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GLOSARIO DE TERMINOS

Arbol filogenético: es una representacion grafica de las relaciones evolutivas entre
las distintas especies (taxa), retratando la historia de la evolucion (e.g., especiacion)
en los niveles especificos y supra-especificos.

Ciclo de vida heteroxeno: conocido también como ciclo de vida indirecto, se refiere
a aquellos parésitos (e.g., trematodos) que requieren de varios hospederos para
desarrollarse y alcanzar su etapa adulta.

Cistocerca: también llamada cercaria con cola de saco; es un tipo de cercaria que
puede retraer su cuerpo dentro de una cavidad localizada en la base de la cola (cola
hipertrofiada).

Clado: agrupacion de especies (taxa) flogenéticamente relacionados y provenientes
de un antepasado comun. Es sinénimo del término grupo monofilético pero con un uso
distinto, es decir, es considerada una agrupacion y no un proceso de descendencia
(un ancestro en comun).

Distancia genética: medida de la diferencia genética entre especies o poblaciones.
Doliforme: forma de barril.

Ecsoma: extremo posterior del cuerpo capaz de retraerse (protrusible). Presente en
la mayoria de los trematodos de la familia Hemiuridae.

Endoparasito: son organismos parasitos que viven en los tejidos y érganos internos
de sus hospederos (e.g., cestodos, trematodos, nematodos, protozoos).

Eurixeno: especie parasitaria que no muestran afinidad hospedatoria (e.g., no estan
relacionados filogenéticamente a una categoria taxonémica).

Filogenia: hipétesis evolutiva de las relaciones ancestro-descendiente (ascendencia
comun).

Monociclico: forma de reproduccion de algunas especies que solo procrean una sola
vez en su vida y mueren (pero sin antes esperar a que eclosionen los huevos).

Grupo Monofilético: es un taxdn compuesto por tres 0 mas especies, con su especie
ancestral y todos los descendientes de cada una de las especies (considerando a las
especies no como grupo monofilético sino como entidades de autoreferencia en el
proceso). Es decir, todos los grupos monofiléticos tienen la propiedad de estar
compuestos de especies que tienen descendencia genealdgica exclusiva o Unica de
una especie fundadora (ascendencia comun). Por tanto, un grupo monofilético es
referido como una hipétesis evolutiva que predice que los grupos ancestrales resultan
de patrones evolutivos a través de procesos de especiacion.

Genes ortdlogos: genes homologos de diversas especies derivados de un gen
ancestral (antepasado de esas especies) mediante procesos de especiacion.
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Grupo parafilético: son grupos incompletos conformados por algunos de sus
descendientes (no incluidos todos) y su antepasado comun. Es considerado un grupo
artificial hipotético.

Parasitosis: relacion simbidtica de un organismo parasito que se beneficia de la
asociacion, y de un hospedador utilizado como habitat por parte del parésito, el cual
es dafnado de manera “metabdlica” y/o “ecoldgica”.

Sacular: forma de saco.

Sistematica Molecular: es una disciplina encargada de la clasificacion de organismos
basado en el uso de datos genéticos (e.g., DNA, RNA, proteinas) y andlisis
moleculares (e.g., métodos filogenéticos) para reconstruir las relaciones evolutivas
entre los organismos y deducir los procesos de evolucion relacionados con el origen
de las especies. Las clasificaciones que resultan de los andlisis filogenéticos
moleculares son herramientas criticas para los estudios de comprension de la
evolucion en la biodiversidad.

Taxon: es una agrupacion de organismos emparentados a un nivel determinado, con
la aplicacion de un nombre cientifico (e.g., Pisaster giganteur), una descripcion y un
tipo (ejemplar asociada taxonémicamente a una especie u otra categoria taxonomica;
e.g., Equinodermos situada en una categoria de filo (Equinodermata). El plural es Taxa
0 taxones.

Taxonomia integrativa: disciplina sinérgica que emplea un conjunto de herramientas,
meétodos y criterios para precisar la congruencia en la distincion y delimitacion de las
especies.

Taxonomia: comprende la teoria y la practica para describir, nombrar y ordenar
grupos de organismos denominados taxones e incluye reglas establecidas por Codigos
Internacionales de Nomenclatura.

Vector: organismo que no es causante de una enfermedad, pero que propaga la
infeccion al transmitir patbgenos de un hospedero a otro (e.g., mosquitos).

Zoonosis: son enfermedades e infecciones que se transmiten de manera natural entre
animales vertebrados y el hombre.
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RESUMEN

El género Lecithochirium Lihe, 1901 pertenece al grupo de endoparasitos
heteroxenos de amplia distribuciébn geografica, invaden generalmente el tracto
digestivo de distintos hospederos invertebrados y vertebrados. En cefal6podos, la
presencia de parasitos de la familia Hemiuridae se considera accidental y ocurre a
través de la ingesta de presas infectadas con estadios larvarios (e.g., crustaceos o
bivalvos parasitados por metacercarias), mismas que se acumulan en el tracto
digestivo de los cefalépodos sin alcanzar otra fase de desarrollo. En México, son
escasos los estudios referentes a larvas de Lecithochirium en cefalépodos. El presente
trabajo describe la morfologia y delimita la posicion filogenética de larvas de
trematodos recolectados en Octopus bimaculatus de Bahia de Los Angeles, Baja
California, México. Se revisaron 39 O. bimaculatus de los cuales se recolectaron 100
gusanos en estadio inmaduro de 7 pulpos infectados. Se realiz6 un analisis filogenético
por Inferencia Bayesiana usando 4 secuencias parciales del gen 28S (DNAr)
generadas en este estudio, mismas que se alinearon con secuencias homologas de la
familia Hemiuridae obtenidas de GenBank. Los caracteres morfolégicos (e.g., ecsoma
protrusible y parcialmente evaginado, vesicula seminal sacular indiscernible y dos
glandulas vitelégenas sobrepuestas inconspicuas aparentemente con bordes ovales
irregulares) y los anélisis moleculares, apoyan que los especimenes pertenecen a la
familia Hemiuridae y corresponden al género Lecithochirium. Con base en los
resultados filogenéticos, se infiere que el grupo hermano de las muestras aqui
analizadas es Pulmovermis cyanovitellosus, y que el género Lecithochirium y la
subfamilia Lecithochiriinae son grupos parafiléticos. Sin embargo, debido a la carencia
de datos moleculares para especies del género Lecithochirium en GenBank, estas
inferencias filogenéticas deben ser tomadas con precaucién. Los datos y resultados
obtenidos serviran de apoyo para posteriores estudios sobre el intrincado ciclo de vida
de Lecithochirium sp. de O. bimaculatus. Este trabajo representa el primer registro de
gusanos inmaduros de Lecithochirium sp. en O. bimaculatus y sugiere que este pulpo
puede fungir como hospedero intermediario u hospedero paraténico de estos

parasitos.
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ABSTRACT

The genus Lecithochirium Lihe, 1901 is a group heteroxenous endoparasites of
wide geographical distribution that usually invade the digestive tract of several host
groups; from invertebrates to vertebrates. For cephalopods, the presence of parasites
of the family Hemiuridae has been considered accidental and occurs through the
ingestion of infected prey with larval stages with infected preys (i.e., crustaceans or
bivalves parasitized by metacercariae), which accumulate in the digestive tract of
cephalopods without reaching another stage of development. In Mexico, there are few
studies referring to Lecithochirium larvae in cephalopods. The present study aims to
describe the morphology and circumscribe the phylogenetic position of trematode
larvae, collected in Octopus bimaculatus from Bahia de Los Angeles, Baja California.
Thirty-nine O. bimaculatus were examined, getting 100 immature stage worms from
seven infected octopuses. A phylogenetic analysis by Bayesian Inference was carried
out using 4 partial amplified sequences of the gene 28S (rDNA), which were aligned
with homologous sequences of the family Hemiuridae obtained from GenBank
database. The morphological characters (i.e., protrusible and partially evaginated
ecsoma; indiscernible sacular seminal vesicle, and two apparently inconspicuous
overlaping vitellarium folicules with irregular oval edges), and the molecular analyses
support that our specimens belong to the family Hemiuridae and correspond to the
genus Lecithochirium. Based on the phylogenetic results, it was detected that the
samples appear to be sister to Pulmovermis cyanovitellosus, and that the genus
Lecithochirium and subfamily Lecithochiriinae are paraphyletic. However, due to the
lack of molecular data for species in the genus Lecithochirium in GenBank, these
phylogenetic inferences must be taken with caution. These results contribute to extend
the description of the complex life cycle of Lecithochirium sp. from O. bimaculatus. This
is the first record of immature worms of Lecithochirium sp. in O. bimaculatus and
suggests that this octopus may serve as intermediate or paratenic host for these

parasites.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sistemética Molecular en trematodos marinos

La Sistematica es una disciplina que busca describir, explicar y clasificar a las
especies que conforman a la biodiversidad (Martinez 1997; Morrone 2000; Padial et
al. 2010). La Sistemética apoyada de la Taxonomia y de la Filogenética, cada vez logra
una mejor delimitacion e identificacion de la biodiversidad (Dayrat 2005; Wiley y
Lieberman 2011). La incorporacién de datos y andlisis moleculares (e.g., secuencias
de DNA [por sus siglas en inglés Deoxyribonucleic acid] analizadas por métodos
filogenéticos probabilisticos) condujo a la modernizacion de la Sisteméatica, dando paso
a la “Sistematica Molecular” e innovando sus métodos clasicos como el de la
“Taxonomia Integrativa” (Yang y Rannala 2012; Pante et al. 2015). En el caso de los
organismos parasitos de ambientes marinos, la combinacion de la Sistematica
Molecular y la Taxonomia han contribuido a una mejor resolucion para la descripcion
de distintas especies de grupos de parasitos en el mundo; e.g., Trematodos (Blasco-
Costa et al. 2016).

