de t. Fb = Cuerpo anterior; Hb = Cuerpo posterior; Ta = Testiculo
anterior y Tp = Testiculo posterior.

Variable o b+ ES r t p
Fb 0.10656 1.0495 +0.0876 0.9004 11.622 <.001
Hb 0.32409 1.1079 £0.0243 0.9922 44.133 <.001

Ta - Largo 0.22437 0.8783 £0.0808 0.8843 14.423 <.001

Tp - Largo 0.38481 0.8226 £0.0668 0.9043 15.478 <.001
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6.5. Reconstruccion filogenética con el gen 28S

Los arboles filogenéticos obtenidos por IB y ML fueron congruentes en su mayoria y solo
mostraron diferencias de soporte estadistico en algunos de sus nodos (Figura 13; Anexo 5).
Ambos analisis filogenéticos detectaron como grupo monofilético y con soporte estadistico
(PP =2 0.95 y UFBoot2 > 75) a la subfamilia Opecoelinae conformada por 10 taxa:
Anamalotrema koiae Gibson y Bray 1984, dos secuencias de O. fimbriatus Linton, 1934,
Opecoeloides sp., Pseudopecoeloides tenuis Yamaguti, 1940, Opegaster sp., O. adsphaericus
Manter y Van Cleave, 1951, Opecoelus sp., Discoverytrema gibsoni Zdzitowiecki, 1990 y
Dimerosaccus oncorhynchi Shimazu, 1980 (Figura 13). Los nodos de soporte de A. koiae, D.
gibsoni y el nodo que une a los clados (P. tenuis (O. fumbricatus 1 (O. fumbricatus 2 +
Opecoeloides sp.))) + (Opecoelus sp. (Opegaster sp. + O. adspahericus)) presentaron soporte
estadistico Unicamente con UFBoot2. Las secuencias generadas para O. adsphaericus
formaron un grupo monofilético con buen soporte con UFBoot2. Opegaster sp. es el grupo
hermano del clado de O. adsphaericus; mientras que Opecoelus sp. es el grupo hermano del
clado (O. adsphaericus + Opegaster sp.), ambas relaciones presentaron buen soporte

estadistico (PP 2 0.95 y UFBoot2 > 75).

La distancia genética calculada para los taxa Opecoelinae con el gen 28S mostré que
O. adsphaericus a nivel intraespecifico presentd distancia genética nula; mientras que O.
adsphaericus presento un valor de 0.76% con Opegaster sp., seguida de Opecoelus sp.
(3.33%), Anamalotrema koiae (6.59%), O. fimbriatus (KJ001211) (7.19%), O. fimbriatus
(MK648309) (8.74%), Opecoeloides sp. (8.87%), P. tenuis (7.87), D. gibsoni (7.09%) y D.
oncorhynchi (8.21%) (Cuadro 7).
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Figura 13. Arbol de consenso estricto obtenido por Inferencia Bayesiana a partir de secuencias parciales del
gen 28S para taxones de la familia Opecoelidae. Los acrédnimos de las nuevas secuencias de Opecoelus
adsphaericus (en negritas) corresponden alos mencionados en el Cuadro 8. Los circulos negros y blancos sobre
los nodos de las ramas indican la probabilidad posterior (PP > 0.95) y los valores del ultrafast bootstrap
(UFBoot2 2= 75), respectivamente. La barra en la parte inferior izquierda del arbol representa la distancia de
sustitucion nucleotidica.
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Cuadro 7. Matriz de distancias genéticas calculada por el método de p-distances (valores en porcentajes) con
secuencias del gen 28S para taxa relacionados de Opecoelinae a partir de analisis de reconstruccion
filogenética de Inferencia Bayesiana y de Maxima Verosimilitud.

Taxas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1. Opecoelus adsphaericus
2. Opegaster sp. 0.76
3. Opecoelus sp. 335 335
4. Anamalotrema koiae 6.59 6.59 933
5. Opecoeloides fimbriatus 1 719 736 9.19 566
6. Opecoeloides fimbriatus 2 8.74 865 1042 656 2.88
7. Opecoeloides sp. 887 8.78 1042 6.83 3.05 0.09
8. Pseudopecoeloides tenuis 787 830 1082 787 6.18 7.21 749
9. Discoverytrema gibsoni 709 735 1039 531 693 8.00 830 7.70

10. Dimerosaccus oncorhynchi 8.21 821 1056 693 846 935 941 932 6.84

6.6. Variacion genética poblacional usando el BarCode

Los arboles filogenéticos obtenidos por IB y ML para el gen COI (BarCode) fueron idénticos
en topologia, solo mostraron diferencias de soporte estadistico en algunos de sus nodos
(Figura 14; Anexo 6). Las 27 secuencias obtenidas de O. adsphaericus provenientes de tres
sitios de infeccidn, tres tallas, dos localidades y siete muestreos distintos a lo largo de un
afio (ver Cuadro 8), en ambos andlisis filogenéticos formaron un grupo monofilético con
buen soporte estadistico (PP > 0.95 y UFBoot2 > 75) (Figura 14). De manera particular,
dentro del clado de O. adsphaericus se formd un subclado que incluye tres de las ocho
secuencias provenientes de Playa Piedra Blanca (PPB) (de tres sitios de infeccion distintos y
que representan dos tallas (pequeia y mediana) y provenientes de un solo muestreo), con
buen soporte estadistico (PP > 0.95 y UFBoot2 > 75); otro subclado incluye a 15 secuencias
de El Mosquito (EM) de distintos muestreos/tallas/sitios de infeccion, pero nicamente con

soporte estadistico para ML (UFBoot2 > 75).