Los trematodos representan el grupo mas diverso dentro de los Platyhelminthes
parasitos, con mas de 18,000 especies descritas (Cribb et al. 2001; Olson et al. 2003;
Abdel-Ghaffar et al. 2015; Pérez-Ponce de Ledn y Hernandez-Mena 2019). La mayoria
de los trematodos desarrollan una compleja alternancia de generaciones, infectando a
varias especies de hospederos, que van desde invertebrados (e.g., en sus fases
larvarias) hasta vertebrados (e.g., en su fase adulta) (Niewiadomska y Pojmanska
2011; Lunaschi 2017). Ademas, han adquirido distintas estrategias de propagacion
(transmision activa y pasiva) que les ha conferido un progreso exitoso en su ciclo de
vida tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres (Castillo-Sanchez 1996;
Niewiadomska y Pojmanska 2011; Littlewood et al. 2015; Lunaschi 2017).

En trematodos, el uso de marcadores moleculares (e.g., genes ortdlogos) ha sido
eficiente para descubrir su variacién genética interespecifica (Nadler y Pérez-Ponce
de Lebn 2011; Blasco-Costa et al. 2016; Martinez-Aquino et al. 2020). Sin embargo, la
mayoria de las especies estudiadas en trematodos, han sido con ejemplares en

estadio adulto, ocasionando la problemética de la identificacién de sus formas larvarias
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de los distintos estadios que conforman sus ciclos de vida (Jousson et al. 1999; Lopez-
Caballero y Pérez-Suarez 1999; Leiva et al. 2017). Desafortunadamente, existe un
fuerte desconocimiento acerca de las etapas larvarias de especies trematodos
descubiertos, aunado a un reducido numero de helmintélogos enfocados en la
taxonomia y desarrollo de fases larvales (Jousson et al. 1999; Cribb y Bray 2011, Leiva
etal. 2017). La problemética taxondmica en los estadios larvarios de trematodos radica
en su alto polimorfismo e incongruencia morfoldgica entre sus distintas formas
larvarias (e.g., el ciclo de vida tipico de un trematodo presenta minimo tres estadios
con formas diferentes), y en muchos casos una disimil apariencia morfolégica al estado
adulto (resultado de la ausencia o presencia de 6rganos de maduracion) (Poulin y
Cribb 2002; Blasco-Costa y Poulin 2017). Por tanto, resulta indispensable incluir
informacion molecular (e.g., secuencias de DNA de genes ortdlogos) que permita
vincular formas larvarias y adultas, para descubrir si las distintas formas de desarrollo
corresponden 0 no a una misma especie de trematodo (Littlewood et al. 2015; Blasco-
Costay Poulin 2017; Leiva et al. 2017). Para ello, es necesario combinar la informacion
molecular con una caracterizacion morfolégica para cada estadio larvario que

conforma su ciclo de vida.

En los ultimos 25 afios en México, se han desarrollado distintos estudios de
taxonomia integrativa para describir la diversidad de parasitos marinos, siendo los
helmintos de vertebrados - principalmente peces - el mejor grupo estudiado en
contraste con el de invertebrados., e.g., moluscos (Aguirre-Macedo et al. 2016; Vidal-
Martinez et al. 2016; Martinez-Aquino et al. 2017). Los moluscos son invariablemente
los primeros y, comunmente, los segundos hospederos intermediarios de parasitos
larvales con ciclos de vida heteroxenos reconocidos en América Latina y el Caribe
(ALC), donde se han registrado 80 especies de moluscos marinos infectados por 195
taxa de helmintos, principalmente trematodos (Aguirre-Macedo et al. 2016). Los
moluscos son hospederos intermediarios importantes en el ciclo de vida de los
trematodos y permiten ampliar la distribucion de los parasitos al actuar como vectores
de transmision, favoreciendo asi su éxito de diversificacion y supervivencia (Littlewood
et al. 2015).

Pagina| -4 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

1.2. Taxonomia en Hemiuridae y Sistematica Molecular

La familia Hemiuridae pertenece al grupo de trematodos endoparasitos
registrados mayormente en el estbmago de peces teledsteos y pulmdn de serpientes
marinas (Gibson y Bray 1979, 1986; Gibson 2002). Dentro de Hemiuridae existen
ciertos obstaculos que requieren una revision detallada, como el caso de las mas de
100 especies nominales del género Lecithochirium (Abdel-Ghaffar et al. 2015), las
cuales, debido a su variabilidad morfologica intraespecifica y a la carencia de
caracteres prominentes de diagndstico, es cuestionable su delimitacion taxonomica
(Gibson y Bray 1986; Bray 1991; Abdel-Ghaffar et al. 2013). Esta complicacion,
asociada a una premura por asignarles nombres especificos binomiales (e.g., especies
taxonomicas) a ciertos especimenes que han sido parcialmente estudiados, o que
exhiben caracteres difusos de diagnostico, ha generado constantes sinonimias con
especies congeneéricas o con especies de otros géneros; e.g., Lecithochirium fusiforme
Liahe, 1901 sinonima de L. grandiporum (Rudolphi, 1819), Glomericirrus septemlobus
Teixeira de Freitas y Kohn, 1965 sinonima de L. microstomum Chandler, 1935 (Gibson
y Bray 1986; Bartoli y Gibson 2007; Cribb y Bray 2011; Morsy et al. 2012; Abdel Ghaffar
et al. 2013, 2015; WoRMS 2020). Esta premura taxonomica ha repercutido en un
incremento de “especies nuevas” con descripciones taxondémicas incompletas,
causando una sobreestimacion de la diversidad de especies de Lecithochirium (Dayrat
et al. 2005). Para regular este inconveniente, se ha sugerido mantener la asignacion
taxondmica especifica como “pendiente” usando el acrénimo “sp.” mientras se genera
evidencia robusta para una identificacion y asignacion taxonomica posterior; e.g.,

Acantocolpidae sp. o Stephanostomum sp. (Dayrat et al. 2005; Padial et al. 2010).

Los estudios en sistematica molecular de la familia Hemiuridae han sido
realizados con base en marcadores moleculares como el gen 28S de DNA ribosomal
(DNA) (e.g., Atopkin et al. 2017; Sokolov et al. 2019). El uso de este gen se debe a
su fuerte sefal filogenética como region conservada para inferir limites a distintos
niveles taxonémicos, desde familias hasta géneros y sus especies (Nolan y Cribb
2005; Blasco-Costa et al. 2016; Sokolov et al. 2019). De este modo, el gen 28S ha
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permitido el reconocimiento y delimitacion de especies de la familia Hemiuridae
mediante analisis filogenéticos (Pankov et al. 2006; Bao et al. 2015; Atopkin et al. 2017;
Sokolov et al. 2019).

1.3. Ciclo de vida de los Hemiuridae

La familia Hemiuridae presenta ciclos de vida heteroxeno, el cual puede
involucrar de 3 a 4 hospederos para completar su desarrollo, segun la especie y como
se desarrolle la cadena tréfica entre sus hospederos (Hochberg 1990; Kagie 1990b;
Bray 1991; Lunaschi 2017; Blasco-Costa y Poulin 2017). En un clasico ciclo de vida
(autogénico y con 3 hospederos), el primer hospedero intermediario (Hil) suele ser un
molusco (e.g., gasterépodo) infectado a través de la ingesta de huevos del trematodo
adulto en el ambiente acuatico, a su vez, en el molusco infectado se dara origen a
cercarias las cuales saldran de él en busca de un segundo hospedero intermediario
(Hi2; e.g., crustaceo), donde se desarrollard una segunda fase larvaria de trematodo
conocida como metacercaria. La metacercaria se mantendra en su Hi2 y solo podra
completar su ciclo mediante una transmision pasiva, es decir, al ser ingerida junto con
el Hi2 por un hospedero definitivo (Hd3) (Niewiadomska y Pojmanska 2011). En este
contexto, es posible que O. bimaculatus pueda fungir como Hi2 u hospedero
paraténico (vector transmisor) de Hemiuridae (Hochberg 1990; Armendariz-Villegas et
al. 2014; Pascual et al. 2019). Un Hi2 es aquel hospedero necesario en el desarrollo
de las larvas infectivas (e.g., cercarias) provenientes del primer hospedero, para
alcanzar otra fase de desarrollo infectiva (e.g., metacercaria o etapa inmadura). En
contraste, el hospedero paraténico no necesariamente es imprescindible en el
desarrollo del parasito, sino que actia como un concentrador o dispersor de larvas
infectivas (e.g., metacercarias, o0 mesocercarias en casos raros) (Hochberg 1990;
Combes 2001; Parker et al. 2009; Niewiadomska y Pojmanska 2011).