Con base en la curva de acumulacion de haplotipos se detecta que aun no se ha
alcanzado la asintota de haplotipos en las dos localidades analizadas (Figura 15). La red de
haplotipos tiene un patrén en forma de red de estrella (Figura 16). Para las 27 secuencias

de O. adsphaericus se encontraron 11 haplotipos, 7 para EM y 4 para PPB. Se obtuvo una
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diversidad haplotipica (Hd) de 0.7920 y una diversidad nucleotidica () de 0.0072. La
distribuciéon de haplotipos en el espacio geografico muestra que no hay haplotipos
compartidos entre las dos localidades muestreadas (Figura 17). Los 11 haplotipos estan
repartidos entre los 27 individuos/secuencias analizadas de O. adsphaericus de la manera
siguiente (Hap # — # ind): hap 1 — tres individuos, hap 2 — tres individuos, hap 3 — un
individuo, hap 4 — un individuo, hap 5 — un individuo, hap 6 — dos individuos, hap 7 — un
individuo, hap 8 —12 individuos, hap 9 — un individuo, hap 10 — un individuo y hap 11 — un
individuo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Secuencias obtenidas de Opecoelus adsphaericus para los genes 28Sy BarCode en Clinocotus analis
desde distintos sitios de infeccion, localidades y eventos de muestreo. #e = Numero de especimen
secuenciado; #h = Numero de hospedero examinado; Si= Sitio de infeccion; CP = Ciego Pildrico; INT = Intestino;
EST = Estdmago; #EM = Numero de evento de muestreo; EM = El Mosquito; PPB = Playa Piedra Blanca;
GenBank# =Numero de acceso de GenBank para las secuencias generadas en este estudio; #ha = Numero de
haplotipo para secuencias del gen BarCode. Pg (a) = Paragonoforo tipo microfotografia de parasito
secuenciado, Pg (b) = Paragonoforo tipo microfotografia de SEM, Pg (c) = Paragonoforo tipo preparacion
permanente de pardsito del mismo hospedero, d = ilustracién de parasito del mismo hospedero (siguiendo la
terminologia de Pleijel et al., 2008). Tallas observadas para O. adsphaericus: Pe = Pequefia (< 1000 um); M =
Mediana (> 1000 <2000 um); G = Grande (> 2000 <3200 pum).

e #h Si HEM GenBank# #ha Talla Pg
28S BarCode (a, b, c,

d)

1 10 cp EM3 1H10_EM3

2 10 INT EM3 2H10_EM3 c

3 2 INT EM3 3H2_EM3 c

4 2 INT EM4 4H2 _EMA4 4 Pe

5 3 cp EM6 5H3_EM6 9 M

6 3 INT EM3 6H3_EM3 8 Pe

7 2 INT EM3 7H2_EM3 10 Pe

8 3 INT EM1 8H3_EM1 8 Pe

9 5 CP EM5 9H5_EM5 9H5_EM5 8 M c, d

10 6 INT EM6 10H6_EM6 8 Pe

11 2 INT EM1 11H2_EM1 8 Pe

12 3 CpP EM5 12H3_EMS5 8 M

13 1 CP EM6 13H1_EM6 3 M

14 1 INT EM9 14H1_EM9 8 Pe a

15 1 INT EM9 15H1_EM9 8 G a

16 2 INT EM9 16H2_EM9 8 G ,

17 3 INT EM9 17H3_EM9 11 Pe a,

18 3 INT EM9 18H3_EM9 8 M a,

19 3 INT EM9 19H3_EM9 5 G a,

20 4 INT EM9 20H4_EM9 8 M

21 4 CpP EM9 21H4_EM9S 8 G a

22 4 EST PPB1 22H4 _PPB 22H4 _PPB1 1 M C
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e #h Si HEM GenBank# #ha Talla Pg
28S BarCode (a, b, c,

d)

23 2 cp PPB1 23H2_PPB 23H2_PPB1 1 M

24 4 INT PPB1 24H4 _PPB 24H4 _PPB1 2 M c

25 5 CP PPB1 25H5_PPB1 2 M

26 3 CpP PPB1 26H3_PPB1 6 M

27 8 INT PPB1 27H8_PPB1 6 Pe C

28 7 INT PPB1 28H7_PPB1 1 Pe

29 10 INT PPB1 29H10_PPB1 2 Pe b

30 11 INT PPB1 30H11_PPB 30H11_PPB1 7 Pe
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Figura 14. Arbol de consenso estricto obtenido por Inferencia Bayesiana a partir de secuencias del gen BarCode
para Opecoelus adsphaericus. Los acronimos de las nuevas secuencias de O. adsphaericus (en negritas)
corresponden a los mencionados en el Cuadro 4. Los circulos negros y blancos sobre los nodos de las ramas
indican la probabilidad posterior (PP > 0.95) y los valores de ultrafast bootstrap (UFBoot2 > 75),
respectivamente. EM# = Secuencias obtenidas a partir de individuos de la localidad de El Mosquito desde
distintos eventos de muestreo; PPB = secuencias obtenidas a partir de individuos de Playa Piedra Blanca (para
mas detalle ver Cuadro 8).La barra en la parte inferior izquierda del arbol representa la distancia de sustitucion
nucleotidica.
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Figura 15. Curva de acumulacidn de haplotipos de Opecoelus adsphaericus observados desde El Mosquito y
Playa Piedra Blanca, Baja California, México.
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Figura 16. Red de haplotipos de O. adsphaericus observados desde El Mosquito y Playa Piedra Blanca, Baja
California, México. Los circulos enumerados representan los haplotipos individuales, el tamafio de los circulos
es proporcional al nimero de individuos que representa cada haplotipo (para mas detalle ver Cuadro 8). El
numero de mutaciones entre cada haplotipo se muestran como lineas cortas que conectan lalinea entre cada
haplotipo. Los colores de los circulos representan las diferentes localidades como se observa en la simbologia.
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Figura 17. Mapa de la distribucidn geografica de los haplotipos encontrados en Opecoleus adsphaericus en el
gen BarCode en El Mosquito (EM) y Playa Piedra Blanca (PPB), Baja California, México. Cada haplotipo se
representa por un color en los graficos de pastel circulares. El tamafio de los circulos de los graficos de pastel
es proporcional al numero de individuos que comparten el haplotipo y se encuentra en cada localidad.
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7. DISCUSION

7.1. Variacion morfoldégica intraespecifica: repercusiones taxondmicas y
recomendaciones

Las medidas morfolégicas mencionadas en la descripcion original de tres especies
cogenéricas de Opecoelus registradas como parasitas de C. analis (i.e., O. caballeroi, O.
cameroni y O. pacificus) desde la provincia biogeografica Californiana (Caballero C. y
Caballero R., 1969, 1976; Caballero R. 1977), presentaron una superposicion con las
analizadas en este estudio y comparadas con las de la descripcidn original de O.
adsphaericus (Manter y Van Cleave, 1951). Sumado a la superposicion de medidas, notamos
algunas ambigiliedades en las descripciones originales de O. caballeroi, O. cameroniy O.

pacificus que necesitan ser consideradas en términos taxondmicos como se muestra a

continuacion.

1) Caballero C. y Caballero R. (1969) en su descripcion original de O. cameroni no
compararon sus medidas con respecto a lasde O. adsphaericus (Manter y Van Cleave, 1951)
debido a que O. cameroni originalmente fue descrita como una especie adscrita al género
Opegaster. Caballero C.y CaballeroR. (1969; pp. 963) solo compararon sus medidas de O.
cameroni con Opecoelus minimus Tabungui, 1928, Opegaster pristipomatis Yamaguti, 1934
y Opegaster syngnathi Yamaguti, 1934. Posteriormente, Aken'Ova (2007) transfirid a ex
Opegaster cameroni, junto con otras nueve especies mas del género Opegaster, al género
Opecoelus. Latransferencia de género de las 10 especies fue sugerida con base en que todas
compartian “foliculos vitelinos que se extienden anteriormente hasta el margen anterior de
la ventosa ventral, una vesicula seminal que se extiende hacia laregion posterior del cuerpo,
testiculos enteros a irregulares y un ovario entero”. Aken"Ova (2007) no menciona que haya
revisado las medidas de los caracteres morfoldgicos de la descripcion original de Opecoelus

cameroni. A la fecha, a nuestro conocimiento, no existe un estudio que revise y/o compare

la identidad taxondmica de Opecoelus cameroni.

2) Caballero C. y Caballero R. (1976; pp. 193) mencionaron que diferenciaron a O.
pacificus de “las otras 32 especies conocidas en su momento por la longitud y forma de la

vesicula seminal y de la bolsa del cirro; por la forma ovoidea de los érganos reproductores

61



masculinos y por la posicion dorsal subterminal del ano y la distribucion de las vitelogenas” .
Caballero C.y CaballeroR. (1976) no hacen una comparacion explicita entre las medidas de
O. pacificus contra las de O. adsphaericus. De hecho, CaballeroC.y CaballeroR. (1976) no

mencionan cudles son las otras “32 especies del género” con las que difieren de Opecoelus

pacificus.

3) Caballero-Rodriguez (1977) diferencid O. caballeroi de O. adsphaericus por “la forma
alargada del cuerpo, la situacion del poro reproductor, la posicion de los testiculos y por la
distribucion de las vitelégenas”. Sin embargo, Caballero-Rodriguez (1977) no hace una
comparacion entre las medidas morfolégicas observadas entre O. caballeroi y O.

adsphaericus.