Se han resuelto ciclos de vida de algunas especies de la familia Hemiuridae; e.g.,
Brachyphallus crenatus (Rudolphi, 1802), Hemiurus luehei Odhner, 1905, H.
communis Odhner, 1905, Lecithocladium excisum (Rudolphi, 1819), L. furcolabiatum
(Jones, 1933), L. rufoviride (Rudolphi, 1819) y Tubulovesicula pinguis (Linton, 1940)
(Stunkard 1980; Gibson y Bray 1986; Matthews y Matthews 1988; Kgie 1990a, b, 1991,
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1992, 1995; Bray 1991; Bray et al. 2016). Particularmente, H. luehei ha sido estudiado
de manera experimental por Kgie (1990b), quien encontr6 de 3 a 4 hospederos en su
ciclo de vida (Figura 1). La etapa adulta de H. luehei se encuentra registrada en el
estdbmago de peces europeos salmonidos y clupeidos. Una vez adulto y en etapa
reproductiva, H. luehei expulsa sus huevos en el agua mediante las heces de los
hospederos Hd3 y/o Hd4, las cuales seran ingeridas por el Hil, el caracol Philine
denticulata (Adams, 1800). En los sacos germinales del caracol, se desarrollaran los
esporocistos, los cuales daran origen a las cercarias cistocerca, que saldran del Hil
para encontrar un Hi2, como los copépodos calanoides Acartia spp. En los copépodos
calanoides se desarrollaran las metacercarias infectivas que alcanzaran al Hd3/Hd4
por medio de una transmision tréfica o pasiva (como alimento), en el cual se originara

el estado adulto del parasito, cerrando de esta manera su ciclo de vida.

Recientemente Blasco-Costa y Poulin (2017) resaltaron la importancia de
conocer los ciclos de vida heteroxeno de parasitos. Sin embargo, los esfuerzos por
descubrir y describir como son los ciclos de vida parasitarios de fauna silvestre han
disminuido desproporcionalmente a traves del tiempo, a tal grado que, comparando el
numero de las especies nuevas que se han descrito a la fecha, contra los ciclos de
vida descubiertos, se observa una gran diferencia. Por ejemplo, de 326 especies
descritas de trematodos en peces australianos (Cribb et al. 2014; Blasco-Costa y
Poulin 2017), tan solo para cuatro de ellas se conocen sus ciclos de vida. Esta
evidencia demuestra los pocos esfuerzos desarrollados en estudios relacionados a los
ciclos de vida parasitarios (Blasco-Costa y Poulin 2017). Esta carencia de
conocimiento se encuentra vinculado a las complicaciones al momento de identificar
correspondencias entre las formas larvarias y adultas en muchos grupos de
trematodos (Hochberg 1990). Por ejemplo, en el caso de las especies de la familia
Hemiuridae, su descripcion esta basada en su mayoria en datos morfolégicos
provenientes de organismos en estadio adulto (e.g., Manter 1947, Yamaguti 1971;
Gibson y Bray 1979; 1986; Gibson 2002). Asimismo, las etapas juveniles de especies
Hemiuridae son poco estudiados (aunado a que presentan caracteres de diagnostico
poco semejantes y difusos); sin embargo, son importantes para extender la

caracterizacién morfoldgica y vincular paulatinamente cada fase larvaria con su estadio
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adulto a fin de dilucidar los ciclos de vida de las especies de Hemiuridae (e.g., Bray
1991; Kgie 1990 a, b; Cribb y Bray 2011; Bray et al. 2016; Blasco-Costa y Poulin 2017).

Figura 1. Ciclo de vida de Hemiurus luehei sensu Kgie (1990b). Philine denticulata es el primer
hospedero intermediario (Hil). Los copépodos calanoides actlan como segundos hospederos
intermediarios (Hi2). Sagitta sp. participa como hospedero paraténico (Hp) y los peces clupeidos y
salmoénidos actian como hospederos definitivos (Hd3 y Hd4). c: cercaria cistocerca, h: huevo, m:
metacercaria. Imagen tomada y modificada de Kgie (1990b).
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1.4. Los cefalépodos y su papel dentro de los ciclos de vida de los trematodos

Los cefalépodos (i.e., calamares, nautilos, pulpos y sepias) desempefian un
papel importante dentro de la red tréfica al actuar como depredadores de crustaceos,
peces y caracoles (Nigmatullin y Shukhgalter 1990). De manera paralela, cumplen un
papel fundamental en los ciclos de vida parasitarios puesto que suelen infectarse de
helmintos (e.g., acantocéfalos, nematodos y platelmintos) al ingerir caracoles,
crustaceos y peces (Nigmatullin y Shukhgalter 1990; Nigmatullin et al. 2009; Lunaschi
2017). Con base en estudios desarrollados en las preferencias alimentarias de algunos
cefalépodos (e.g., Ommastrephes bartramii (Lesueur, 1821) y Dosidicus gigas
(d'Orbigny, 1835)), distintos autores han inferido procesos de infeccion parasitaria
entre cefalopodos y grupos de trematodos (incluyendo Hemiuridae) asociados a la
ingesta incidental de presas infestadas como parte de su alimento (Nigmatullin y
Shukhgalter 1990; Shukhgalter y Nigmatullin 2001; Markaida 2006; Nigmatullin et al.
2009; Armendariz-Villegas et al. 2014). Este proceso de ingestion incidental ha
sugerido que la cadena alimentaria (transmision pasiva) es uno de los principales
factores que repercute en la infeccion parasitaria en los cefalopodos (Pascual et al.
1995).

Overstreet y Hochberg (1975), Vidal y Haimovici (1999) y Guillén-Hernandez et
al. (2018) han sefalado que los cefalopodos actian como los segundos y terceros
hospederos intermediarios de trematodos larvales. Hochberg (1990) ha llegado a
considerar a los cefalopodos como hospederos paraténicos, debido a que cada vez
gue se alimentan de presas infectadas (e.g., bivalvos y artropodos) con larvas de
trematodos, estas se acumulan y las retienen en su tracto digestivo sin desarrollarse a

etapas su bsecuentes.

1.5. Los trematodos en cefalopodos: Hemiuridae

Los cefalépodos han sido reconocidos como hospederos intermediarios o
paraténicos de trematodos (Roumbedakis et al. 2018). En los ultimos 40 afios, se han
documentado 20 registros de especies de trematodos en 30 especies de hospederos
cefalépodos (Overstreet y Hochberg 1975; Hochberg 1990; Roumbedakis et al. 2018),

Pagina|-9 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

principalmente, representados por Hemiuridae y Didymozoidae (Overstreet y
Hochberg 1975; Hochberg 1990; Nigmatullin y Shukhgalter 1990; Shukhgalter y
Nigmatullin 2001; Nigmatullin et al. 2009; Guillén-Hernandez et al. 2018; Pascual et al.
2019).

La familia Hemiuridae es un grupo de trematodos de amplia distribucion
geogréfica (e.g., en la Gran Barrera de Coral de Australia y en los océanos indico,
Atlantico y Pacifico Oriental), y han sido registrados en estado larvario como parasitos
del tracto digestivo de hospederos invertebrados como bivalvos, crustaceos,
gasteropodos y cefal6podos; mientras que en su estado adulto se han registrado
parasitando el estbmago y pulmon de peces teledsteos y serpientes marinas (Coil y
Kuntz 1960; Sandars 1961; Overstreet y Hochberg 1975; Gibson y Bray 1986;
Hochberg 1990; Bray 1991; Kgie 1992,1995; Gibson 2002; Morsy et al. 2012; Abdel-
Ghaffar et al. 2013, 2015; Bao et al. 2015; Bray et al. 2016).

En el Golfo de México, se han registrado aproximadamente 30 taxa de
trematodos de la familia Hemiuridae en peces teledsteos (Overstreet et al. 2009),
mientras que en el Golfo de California solo tres registros de estos parasitos han sido
documentados también en teledsteos (Villarreal-Lizarraga 1995; Monrroy-Escamilla
2005). En contraste, los registros de Hemiuridae en cefalépodos en México se
restringen a solo dos taxa: Elytrophallus sp., en el pulpo Japetella heathi (Berry, 1911)
en el Golfo de California, y Lecithochirium sp., en el pulpo Octopus maya Voss y Solis,
1966 en la Peninsula de Yucatan (Overstreet y Hochberg 1975; Shukhgalter y
Nigmatullin 2001; Nigmatullin et al. 2009; Guillén-Hernandez et al. 2018; Roumbedakis
et al. 2018; Pascual et al. 2019). Estos dos registros (e.g., Elytrophallus sp. y
Lecithochirium sp. en cefalopodos) demuestran la carencia de estudios acerca de
parasitos de la familia Hemiuridae en México. Sin embargo, la carencia de estudios de
Hemiuridae en cefalépodos a nivel global es aun mayor ya que, a la fecha, solo ocho

registros han sido publicados para este grupo de parasitos (Tabla 1).
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Tabla 1. Registros de parasitos de la familia Hemiuridae en cefalépodos.

PARASITO

HOSPEDERO

SITIO DE
INFECCION

LOCALIDAD

REFERENCIAS

Elytrophallus sp. (?)

Dinurus barbata

Lecithochirium sp.
(Estado inmaduro)

Lecithochirium
microstomum

Digeneo inmaduro
no identificado

Digeneo maduro no
identificado

Lecithochirium sp.
(inmaduro)

Lecithochirium sp.
(Estado adulto)

Japetella heathi
Argonauta nouryi

Octopus maorum

Lolliguncula brevis

Rossia sublaevis

Rossia molleri

Octopus maya

Octopus vulgaris

Estomago
Cavidad del manto

Estomago

Estomago y ciego

Golfo de California (México)

Océano Pacifico Tropical Oriental

Océano Pacifico del Sur Oriental
(Nueva Zelanda)

Golfo de México (Misisipi, USA)

Newfoundland, Canada (Bahia
Hermitage)

Territorio Franklin, Canada (Isla

Victoria)

Costas de Yucatan (México)

Noreste del Atlantico (Espafia)

Overstreet y Hochberg (1975)
Hochberg (1990)

Overstreet y Hochberg (1975)

Overstreet y Hochberg (1975)

Overstreet y Hochberg (1975)

Overstreet y Hochberg (1975)

Guillén-Hernandez et al. (2018)

Pascual et al. (2019)

Pagina| - 11 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

1.6. Biologia e importancia comercial de Octopus bimaculatus Verril, 1883

Los moluscos son los invertebrados mas numerosos después de los artrépodos,
e incluyen diversos grupos dentro de los cuales uno de los mas importantes por su
interés econdmico y ecoldgico son los pulpos (Brusca y Brusca 2003; Hernandez-
Sanchez y Jesus-Navarrete 2010; Alejo-Plata et al. 2012). Los pulpos son un grupo de
invertebrados cefalépodos pertenecientes al orden Octopoda, que se caracterizan por
tener 8 brazos circumorales sin tentdculos y dos estructuras quitinosas conocidas
como estiletes (vestigio de una concha reducida) localizadas entre los ctenidios (Roper
et al. 1995; Ortiz y Ré 2014). Los pulpos son un importante recurso pesquero a nivel
mundial. México representa la tercera posicion con capturas de 34,000 toneladas al
afio (ton/afo) y el estado de Yucatan es el principal productor de pulpo en el pais
(Alejo-Plata et al. 2012; Globefish 2015). En el Pacifico mexicano, la pesca de pulpo
es desarrollada en litorales de nueve estados; Baja California, Baja California Sur,
Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca y Sonora (SAGARPA 2018).
Baja California (BC) es uno de los principales estados de captura comercial de pulpo,
con 155 ton/afio, contribuyendo asi con un 0.6% de la produccidén pesquera nacional
segun el Anuario Estadistico de Acuicultura y Pesca de México (2013). En BC la zona
de pesca con el mayor nimero de capturas registradas se ubica en Bahia de Los
Angeles, region costera geograficamente localizada al Oeste del poblado de Punta
Prieta y al Este de la Isla Angel de la Guarda, en el Golfo de California (SEMARNAT
2007; Armendariz-Villegas et al. 2014).

Octopus bimaculatus Verril, 1883 (pulpo café o pulpo de dos manchas) es una
especie nativa y de importancia comercial en el estado de BC (Lopez-Peraza et al.
2017; SAGARPA 2018). Se distribuye desde Santa Barbara, California (USA) hasta La
Paz, Baja California Sur (BCS) en el Océano Pacifico, y desde Puerto Pefiasco
(Sonora) y San Felipe (BC) hasta Bahia de La Paz (BCS) en el Golfo de California
(Armendéariz-Villegas et al. 2014; Lopez-Peraza et al. 2017). Octopus bimaculatus
habita en las costas rocosas intermareales y submareales (Jereb et al. 2014). Una de
sus caracteristicas morfolégicas peculiares es la presencia de un par de ocelos

(manchas de ojos falsos) conformados cada uno por un anillo azul iridiscente con
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apariencia de una cadena con eslabones rotos (Figura 2). Ambos ocelos se encuentran
ubicados en posiciones laterales de la cabeza entre la base del segundo y tercer par
de brazos (Hochberg 1980; Castellanos-Martinez 2008); presentan un brazo
hectocotilizado (el derecho del tercer par) armado de 134 a 157 ventosas (O’Brien et
al. 2018). Cada par de brazos presenta dos lineas armados cado uno de 200 a 320
ventosas (Jereb et al. 2014). Los huevos miden de 2 a 4 milimetros (mm) de longitud
y al eclosionar surgen paralarvas planctdnicas que duran de 2 a 3 meses en alcanzar

la fase juvenil (Jereb et al. 2014).

Junto con Octopus hubbsorum Berry 1953, O. bimaculatus es una de las especies
de interés para la captura comercial en el Golfo de California y una de las que sustenta
la actividad pesquera en BC (Alejo-Plata y Cerdenares-Ladrén de Guevara 2002;
Armendariz-Villegas et al. 2014). Octopus bimaculatus presenta una buena talla para
las actividades pesqueras riberefias de Bahia de Los Angeles; e.g., talla minima de
captura de 124 mm (machos) y 143 mm (hembras) de la Longitud del Manto Dorsal
(LMD) (Castellanos-Martinez 2008; SAGARPA 2018). Debido a la buena talla,
consumo y comercializacion en la region, O. bimaculatus es una especie que ha
interesado a distintos grupos de investigacion para estudiar su biologia, distribucion,
estacionalidad, habitos alimentarios, etologia, ontogenia y tasa de crecimiento (e.g.,
Ambrose 1982; Lopez-Rocha et al. 2012; Armendariz-Villegas et al. 2014; Lopez-
Peraza et al. 2014).

A pesar de su importancia comercial, los estudios sobre O. bimaculatus
realizados en Bahia de Los Angeles solo han sido enfocados en su explotacion
pesquera, dejando de lado las cuestiones parasitarias y su estado de salud, tema
primordial para cualquier producto de actividad comercial y de consumo humano (e.g.,
Pascual et al. 1996; Pascual et al. 2007; Guillén-Hernandez et al. 2018; Martinez-
Aquino et al. 2019; Pascual et al. 2019). Recientemente se registrd un micro-
depredador como “parasito” de O. bimaculatus de Bahia de Los Angeles, Stibarobdella
moorei (Oka, 1910) (Lépez-Peraza et al. 2017). Sin embargo, no se han realizado
estudios parasitolégicos para conocer qué, cuantas y cuales especies de helmintos

parasitan a O. bimaculatus en Bahia de Los Angeles, y si estos pudieran o no causar
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alguna parasitosis tanto para el producto pesquero (e.g., pulpos o peces de la regién),

como para el consumo accidental en el hombre (enfermedades zoondticas).

A A D2 S IR A AN A A

JSATASLO LS (o Lo
0

Figura 2. Vista dorsal del pulpo Octopus bimaculatus, mostrando los
ocelos laterales con apariencia de una cadena con eslabones rotos.
Tomado y modificado de Jereb et al. (2014).
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2. JUSTIFICACION

La mayor parte de las descripciones taxondémicas de helmintos se basan
Unicamente en la morfologia de especimenes en estado adulto, como es el caso de
las claves dicotomicas para trematodos (e.g., Manter 1947; Yamaguti 1971; Gibson y
Bray 1979, 1986; Bray et al. 1993; Gibson 2002). Frente a este reto, es necesario
generar una nueva fuente de informacién, combinando datos morfolégicos y
moleculares (e.g., secuencias de DNA), que permitan vincular las formas de estadios
adultos con sus formas larvarias (Blasco-Costa y Poulin 2017; Leiva et al. 2017,
Martinez-Aquino et al. 2017). En este sentido, explorar — por vez primera — la
parasitofauna de O. bimaculatus, permitira analizar su diversidad de trematodos y
saber simultaneamente si existen formas larvarias de especies Hemiuridae, y
contrastar esta informacion con los registros previos de otras partes del mundo. Asi,
debido a la importancia comercial y al completo desconocimiento de su fauna
parasitaria, O. bimaculatus es un excelente modelo para abordar en 3 tematicas el

estudio de larvas de trematodos pertenecientes a la familia Hemiuridae:

a) Sistematica Molecular y morfometria, para identificar taxondmicamente a
trematodos de la familia Hemiuridae que presente O. bimaculatus.

b) Parametros de infeccion parasitaria, para conocer cual es la abundancia y
prevalencia de trematodos de la familia Hemiuridae en O. bimaculatus.

c) Ciclos de vida, combinando la informacion de abundancia y prevalencia con la
determinaciéon taxondmica (morfolégica y molecular), para inferir si O.
bimaculatus pudiera actuar o no como hospedero intermediario o paraténico de

trematodos de la familia Hemiuridae en la region de estudio.