De manera general, podemos notar que O. pacificus y O. caballeroi fueron
diferenciados de O. adsphaericus por cualidades sutiles expresadas en los tamaiios del
cuerpo y organos (i.e., testiculos, ovario, poro reproductor y foliculos vitelinos). En este
estudio se ha detectado que O. adsphaericus presenta polimorfismo intraespecifico capaz
de incluir las medidas de O. pacificus y O. caballeroi. Por otra parte, previo al presente
estudio, las medidas de O. cameroni nunca habian sido contrastadas de manera critico-
taxonémica con O. adsphaericus. En este estudio detectamos que existe alta similitud
morfoldgica del testiculo anterior y posterior, y longitud del cuerpo y la ventosa ventral de
O. cameroni con O. adsphaericus. Tomando en cuenta la superposicion de las medidas
morfolégicas de O. caballeroi, O. cameroni y O. pacificus, asi como su inadecuada
descripcion taxondmica, consideramos muy probable que estas especies puedan ser
sinonimas de Opecoelus adsphaericus. Adicionalmente, desde las descripciones originales
de hace mds de 50 afios de O. caballeroi, O. cameroniy O. pacificus, no han sido registradas
en C. analis (ni G. nigricans en el caso de O. cameroni) u otra especie de hospedero en la
region Californiana, USA. Multiples estudios en la region californiana han registrado como
la especie mas prevalente del género Opecoleusa O. adsphaericus en C. analisy G. nigricans
(Wells, 1986; Arai, 1962; Gardufio-Martinez, 2023). Por tanto, la carencia de registros de O.

caballeroi, O. cameroni y O. pacificus suma a su cuestionamiento taxonémico.
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Una de las principales debilidades de las descripciones originales de O. caballeroi, O.
cameroniy O. adsphaericus fue la de trabajar con especimenes que probablemente fueron
fijados cuando ya estaban muertos, o que fueron montados con técnicas poco eficientes de
la época. En nuestro estudio, para caracterizar la variacién morfoldgica de O. adsphaericus
fue crucial la observacidn de los especimenes in vivo para adquirir conocimiento sobre la
forma tridimensional de su cuerpo y su comportamiento. Con ello, logramos captar como
es la relajaciony contraccion del cuerpo, asi como el movimiento de estructuras de la

ventosa ventral (ver y dar click en Video 1 y Video 2). Posteriormente, al comparar nuestras

observaciones de los especimenes en vivo contra las preparaciones permanentes (en vista
bidimensional) logramos discernir la variacién de la forma natural de los caracteres
morfoldgicos causada por artefactos debido a los procesos de fijacidn y/o de montaje. Por
ejemplo, debido a que O. adsphericus presenta una amplia variacion en el tamafio del
cuerpo, es importante fijar los especimenes desde muestras frescas de manera casi
inmediata para evitar contracciones que pudieran representar tamafios de cuerpo erréneos
resultantes de un mal proceso de fijacidn, o bien de la fijacidn y andlisis de especimenes ya
muertos (Figura 3). También, es importante tomar en cuenta la tridimensionalidad y
capacidad de movimiento e invaginacién de la ventosa ventral que, junto con sus tres pares
de papilas sésiles, en las preparaciones permanentes pueden pasar desapercibidas (Figura
6 A, By C). La ventosa ventral con papilas sésiles invaginadas también fue observada por
Cribb (1985) en O. variabilis, por lo que esta recomendacién deber ser tomada en cuenta al

momento de caracterizar especies de Opecoelidae.

7.2. Variacidon morfoldgica intraespecifica de Opecoelus adsphaericus en Baja
California

Con base enlos resultados obtenidos por el PCA se demostré que O. adsphaericus presenta
amplio polimorfismo a nivel intraespecifico. Ademas, las ocho variables morfométricas
analizadas en el PCA con bajo valor de correlacion (< 65) de los tres grupos analizados, no
identificé una separacion entre los grupos y las tres tallas (pequefia, mediana y grande)
analizadas para O. adsphaericus, en dos localidades de Baja California. Un caso de

polimorfismo similar al de O. adsphaericus fue registrado para su especie cogenérica O.
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variabilis Cribb, 1985, en donde la variacion morfoldgica se expresd en la extension y
tamafio de los foliculos vitelinos, extensién de la vesicula seminal, la proyeccién de la
ventosa ventral y el tamafo del ovario. Aunado a lo anterior, se observd que en individuos
mas grandes, la ventosa ventral es mdas prominente y la region posterior del cuerpo ocupa
una mayor proporcién de la longitud del cuerpo (Cribb, 1985). Opecoelus variabilis es una
especie generalista que parasita a nueve familias de peces dulceacuicolas, i.e., Teraponidae
Richardson, 1842, Plotosidae Bleeker, 1858, Anguillidae Refinesque, 1810, Retropinnidae
Gill, 1862, Eleotridae Bonaparte, 1835, Ambassidae Klunzinger, 1870, Cyprinidae
Rafinesque, 1815, Melanotaeniidae T.N. Gill, 1894, Poeciliidae Bonaparte, 1831,
Atherinopsidae Risso, 1827 de la localidad de Rio Burdekin y cuatro localidades dentro del
sistema del Rio Brisbane del continente Australiano. Asi, la variacién morfoldgica de O.
variabilis fue observada respecto los tamafios de sus especimenes (732 um min— 1,461 um
max) a partir de 28 individuos analizados. En el caso de O. adsphaericus, también su

variacion morfolégica se observa en distintos tamafios, aqui categorizados como tres

intervalos de tallas: pequefia, mediana y grande.