Por tanto, para abordar estas tematicas, en el presente estudio se planteé la

siguiente hipétesis y objetivos (general y particulares):
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3. HIPOTESIS

Octopus bimaculatus de Bahia de Los Angeles es infectado por trematodos de la

familia Hemiuridae en estado larvario.

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Realizar un estudio de sistematica molecular, combinado con la caracterizacion
morfolégica de trematodos de la familia Hemiuridae que infectan a Octopus
bimaculatus de Bahia de Los Angeles, Baja California, México.

4.2. Objetivos especificos

1) Describir los caracteres morfologicos de trematodos de la familia Hemiuridae de
Octopus bimaculatus mediante analisis morfométricos.

2) Estimar los parametros de infeccion parasitaria (prevalencia y abundancia) de
trematodos de la familia Hemiuridae de Octopus bimaculatus.

3) Generar secuencias de DNA del gen 28S (DNAr) de trematodos de la familia
Hemiuridae de Octopus bimaculatus para ser analizadas a través de métodos

filogenéticos e inferir hipotesis de ecologia evolutiva.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Obtencién de pulpos

Se realizaron seis muestreos en Bahia de Los Angeles (28°57'00.0"N;
113°31'12.0"W) en los meses de junio de 2018, y enero, marzo, abril, mayo y junio de
2019 (Figura 3). Los ejemplares de O. bimaculatus fueron recolectados por pescadores
locales mediante el uso de trampas empleadas en la pesca artesanal (Figura 4). El
namero de pulpos adquiridos en cada muestreo dependié de la disponibilidad del
recurso al momento por parte de los pescadores. Una vez recolectados los pulpos,
estos fueron almacenados en neveras (asegurando asi evitar su deterioro bioldgico)
para su transporte al Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (I110) de la Universidad
Auténoma de Baja California (UABC) campus Ensenada, para su posterior diseccion

e inspeccion parasitoldgica.

= i

o “L. ~ México
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Golfo de California '%%
R
29.5
e Bahia de Los Angeles,
- 29 Baja California —p»
2
=
©
-
28.5
Océano
Pacifico
28
-114.5 -114 -113.5 -113 -112.5 -112 -111.5 -1

Longitud (°W)

Figura 3. Localizacion del area de estudio: Bahia de Los Angeles, Baja California, México.
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TSN

Figura 4. Octopus bimaculatus de Bahia de Los Angeles, Baja California, México. Las flechas

en negro sefalan los ocelos conformados por un anillo azul iridiscente y con apariencia de

una cadena con eslabones rotos. (Fotografias de Jorge Fernandez Sanchez Salis).

5.2. Diseccion

Los pulpos fueron medidos individualmente con una cinta métrica (0.1 cm) para
el registro de la LMD, y posteriormente pesados con una Balanza Granataria Ohaus
(0.1 g). Los sexos de cada individuo se identificaron mediante la observacion directa
de sus gonadas (Anexo 1). Después, cada pulpo fue disectado en posicion ventral, se
extrajeron los Organos diana del aparato digestivo (i.e., buche, ciego, eséfago e
intestino) y se examinaron para la busqueda de trematodos. Los trematodos
recolectados fueron almacenados en una caja de Petri con solucién salina al 0.65% y
fijados para los estudios morfolégicos y moleculares (ver detalles mas adelante)
(Abdel-Ghaffar et al. 2013; Martinez-Aquino et al. 2019).

5.3. Estudio morfolégico

Para los estudios morfolégicos, los hemiuridos (Hemiuridae) se fijaron en
formalina al 4%. Posteriormente, se aplico la técnica de tincion Carmin clorhidrico que
consistié en lavar al espécimen por 24 horas en OH-70%, para después tefiir con

carmin clorhidrico durante 24 horas, o hasta encontrar la coloracidon adecuada de la
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muestra (Vidal-Martinez et al. 2001; Anexo 2). Los especimenes sobretefiidos se
aclararon aplicando alcohol acidulado hasta observar un contraste adecuado (e.g.,
translucidez de los organos internos). Después de la tincion, cada ejemplar se
deshidrat6 a través de una serie gradual de alcoholes (70%, 80%, 90%, 96% y 100%),
seguida del aclaramiento de las muestras con diversas concentraciones graduales de
aceite de clavo (AC) (10%, 50%, 90% y 100%), y posteriormente montados en
Balsamo de Canada para las preparaciones de muestras permanentes. El estudio
morfométrico (desarrollado en el Laboratorio de Biologia Evolutiva de Parasitos de la
Facultad de Ciencias, UABC-Ensenada) fue dado en micrometros (um), con el valor
promedio en la descripcidbn y entre paréntesis los minimos y maximos. Algunos
ejemplares fueron microfotografiados y dibujados digitalmente. La identificacion
taxonomica de los ejemplares trematodos fue realizada siguiendo las claves
dicotdmicas de hemiuridos de Gibsony Bray (1979), (1986), Bray et al. (1993) y Gibson
(2002).

5.4. Técnicas de biologia molecular

Para el analisis molecular, los parasitos fueron lavados con agua destilada y
fijados individualmente en tubos eppendorf con etanol absoluto (OH-100%).
Posteriormente, se realizé la extraccion de DNA mediante el Kit comercial DNeasy®
Blood & Tissue, QIAGEN, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
fueron digeridas con proteinasa K durante 3 hrs. El DNA obtenido fue amplificado
mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés Polymerase Chain Reaction) con oligonucleotidos del gen 28S DNAr, forward
391 5'-AGC GGA GGA AAA GAA ACTA A- 3'(Nadler y Hudspeth 1998) y reverse 536
5'-CAG CTA TCC TGA GGG AAA C- 3' (Garcia-Varela y Nadler 2005) a un volumen
total de reaccion de 45 uL conteniendo: 24.5 uL de agua libre de nucleasas, 2 yL de
cada oligonucledtido respectivo, 4 uL de DNA extraido y 12.5 uL de la solucion Master
Mix (ProMega), la cual esta compuesta por Taq polimerasa, Buffer (pH 8.5), 3 mM de
MgCl> y 400 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP). La mezcla fue sometida bajo
las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacién de 94°C por 5 min, 35 ciclos

de amplificacion (94°C por 1 min, 50°C por 1 min y 72°C por 1 min) y finalmente un
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ciclo de una elongacion final de 72°C por 10 min. Posteriormente, los productos de
PCR fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% y tefiidos en
GelRed, usando buffer TAE 1X como amortiguador de la reaccion y un marcador de
peso molecular de 1000 pb (ProMega). Las bandas obtenidas en el gel fueron
visualizadas para su corroboracion en un fotodocumentador de luz UV (Bio Doc-It2 315
Imaging System UVP, Cambridge, UK). Por ultimo, los productos de PCR de
amplificacion  fueron enviados a Genewiz South Plainfield, NJ, USA
(https://www.genewiz.com/) para su secuenciacién, aplicando oligonucledétidos
internos adicionales (forward 504 5'-CGT CTT GAA ACA CGG ACT AAG G- 3 [Garcia-
Varelay Nadler 2005]; reverse 503 5'-CC TTG GTC CGT GTT TCA AGA CG- 3 [Stock
et al. 2001]).