Pinto et al. (2017) detectaron polimorfismo intraespecifico expresado en intervalos
de tallas en trematodos de la especie Platynosomum illicens Braun, 1901, pardsito de
primates no humanos en Brasil. Mediante un anadlisis morfologico de PCA evaluaron el
polimorfismo de tres especies (grupos) cogenéricas;i.e., P. illicens, P. amazonensis Kingston
and Cosgrove, 1967 y P. marmoseti Kingston y Cosgrove, 1967. En general, P. amazonensis
y P. marmoseti se diferenciaban por presentar tallas medianas y pequeiias,
respectivamente, en contraste con P. illicens. Pinto et al. (2017) detectaron que P. illicens
presentaba intervalos de tallas (pequefios, medianosy grandes)y al no encontrar caracteres
morfolégicos que delimitaran dichas especies cogenéricas, sugirieron sinonimizar a P.
amazonensis y P. marmoseti con P. illicens. Debido a lo anterior Pinto y colaboradores
(2017) propusieron que la presencia de parasitos de tallas pequefias puede deberse a una
infeccidn reciente y transmisidn activa hacia el hospedero; mientras que la presencia de
tallas grandes puede ser indicativo de la edad del pardsito y del hospedero. Aunado a lo

anterior, la presencia de tallas pequefias de O. adsphaericus puede representar una
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infeccién reciente en C. analis relacionada a una transmisién activa via ingestién de
hospederos intermediarios hacia el hospedero definitivo. Esto Ultimo es posible debido a
gue C. analis presenta una dieta carnivora basada principalmente en crustaceos, anélidos,
moluscos e insectos (Ruiz-Campos, 1986; Wells, 1986; Ruiz-Campos y Hamman, 1991;
Acosta-Zamorano, 2009), invertebrados que pudieran fungir como hospederos
intermediarios en el ciclo de vida de Opecoelus adsphaericus. Por otra parte, la presencia
de tallas grandes de O. adsphaericus en C. analis puede deberse tanto a la edad del parasito
como a la del hospedero. Por ejemplo, en un escenario de recién infeccion de O.
adsphaericus (i.e., fases adultas de talla pequefia) en peces juveniles, el crecimiento y
desarrollo del hospedero podria influir en el crecimiento y desarrollo del parasito. Para
analizar si las tallas de O. adsphaericus estan asociadas al crecimiento de sus hospederos,
se requiere de un estudio que cuantifique de manera explicita el nimero de especimenes
de talla pequefia, medianay grande, por cada talla de hospedero de C. analis examinado, y
detectar si existen correlacion estadisticamente significativa entre las tallas del hospedero
y la de sus pardsitos, al menos a lo largo de un afio de muestreo. Un futuro estudio en esta

tematica ayudara a poner a prueba esta inferencia.

Otra posibilidad que puede explicar el alto polimorfismo es la competencia
intraespecifica de individuos parasitos cuando compiten por los recursos dentro del mismo
hospedero, lo que puede influir en el crecimientoy desarrollo de los parasitos, implicando
que algunos individuos alcancen tamafios mayores mientras que otros permanezcan mas
pequefios (Gower y Webster, 2014). Eschy Fernandez (1993) examinaron la variacién en el
tamafio de distintos trematodos y sugirieron que la competencia intraespecifica afecta
cuando se observa una alta abundancia parasitaria coexistiendo en un mismo sitio de
infeccidon de un mismo hospedero, en este caso, los parasitos suelen alcanzar tamanos mas
pequefios. Mouritsen y Andersen (2017) demostraron en distintas especies de trematodos
gue en infecciones con multiples individuos pardsitos que comparten un mismo hospedero
pueden llegar a desarrollar estrategias para maximizar su éxito reproductivo, lo que puede

influir en diferencias en el tamafio de los parasitos.
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7.3. Crecimiento alométrico

El analisis de crecimiento alométrico intraespecifico detecté un gradiente de crecimiento
en las estructuras del cuerpo, como regién anterior, region posterior, largo del testiculo
anterior y posterior, respecto a la longitud del cuerpo. El crecimiento alométrico fue
positivo tanto en la regidn anterior y regidn posterior; en otras palabras, tanto a region
anterior y posterior crecen a una tasa mas alta en comparacion con la longitud del cuerpo.
El patrén de crecimiento alométrico positivo de la region anterior (Fb) ha sido registrado en
otras especies de trematodos marinos como M. globosa y E. heterostomum (Fischthal,
1980; Jhansilakshmibaiy Madhavi, 1997). También, el crecimiento alométrico positivo de la
region posterior (Fb) ha sido encontrado en distintas especies de trematodos marinos; e.g.,
A. mexicanum, A. fishelsoni, E. heterostomum, M. globosa, Multitestis rotundus Sparks,
1984, Proctophantastes nettastomatis Machida, Kamegai y Kuramochi, 2006
Pseudocreadium lamelliforme (Linton, 1907) Manter, 1945, Paracryptogonimus americanus
Manter, 1940, S. equilata y Leurodera decora Linton, 1910 (Fischthal, 1978a, b; Fischthal,
1979, 1980; Jhansilakshmibai y Madhavi, 1997; Mouahid et al., 2011). En nuestro andlisis,
las estructuras del largo del testiculo anterior y posterior de O. adsphaericus, sugieren que
estas crecen a una baja tasa de crecimiento en relacién con la longitud del cuerpo, lo que
coincide en estudios realizados en los trematodos A. mexicanumy S. equilata, registrando
un crecimiento alométrico negativo en el testiculo anterior y posterior. En contraste, en el
trematodo A. fishelsoni se registré un crecimiento alométrico positivo en el testiculo
respecto a la longitud del cuerpo (Fischthal, 1978a, b; 1979). Jhansilakshmibai y Madhavi
(1997) han observado que en etapas de metacercaria de E. heterostomum, se presenta un
mayor crecimiento y desarrollo de estructuras del cuerpo, mientras que en etapa adulta
hay un crecimiento limitado, enfocado principalmente en la produccién de huevos.
Nuestros resultados de crecimiento alométrico negativo detectados en ambos testiculos de
la fase adulta de O. adsphaericus coinciden con el caso anterior, lo que probablemente
representa un bajo crecimiento y desarrollo en las estructuras morfolégicas internas
analizadas De manera paralela, hipotetizamos que el alargamiento del cuerpo pudiera
repercutir en una mayor produccién de huevos, beneficiando de esta manera la aptitud
reproductiva, i.e., un proceso de plasticidad fenotipica.
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Fishchthal et al. (1980) midieron si distintos hospederos definitivos teledsteos del
género Lutjanus afectaban al crecimiento del trematodo Metadena globosa (Linton, 1910)
Manter, 1947, y no encontraron correlacién. Sin embargo, Mouahid et al. (2011)
encontraron correlacion del largo y ancho de las tallas grandes del trematodo
Protophantastes nettastomatis Machida, Kamegai y Kuromochi, 2006, con las tallas
mayores de sus hospederos definitivos, i.e., peces marinos del orden Anguilliformes. Con
base en la comparacion de tallas entre sus distintos grupos de hospederos (Ophidiiformes
y Anguilliformes), Mouahid et al. (2011) sugirieron que existia una correlacién de tamafios
debida a un proceso de plasticidad fenotipica de P. nettastomatis influenciado por el
tamano del hospedero de definitivo. Por tanto, el crecimiento alométrico intraespecificoy
las diferencias de tallas observadas de O. adsphaericus probablemente estan relacionadas
al tamafio del hospedero definitivo asociados a procesos de plasticidad fenotipica. Lo
anterior sugiere que las estructuras morfoldgicas pueden responder a cambios alométricos
respecto a la longitud del cuerpo debido a factores ambientales que modifiquen la relacién
constante de las tasas de crecimiento de diferentes estructuras, lo que puede incluir:
infeccién por otras especies de parasitos en el hospedero, nutricién del hospedero vy el
pardsito, asi como el tamafio y especie del hospedero (Watertor, 1967; Noble y Noble,

1976).

Otra manera de explorar como actla el proceso evolutivo de la variacion
morfoldgica intraespecifica en O. adsphaericus, es conocer qué grupos de invertebrados
participan como hospederos intermediarios en su ciclo de vida. Si bien, anteriormente ya
se comenté que C. analis presenta una dieta carnivora; es importante mencionar que dicha
dieta presenta intervalos preferenciales segun la fase de desarrollo de C. analis (Ruiz-
Campos y Hamman, 1991). Por ejemplo, las fases juveniles de C. analis se alimentan de
ostracodos, copépodos, insectos, anfipodos, isdpodos y poliquetos; mientras que las fases
de talla adulta (> 60 mm) (Wells, 1986) presentan una dieta preferencial de anfipodos,
isdpodos, poliquetos, bivalvos, gasteropodos y braquiuros (Ruiz-Campos y Hamman, 1991).
Por tanto, la variacién morfoldgica de tallas observada en O. adsphaericus pudiera estar

relacionada a la ingestidon preferencial de algin hospedero intermediario. Los hospederos
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intermediarios de Opecoelidae son principalmente moluscos y crustaceos (Cribb, 2005). En
el caso de O. adsphaericus es importante considerar el efecto de la naturaleza filogenética
de cada grupo de hospederos intermediarios que pudieran involucrarse en su ciclo de vida
y detectar su posible repercusion causal de su variacion morfoldgica intraespecifica (ver

Martin et al., 2018; Martin et al., 2020a y b).

Opecoelus adsphaericus ha sido registrado como pardsito en fase adulta en cuatro
familias de peces distintas (i.e., Cottidae, Khyposidae, Mullidae y Scorpaenidae) (Mantery
Van Cleave, 1951; Fabio, 1981; Arai, 1963; Pritchard, 1966; Lique et al., 2002) por lo que es
considerada una especie generalista. Asi mismo, seria interesante conocer y comparar la
variacién morfoldgica asociada a las especies/familias de hospederos definitivos en relacion
con la dieta, tamano del pez y su ecologia, e investigar cdmo influye en el crecimientoy

desarrollo del parasito.