5.5. Alineamiento y analisis filogenético molecular

Las secuencias obtenidas de forward y reverse fueron ensambladas y editadas
para la obtencion de secuencias consenso en cada individuo a traves del software
Geneious Pro v 5.1.7. (Drummond et al. 2010). De cuatro individuos diferentes de
hemiuridos, se obtuvieron cuatro secuencias parciales del gen 28S de tres tamafos
distintos: dos de 1234 pares de bases (pb), una de 809 pb y otra de 1249 pb. Todas
las secuencias idénticas en sus segmentos alineados. Para el analisis filogenético, se
construy6 una base de datos con representantes de la familia Hemiuridae, siguiendo
a Bao et al. (2015), Atopkin et al. (2017) y Sokolov et al. (2019). Para ello, se realizo
una busqueda de secuencias homologas disponibles en la base de datos del GenBank
NCBI (Altschul et al. 1997). En total, se analizaron 17 secuencias: 14 pertenecientes a
Hemiuridae representando a 12 taxa y 3 secuencias adicionales referentes a
Bunocotyle progenetica Markowski 1936 (Bunocotylidae), Lecithaster gibbosus
(Rudolphi, 1802) (Lecithasteridae) y Merlucciotrema praeclarum (Manter, 1934)
(“Lecithasteridae”) como grupos externos siguiendo a Sokolov et al. (2019) (Tabla 2).
El alineamiento multiple de las secuencias fue realizado con el programa MAFFT v 1.0.
(Katoh y Standley 2016) a través de una interfase en la plataforma de Geneious. Se
utilizé el programa Gblocks v 0.91b (Castresana 2000) para excluir regiones ambiguas

en el alineamiento.
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Para seleccionar el modelo evolutivo que se ajustara a los datos se uso el
programa jModelTest v 2.1.3 (Darriba et al. 2012) mediante el Criterio de Informacion
Bayesiano (BIC, por sus siglas en inglés Bayesian Information Criterion). EI modelo
gue mejor se ajusto a la tasa de sustitucion de nucleétidos de los datos de secuencias
parciales del gen 28S fue TIM3+G (Posada 2008), el cual pertenece a la familia GTR
con diferentes tasas de variacion (Arenas 2015). Seguidamente, se realiz6 la
reconstruccion del arbol filogenético mediante Inferencia Bayesiana usando el
programa MrBayes v 3.2.2 (Ronquist et al. 2012) con los siguientes pardmetros: Nst 6;
ajuste del modelo a 6 tipos de parametros, tasa gamma; distribucion gamma para
zonas de secuencias con mayor probabilidad de sustitucién, ngammacat 4; nimero de
categorias discretas utilizadas para una aproximacion gamma. La reconstruccion se
realizé usando el algoritmo de Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC), con 4
corridas en paralelo por 2 x 10% generaciones, con un diagnéstico para cada 1000
generaciones, el cual es el apropiado para analisis de datos mayores a 10 terminales
(Ronquist et al. 2012).

La robustez 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). El arbol de consenso de mayoria obtenido fue visualizado y editado en el

programa FigTree v 1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Finalmente, se

estimo la distancia genética en el software MEGA X v 10.1 (Kumar et al. 2018), usando
el algoritmo de p-distance, mediante el método de Bootstrap, con los parametros de
500 réplicas y con una tasa de sustitucion nucleotidica uniforme (transiciones y

transversiones).
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Tabla 2. Lista de especies de la familia Hemiuridae con secuencias parciales del gen 28S disponibles en el GenBank y usadas en el andlisis

filogenético de este estudio. Grupos externos (*). Familia sin caracterizar (&) y subfamilia sin caracterizar (8) siguiendo a Bao et al. (2015),
Atopkin et al. (2017) y Sokolov et al. (2019).

ESPECIE

HOSPEDERO

NUMERO DE ACCESO VOUCHERS
(28S); GENBANK

REFERENCIA

Aphanurus mugilus (Aphanurinae)

Dinurus longisinus (Dinurinae)
Lecithocladium excisum (Elytrophalinae)
Hemiurus appendiculatus (Hemiurinae)
Hemiurus luehei (8) (Hemiurinae)
Lecithochirium caesionis (Lecithochiriinae)
Lecithochirium floridense (Lecithochiriinae)

Lecithochirium floridense (Lecithochiriinae)

Lecithochirium microstomum (Lecithochiriinae)
Brachyphallus crenatus (8)
Plerurus digitatus (Plerurinae)

Dinosoma synaphobranchi (8)

Pulmovermis cyanovitellosus (Pulmoverminae)
Bunocotyle progenetica (Bunocotylidae) *

Lecithaster gibbosus (Lecithasteridae) *

Merlucciotrema praeclarum (%) *

Moolgarda (Osteomugil) engeli (Mugilidae)
Coryphaena hippurus (Coryphaenidae)
Caesio cuning (Caesionidae)

Alosa alosa (Clupeidae)

Ophidion rochei (Ophidiidae)

Caesio cuning (Caesionidae)

Syacium papillosum (Paralichthyidae)
Pterois volitans (Scorpaenidae)

Trichiurus lepturus (Trichiuridae)
Salvelinus leucomaenis (Salmonidae)
Scomberomorus commerson (Scombridae)
Antimora microlepis (Moridae)

Laticauda semifasciata (Elapidae)
Hydrobia (Peringia) ulvae (Hydrobiidae)
Merlangius merlangus (Gadidae)

Cataetyx laticeps (Bythitidae)

LT607807

AY222202

AY222203

KR349118

MH628316

AY222200

MK558793 CNHE11081

KU527428-29 1254615-8

KC985235 GCRL06513

MH628299

AY222201

MH628302 AM14.1, AM11, AM3

MH628314 NSMT-P16348

DQ354365

AY222199

AY222204 BMNH1995.7.25.4—7

Atopkin et al. 2017
Olson et al. 2003
Olson et al. 2003
Bao et al. 2015
Sokolov et al. 2019

Olson et al. 2003

Vidal-Martinez et al. 2019

Claxton et al. 2017

Calhoun et al. 2013

Sokolov et al. 2019

Olson et al. 2003

Sokolov et al. 2019

Sokolov et al. 2019

Pankov et al. 2006

Olson et al. 2003

Olson et al. 2003
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5.6. Parametros de infeccidn parasitaria y andlisis estadistico

Para caracterizar la infeccidon de los hemiuridos recolectados en O. bimaculatus

durante los 6 meses de muestreo, se calcularon los siguientes parametros de infeccion

conforme a Bush et al. (1997):

1)

2)

3)

Prevalencia (P): numero de hospederos infectados por una especie de parasito
determinada entre el numero total de hospederos de la muestra por 100 (los

valores se expresan en porcentaje).

No.Hospederos infectados

: 100
No.Hospederos de la muestra

Abundancia media (AM): numero de individuos de una especie de parasito
determinada entre el nimero total de hospederos de la muestra.

No.Total de parasitos

AM:
No.Hospederos de la muestra

Intensidad media (IM): numero de individuos de una especie de parasito

determinada entre el niumero total hospederos infectados de la muestra.

No.Total de parasitos
IM

‘No. Hospederos infectados

Para estimar si existe efecto o no del sexo de O. bimaculatus sobre la abundancia

de Lecithochirium sp. se utilizo la prueba de Mann-Whitney.
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6. RESULTADOS
6.1. Caracterizacion morfoldgica de Lecithochirium sp. en fase inmadura

Clasificacion taxonémica siguiendo a Gibson (2002) y WoRMS (2020).
Clase: Trematoda Rudolphi, 1808

Subclase: Digenea Carus, 1863
Orden: Plagiorchiida La Rue, 1957
Superfamilia: Hemiuroidea Looss, 1899
Familia: Hemiuridae Looss, 1899
Subfamilia: Lecithochiriinae Lihe, 1901
Género: Lecithochirium Luhe, 1901
Lecithochirium sp. (Figura 5)

La caracterizacion morfoldgica y sus medidas fueron realizadas con base en 22
ejemplares inmaduros. Cuerpo elongado, redondeado en la parte anterior y trunca por
la parte posterior. Cuerpo total (soma) con 919 (750-1128.6) de largo y 299.3 (185—
410) de ancho. Ecsoma obtuso y parcialmente retraido con 100 (67.5-122.5) de largo
y 78.3 (70-90) de ancho. Ventosa oral subterminal, musculosa, semicircular u ovalada,
con 134.8 (187.5-210) de largo y 138.6 (101.3—-162.5) de ancho. Tegumento liso sin
espinas. Ventosa ventral musculosa en posicion ligeramente preecuatorial con 226.1
(139.5-290) de largo y 242.3 (177.5-300) de ancho. Dimensién de la ventosa ventral
casi del doble a la ventosa oral, con proporcion de 1:1.64 (intervalo de 1:1.47 a 1:1.86).
La distancia entre la ventosa oral y la ventosa ventral es de 185.4 (117.5-246.25),
representando un 20% de la longitud total. Prefaringe ausente. Faringe doliforme y
prominente con 57.9 (47.5-72.5) de largo y 61.4 (52.5-65) de ancho. Poro genital en
la parte posterior al ciego intestinal y anterior al esd6fago corto. El poro genital
conectado al saco del sinus (poco distinguible) y a la vesicula seminal sacular (poco
distinguible). Dos testiculos ovales, irregulares, ligeramente simétricos y oblicuos
(posicién media entre la horizontal), ubicados debajo de la ventosa ventral de modo
lateral. Testiculo derecho de 23.3 (20-25) de largo y 25 (20-27.5) de ancho, testiculo
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izquierdo de 25.8 (22.5-27.5) de largo y 25 (20-27.5) de ancho. Ovario semiesférico,
ubicado en la parte posterior de la linea media ecuatorial del cuerpo y postesticular,
23.8 (20-27.5) de largo y 32.5 (25-40) de ancho. Dos glandulas vitelégenas con
bordes ovales irregulares y sobrepuestas entre ellas. Poro somatico ubicado en la
region posterior del cuerpo, con 148.5 (42.5-290) de largo y 153 (107.5-180) de
ancho. Ciego extendido hasta la parte posterior del cuerpo y terminando antes de llegar
al ecsoma. Bifurcacion cecal antes de la ventosa ventral. Vesicula excretora

aparentemente en forma de “Y”.