7.4. Posicion filogenética 28S

En este estudio se determinan por vez primera las relaciones filogenéticas de Opecoelusy
Opegaster dentro de la subfamilia Opecoelinae. El andlisis filogenético de la base de datos
del gen 28S agrupd en un clado las secuencias de O. adshpaericus dentro de Opecoelinaey
se relaciona con Opegaster sp. (MK648306), y junto con Opecoelus sp. (ON661329) forman
el Clado Opecoelus—Opegaster con soporte estadistico con PP y UFBoot2. Las relaciones
filogenéticas obtenidas dentro Opecoelidae con IB y ML, fueron similares a las obtenidas en
estudios filogenéticos usando el mismo gen(Fayton y Andrés, 2016; Bray et al., 2016; Martin
etal., 2017, 2018, 2020a, b; Sokolov et al., 2019). La secuencia de Opecoelus sp. (ON661329)
fue obtenida de un espécimen en fase de metacercaria como parasita del crustdceo marino
Nyctiphanes australis G.O. Sars, 1883, en el puerto de Otago, Dunedin, Nueva Zelanda
(Bennett et al., 2022). La secuencia de Opegaster sp. (MK648306) fue obtenida de un
espécimen en fase desconocida como parasito del pez intermareal Tomicodon sp.
(Gobiesocidae) en Barra de Cuatunalco, Oaxaca, México (Pérez-Ponce de Ledn y Hernandez-
Mena, 2019). Con base en las relaciones filogenéticas del Clado Opecoelus—Opegaster,

resalta la preponderancia de evaluar si la presencia de los foliculos vitelinos, antes o
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después de laventosa ventral, es un caracter robusto o no paradiscernir especies de ambos
géneros (Cribb, 1985, 2005; Shimazu, 1988; Aken’Ova, 2007; Bray y Justine, 2013).
Desafortunadamente, Pérez-Ponce de Ledn y Hernidndez-Mena (2019) no mencionan si
existen ejemplares de referencia de los especimenes de procedencia de sus secuencias, por

lo que se desconoce su veracidad taxondmica.

En este estudio, las especies representantes en el andlisis filogenético de la
subfamilia Opecoelinae son de habitats marinos (a excepcién de Dimerosaccus oncorhynchi,
debido a que su hospedero definitivo es de habitats diddromos), y se han registrado
parasitando a ocho familias de teledsteos (Gobiesocidae, Priacanthidae, Sciaenidae,
Lutjanidae, Salmonidae, Muraenolepididae y Scorpaenidae). Estos hospederos definitivos
habitan aguas poco profundas en zonas rocosas e infralitorales, plataformas continentales,
estuarios, arrecifes costeros, charcas litorales, arrecifales e intermareales (Andrés et al,
2014b; Shedko etal., 2015, 2019; Bray et al., 2016; Pérez Ponce de Ledn y Herndndez-Mena,
2019; Bennett et al., 2022). Por tanto, los opecoelinos analizados en este estudio

representan un grupo monofilético asociado a la zona litoral y neritica marina.

Las distancias genéticas (en porcentajes) del gen 28S, entre las 10 especies de la
subfamilia Opecoelinae, oscilé entre 0.09 — 10.82. Lasdistancias genéticas entre las especies
de Opegaster y Opecoelus fue de 0.76 — 3.35; de manera similar, las distancias genéticas
observadas entre Opecoeloides spp. fueron de 0.09 — 3.05. A la fecha, en otros estudios
filogenéticos con datos moleculares (e.g. Fayton y Andrés, 2016; Bray et al., 2016; Martin et
al., 2017, 2018, 2020a, b; Sokolov et al., 2019) no se han calculado las distancias genéticas
interespecificas en Opecoelidae. Debido al bajo numero de especies con informacién de
secuencias por el momento no es posible detectar un patrén de divergencia genética
interespecifico; sin embargo, los valores observados entre las especies de Opegaster y
Opecoelus en contraste con Opecoeloides spp. podrian dar la primera evidencia de un

posible patrén de divergencia genética en Opecoelinae.

Opegaster sp. (MK648306) y O. adsphaericus han sido registrados en las costas de la

pacifico mexicano, pero no se observa un area de simpatria de sus hospederos definitivos.
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La secuencia de Opegaster sp. (MK648306) fue obtenida de Tomicodon sp. (Gobiesocidae)
en la Barra de Cuatunalco, Oaxaca (Peréz Ponce de Ledén y Herndndez-Mena, 2019) en
habitats intermareales, y no se han registrado especies de este pez en la Peninsula de Baja
California. Por otra parte, el hospedero definitivo de O. adsphaericus, C. analis (Cottidae) se
restringe desde el Cabo Mendocino, California hasta el Sur de Punta Asuncién Baja California
Sur (Millery Lea, 1972) restringiéndose Unicamente en zonas del intermareal rocoso (Ruiz-
Campos et al., 2010). Por tanto, aun cuando observamos una baja divergencia genética de
0.76% entre O. adsphaericus y Opegaster sp. (MK648306), la separacion filogenética de

ambos grupos estda mostrando que son linajes con una evolucién independiente.

7.5. Genética de poblaciones BarCode

Este trabajo aporta el primer estudio de variacidon genética entre dos localidades en
opecoelidos mediante la utilizacién de la regién “BarCode” del gen COI. Los arboles
filogenéticos obtenidos para el gen BarCode de IB y ML fueron similares en su topologia y
formaron un grupo monofilético con alto soporte estadistico para todas las secuencias de
Opecoelus adsphaericus. No se detectaron relaciones genéticas dentro de las 27 secuencias
analizadas en las dos localidades (18 de EM y 9 de PPB), con respecto a sus tallas, meses de
muestreo o sitios de infeccidn. Esto implica que no existe relacion genética asociada a la

talla y como consecuencia a su polimorfismo morfolégico.

Los datos obtenidos de las secuencias del BarCode para individuos de O.
adsphaericus de EM y PPB revelaron una alta variacion genética intraespecifica (0.0072 de
diversidad nucleotidica) asi como una alta diversidad de haplotipos. En estudios previos,
también se ha registrado una alta diversidad de haplotipos en distintos grupos de parasitos
platelmintos marinos. Por ejemplo, en el trematodo marino Microphallus piriformes
Galaktionov, 1983, se obtuvo a partir de 64 muestras secuenciadas, una alta diversidad de
29 haplotipos encontradas en cuatro localidades de las cotas del Mar Atlantico Norte
(Repkin et al., 2020). En el cestodo Oncomegas wageneri (Linton, 1890) Dollfus, 1929, a
partir de 52 secuencias se obtuvo 44 haplotipos distintos en una especie de hospederos

intermediario (Cyclopseta chittendeni Bean, 1895) y dos especies de hospederos definitivos
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(i.e., Rhyzoprionodon terraenovae Richardson, 1836 e Hypanus americanus Hildebrand y

Schroeder, 1928) y nueve estaciones oceanograficas del Golfo de México (Martinez-Aquino

et al., 2019). Es necesario realizar mas estudios y aumentar el tamafio de localidades y

especies de peces hospederos alolargo de la costa de la Peninsula de Baja California e Islas

aledanas para tener una inferencia mas potente sobre la variacidn genética intraespecifica

de Opecoelus adsphaericus.

8.
1)

2)

3)

1)

2)

CONCLUSIONES

Opecoelus adsphaericus presenta amplio polimorfismo morfoldgico intraespecifico a
nivel local. No se detectd separacion entre los tres grupos de tallas. Los resultados e
interpretacion de los andlisis de PCA y crecimiento alométrico sugieren un proceso de
plasticidad morfolégica cuyos factores evolutivos necesitan ser explorados.

Los analisis filogenéticos con el gen 28S apoyan la posicion taxondmica de O.
adsphaericus dentro de la subfamilia Opecoelinae.

Las secuencias del fragmento del BarCode de Opecoelus adsphaericus presentan una
ampliavariaciongenética intraespecifica, aunado a la presencia de una gran cantidad de
haplotipos presentes en las dos localidades muestreadas. Asi, no se observé variacion
genética asociada a las tres tallas, sitios de infeccién, meses de muestreo o localidades

analizadas (i.e., El Mosquito y Playa Piedra Blanca).

PERSPECTIVAS

Analizar si la influencia de las interacciones de hospedero-parasito pueden incidir en el
polimorfismo morfoldgico intraespecifico de O. adsphaericus, investigando los distintos
hospederos intermediariosy definitivos que pudieran estar involucrados en su ciclo de
vida.

Ampliar el nimero de especies de Opegaster y Opecoelus a partir de distintos origenes
geograficos y hospederos en futuros estudios filogenéticos, para poder determinar la

separacion o sinonimia estos géneros.
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3) Explorar la causa del polimorfismo morfolégico intraespecifico en O. adsphaericus,
combinando causas distintas; e.g., bioldgicas, ecoldgicas, morfoldgicas, de historias y

ciclo de vida y filogenéticas.
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11. ANEXOS
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Anexo 1.- Grafica de sedimentacion. Explicacién de la variacion total del analisis de componentes principales.
PC1 + PC2 explican el 80.715% de la variacidn total.
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Anexo 2. Grifica de cargas de componentes principales 1. Las variables del largo y ancho de ventosa ventral
(V) y ancho del ovario (Ov) son las que presentaron valores de cargas con mayor importancia. Acronimos de

variables mencionados en el Cuadro 4.
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Anexo 3. Grafica de cargas de Componentes Principales 2. Las variables del largo de ventosa ventral (W) y
ovario (Ov) son las que presentaron valores de carga con mayor importancia. Acrénimos de variables
mencionados en Cuadro 4.

Anexo 4. Valores de crecimiento alométrico de Opecoelus adpshaericus. Valores de la constante logaritmico
de a (Log a), exponente alométrico (b) con error estdndar, coeficiente de correlacién (r), “t” de student parar,
y probabilidad (p) de t. Fb = Cuerpo anterior; Hb = Cuerpo posterior; Ta = testiculo anterior y Tp = testiculo

posterior.
Variable Log a Log b £ ES r t p
Fb 0.07920 1.0865 +0.0935 0.8834 11.622 <.001
Hb 0.31158 1.1129 +0.0252 0.9904 44.133 <.001
Ta - Largo 0.10994 0.9720 +£0.0674 0.9195 14.423 <.001
Tp - Largo 0.21841 0.8973 £0.0580 0.9290 15.478 <.001
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Anexo 5. Arbol filogenético obtenido por Maxima Verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen 28S
para taxones de la familia Opecoelidae. Los valores frente a los nodos indican los porcentajes del ultrafast
bootstrap (UFBoot2 > 75). La barra representa la distancia de sustitucion nucleotidica.
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Anexo 6. Arbol filogenético obtenido por Maxima Verosimilitud a partir de secuencias parciales del gen

BarCode para O. adsphaericus y el género Plagioporus spp. Los valores frente a los nodos indican los
porcentajes del ultrafast bootstrap (UFBoot2 > 75). La barra representa la distancia de sustitucion nucleotidica.
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