Comentarios. - Los ejemplares recolectados en el presente estudio fueron en su
totalidad especimenes en estadio inmaduro. Por tanto, algunos 6rganos adn no han
completado su desarrollado, e.g., glandulas vitelégenas aparentemente con l6bulos
ovales (el numero de l6bulos es difuso), testiculos de tamafio reducido (posiblemente
por su inmadurez) y otros caracteres (Utero, el metratermo, el poro excretor y el ducto
hermafrodita), con distincion inconspicua que obstaculizan una determinacion

taxonomica especifica.
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Figura 5. Vista ventral de Lecithochirium sp. con el ecsoma invaginado (Laminilla #H36P28). Ventosa
oral (Vo); Faringe (Fr); Poro genital (Pg); Ciego Intestinal (Ci); Ventosa ventral (Vv); Testiculos (Ts);
Ovario (Ov); Vitelégenas (Vt); Ecsomaretraido (E). Dibujo realizado a un aumento de 10X. Fotografia

tomada con el software ZEN lite, Blue edition (Zeiss).
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6.2. Parametros de lainfeccion de Lecithochirium sp.

En total, se recolectaron 39 O. bimaculatus (23 machos y 16 hembras; entre 5 y
13 por mes muestreado) con una LMD promedio de 145.51 +21.78 (110 min—200 max)
mm y peso promedio de 1035.50 + 382.99 (476.50 min—1,656 max) gr. De estos
pulpos, 7 (18%) estuvieron infectados por Lecithochirium sp., con un numero total de
100 hemiuridos larvales recolectados y una intensidad promedio de 14.29 (+ 12.08)
(Tabla 3). Enero fue el mes en que se recolectd el mayor nimero de pulpos (13). Mayo
fue el mes con el mayor nimero de hospederos infectados (4) y el mayor nimero de
especimenes parasitos recolectados (53 ejemplares). En marzo se registro el
hospedero con la mayor abundancia parasitaria (35 individuos). En enero y mayo se
registraron los hospederos de menor abundancia (2 individuos en cada caso) (Anexo
1). Ademas, los valores en la abundancia de Lecithochirium sp. en los pulpos machos

y hembras no presentaron diferencias significativas (W= 0.190, P > 0.05).

Tabla 3. Parametros de infeccién parasitaria de Lecithochirium sp. de Octopus bimaculatus. *
Desviacion estandar; Pd= Pulpos disectados; Pi = Pulpos infectados; P (%) = Prevalencia; IM =

Intensidad media; AM = Abundancia media.

MUESTREO Pd Pi P (%) IM AM
Junio 2018 5 0
Enero 2019 13 1 8% 2 0.15+0.55
Marzo 2019 6 2 33% 22.5+17.68 7.50 + 14.05
Abril 2019 5 0
Mayo 2019 5 4 80% 13.25+9.54 10.60 + 10.16
Junio 2019 5 0
Total 39 7 18% 14.29 + 12.08 256+ 7.34
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6.3. Reconstruccién filogenética

De las 18 secuencias de Hemiuridae usadas para la reconstruccion filogenética,
cuatro provienen del buche de O. bimaculatus (i.e., Lecithochirium sp., obtenidas en
este estudio), 13 hemiuridos asociados al estbtmago e intestino de peces teledsteos, y
una del pulmoén de la serpiente marina Laticauda semifasciata (Reinwardt, 1837)
(Squamata: Elapidae). En total, 21 secuencias del gen 28S (incluyendo grupos
externos) fueron analizadas para explorar las relaciones filogenéticas de Hemiuridae,

descubriendo dos Clados Mayores:

1) Clado Mayor 1, que incluye a las especies del género Lecithochirium
(Lecithochiriinae), junto con Pulmovermis cyanovitellosus Coil y Kuntz, 1960
(Pulmoverminae) y a H. luehei (Hemiurinae), pero sin soporte estadistico en el nodo

gue agrupa a H. luehei.

2) Clado Mayor Il, que muestra las relaciones filogenéticas de Plerurus digitatus
(Looss, 1899) Looss, 1907 [Plerurinae], B. crenatus, Dinosoma synaphobranchi
(Yamaguti, 1938), Hemiurus appendiculatus (Rudolphi, 1802) [Hemiurinae],
Aphanurus mugilus Tang, 1981 [Aphanurinae], L. excisum [Elytrophallinae], Dinurus
longisinus Looss, 1907 [Dinurinae], pero sin soporte estadistico en el nodo que agrupa

a P. digitatus (Figura 6).

Con base en los andlisis filogenéticos, se descubrié que las muestras se
incorporan en el Clado Mayor I, dentro de la subfamilia parafilética Lecithochiriinae. De
manera paralela, se detectd que los cuatro hemiuridos inmaduros de Lecithochirium
sp. (parasitos de O. bimaculatus), forman un grupo monofilético con un valor de
soporte estadistico alto (PP = 1). El clado de Lecithochirium sp. es hermano de P.
cyanovitellosus (Pulmoverminae), con un soporte estadistico alto (PP > 0.95); mientras
gue H. luehei (Hemiurinae) es el grupo hermano de Lecithochirium sp. y P.
cyanovitellosus, pero sin soporte estadistico. A su vez, el arbol flogenético muestra
gue las especies del Golfo de México — L. microstomum y Lecithochirium floridense
(Manter, 1934) -— son grupos hermanos; mientras que la especie de la Isla Heron

(Australia) — Lecithochirium caesionis Yamaguti, 1942 — es la especie hermana de los
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clados ((H. luehei (P. cyanovitellosus + Lecithochirium sp.)), (L. microstomum + L.

floridense)).

La distancia genética calculada por el andlisis de p-distances para las especies
de la familia Hemiuridae (excluyendo los grupos externos), sefialé que Lecithochirium
sp. presenta una distancia genética de 3.06% con P. cyanovitellosus, seguida de las
especies L. floridense (4.11%), H. luehei (4.91%), L. microstomum (5.43%) vy L.
caesionis (5.84%) (Anexo 3).

Pagina | - 29 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

. h Hd: Ophidion rochei Cerca del Mar Negro,
Hemiurus luehei (MHG28316) {Ophidiidac) Sy ey
o . " Hd: Laticauda semifasciata ?ﬁ Pulmoverminae
' d (MHE28314) (Latcaudinzer* Isla Ishigaki, Japon
Lecithochirium sp. Sec. 902 Lecithochiriinae
®
P Bahia de Los Angeles,
@ | Lecithochirium sp. Sec. 901 Hi: Octopus bimaculatus * Golfo de Califcrniga_ BC
(Octopodidae)
i Lecithochiium sp. Sec. 895 (Bl
Lecithochirium sp. Sec. 900
o P Hd: Trichiurus lepturus
Lecithochirium microstomum (KC985235) (Trichiuridae) .
e
L Lecithochiram flridonsa (MKSBETS3) (e venmny " (e g
: 3
QLADO MAYOR | Lecithochim fordens (KUS27428) 1. phombopites curcrbens o< 8 3
(Lutjanidae) =
c
Lecithochirium floridense (KU527429) E_
[
R - Hd: Caesio cuning Isla Heron, o
(AY222200) (Caesionidae)* .( Queensland, Australia
° ° Dinurus longisinus (AY222202)| Dinurinae
® Lecithocladium excisum (AY222203) | Elytrophallinae
o e Aphanurus mugilus (LT607807) | Aphanurinae
® Hemiurus appendiculatus (KR349118) | Hemiurinae
o |CLADO MAYOR I
— Brachyphailus crenatus (MH628298)
Dinosoma synaphobranchi (MH628302)
Plerurus digitatus (AY222201) | Plerurinae
M iotrema p (AY222204)

Lecithaster gibbosus (AY222199)

Bunocolyle progenetica (DQ354365)

005
Figura 6. Arbol filogenético obtenido por Inferencia Bayesiana a partir de secuencias parciales del
gen 28S para especies de la familia Hemiuridae. Los circulos negros sobre los nodos indican la
probabilidad posterior (PP = 0.95). La barra representa la distancia de sustitucion nucleotidica. Hi:

Hospedero intermediario. Hd: Hospedero definitivo. (*): Especificidad hospedatoria.
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7. DISCUSION
7.1. Determinacién taxonémica de gusanos inmaduros Lecithochirium sp.

La taxonomia e identificacién de las especies de Lecithochirium ha sido compleja
debido al alto polimorfismo morfologico intra e interespecifico, aunado a una escasa o
nula informacién de sus formas larvarias, lo que imposibilita la comparacion entre sus
formas larvarias, inmaduras y adultas (e.g., Jousson et al. 1999; Abdel-Ghaffar et al.
2015; Blasco-Costa Poulin 2017; Leiva et al. 2017). Todos los especimenes de
Lecithochirium sp. obtenidos en este estudio fueron encontrados en fase inmadura,
con ausencia de huevos y con caracteres sexuales poco desarrollados; e.g., saco del
sinus, ovarios, vesicula seminal y testiculos. Por esta razon, solo fue posible identificar

los especimenes a nivel de género (ver discusidon mas adelante).

La mayoria de las especies del género Lecithochirium han sido registradas en
peces teledsteos como parasitos eurixenos (e.g., L. floridense y L. microstomum) (e.g.,
Manter 1947; Bray 1991; Bray et al. 1993; Timi et al. 1999; Overstreet et al. 2009; Liu
et al. 2010; Bullard et al. 2011; Florencia et al. 2011; Morsy et al. 2012; Calhoun et al.
2013; Claxton et al. 2017). Sin embargo, algunas de sus especies han mostrado
patrones de especificidad hospedatoria, e.g., Lecithochirium genypteri Manter, 1954 y
L. caesionis (Coil y Kuntz 1960; Bray 1991; Bray et al. 1993; Gibson 2002).

En peces teledsteos del Golfo de California se han registrado dos especies de
Lecithochirium en fase adulta: Lecithochirium ostichthydis Yamaguti, 1970 (en la Isla
San Esteban, Sonora) y Lecithochirium magnaporum Manter, 1940 (en El saladito,
Bahia de la Paz, BCS) (Villarreal-Lizarraga 1995; Monrroy-Escamilla 2005). Debido a
gue en este estudio los ejemplares de Lecithochirium se encontraron en etapa
inmadura, no fue posible vincular su morfotipo con alguna de las dos especies
registradas en el Golfo de California. Aun asi, siguiendo los criterios taxonémicos de
distintos autores (i.e., Gibson y Bray 1979, 1986; Bray et al. 1993; Gibson 2002; Bartoli
y Gibson 2007; Abdel-Ghaffar et al. 2015), se identific6 tentativamente a los
especimenes como pertenecientes al género Lecithochirium con base en los

siguientes caracteres morfologicos: 1) Presencia de un ecsoma desarrollado; 2)
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Vesicula seminal sacular; 3) Dos glandulas vitelégenas con bordes irregulares y
sobrepuestas (con tendencia a formar I6bulos ovales); 4) Presencia de dos testiculos
simétricos ubicados lateralmente por debajo de la ventosa ventral; 5) Prefaringe
ausente; 6) Presencia de un poro genital localizado entre la ventosa ventral y la faringe,
cerca de la bifurcacién cecal.

Es importante mencionar que L. ostichthydis (registrado como adulto en el
estébmago de una morena, Gymnothorax sp.) (Monrroy-Escamilla 2005), y las muestras
aqui diagnosticadas como Lecithochirium sp. (infectando el buche de O. bimaculatus
en estadio inmaduro), comparten algunas caracteristicas morfolégicas, ademas de las
de pertenecer al mismo género, e.g., 1) un par de testiculos ovoides, simétricos y
ligeramente oblicuos, localizados lateralmente por debajo de la ventosa ventral, 2) poro
genital ubicada a la altura del borde posterior de la faringe y por arriba de la ventosa
ventral y 3) vesicula seminal sacular ubicada en la parte anterior de la ventosa ventral.
En este contexto, Ambrose (1988) registro a la morena de California — Gymnotorax
mordax (Ayres, 1859) — cohabitando en una misma grieta marina con pulpos hembra
de O. bimaculatus incubando huevos en la Isla de Santa Catalina, California (USA).
Ambrose (1988) no observo evidencia de depredacion de pulpos O. bimaculatus
(hembras) por parte de G. mordax; sin embargo, sugirio la posibilidad de la interaccion
depredador (G. mordax) — presa (O. bimaculatus). Por su parte, Hofmeister y Voss
(2017) sefalaron que G. mordax es un depredador nocturno de pulpos O. bimaculatus
en la Isla Santa Catalina, California. Ademas, G. mordax es considerada una especie
demersal que habita en zonas rocosas a profundidades de 40 metros por debajo del
nivel del mar (habitat similar a O. bimaculatus) (Ambrose 1982; Eschmeyer et al. 1983;
Hofmeister y Voss 2017). De igual manera, se conoce que las hembras de O.
bimaculatus, al momento de la puesta de huevos, son vulnerables a la depredacion
ante el gasto energético que representa el cuidado de sus huevos, e.g., por falta de
alimentacién y movimientos aletargados (Armendariz-Villegas et al. 2014; Lépez-
Peraza et al. 2014). Ante estas posibles evidencias de depredador—presa, seria
interesante explorar la posibilidad de vincular los parasitos de Lecithochirium sp. de O.

bimaculatus (presente estudio) con los de las morenas del género Gymnotorax en

Pagina | - 32 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

Bahia de Los Angeles, para corroborar o no a la morena como el hospedero definitivo

de los hallazgos en pulpo.

7.2. Parametros de infeccién de Lecithochirium sp.

Overstreet y Hochberg (1975) y Hochberg (1990), con base en valores bajos de
prevalencia (< 10%) registrados entre Cephalopoda—Hemiuridae (e.g., L. microstomum
como parasito del calamar Lolliguncula brevis (Blainville, 1823) y Elytrophallus sp.
como parasito del pulpo J. heathi), sugirieron que los hemiuridos son parasitos
accidentales de los cefalépodos. En contraste, en el presente trabajo se encontraron
mayores valores de prevalencia (18%). Por tanto, se sugiere que Lecithochirium sp.
puede ser una especie parasita comun de O. bimaculatus. Asimismo, con base en los
valores de prevalencia observados en este estudio, se infiere que O. bimaculatus

puede ser un hospedero intermediario o paraténico para Lecithochirium sp.

Distintas fases larvarias (e.g., cercaria y metacercaria) y estadios inmaduros de
Hemiuridae han sido registrados en invertebrados como crustaceos y bivalvos, lo que
ha llevado a considerarlos por los distintos autores como sus hospederos
intermediarios (e.g., Overstreet y Hochberg 1975; Hochberg 1990; Kgie 1992,1995;
Bao et al. 2015). Armendariz-Villegas et al. (2014) registraron en Bahia de Los Angeles
una preferencia alimentaria (consumidores especialistas) de machos y hembras de O.
bimaculatus por crustaceos (e.g., Portunidae y Xanthoidea) y bivalvos (e.g.,
Glycymeridae, Pectinidae y Veneridae). En este estudio, no se encontraron
abundancias ni valores de prevalencia de Lecithochirum sp. asociados a los sexos de
los hospederos infectados; dos hembras con 35y 19 especimenes parasitos, respecto
a cinco 5 machos con valores de abundancia de 23, 10, 9, 2 y 2 especimenes
parasitos. Sin embargo, con base en las observaciones realizadas durante las
disecciones parasitologicas de los érganos internos de O. bimaculatus (ciego, buche,
eso6fago e intestino), se logré detectar crustaceos no identificados como parte de su
dieta. Madhavi (1968) y Hochberg (1990) han documentado que los crustaceos (e.g.,
copépodos del género Paracalanus y Calanus) sirven como segundos hospederos
intermediarios de metacercarias de didymozoideo. Kgie (1992) ha sefialado que los

copépodos calanoides son segundos hospederos intermediarios de metacercarias de
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B. crenatus, respectivamente. Por tanto, es posible inferir que algunos crustaceos
residentes de Bahia de Los Angeles sean utilizados como segundos o terceros
hospederos intermediarios de Lecithochirium sp.

7.3. Relaciones filogenéticas

La topologia del arbol filogenético de la familia Hemiuridae fue similar a la
obtenida previamente por Pankov et al. (2006), Bao et al. (2015), Atopkin et al. (2017)
y Sokolov et al. (2019). Tres especies del género Lecithochirium (L. floridense, L.
microstomum y L. caesionis), representadas por cinco secuencias parciales del gen
28S disponibles en GenBank, mas cuatro secuencias parciales del mismo gen,
obtenidas de gusanos inmaduros Lecithochirium sp. (presente estudio), fueron
analizadas para poner a prueba la monofilia de las especies del género Lecithochirium.
Ademas, 12 secuencias representando a 10 especies de Hemiuridae incluidas en 7
subfamilias, fueron incluidas en el analisis. Asi, se descubrieron dos clados mayores:
1) Clado Mayor |, con representantes de Lecithochiriinae, Pulmoverminae vy
Hemiurinae. 2) Clado Mayor Il, con representantes de Aphanurinae, Dinurinae,
Elytrophallinae, Hemiurinae y Plerurinae. Las subfamilias fueron clasificadas siguiendo
los criterios taxondmicos de Gibson (2002), Bao et al. (2015), Atopkin et al. (2017) y
Sokolov et al. (2019). Los datos aportados en esta investigacion se ubican en el Clado

Mayor I; por tanto, su estructura interna se discute a continuacion.

Clado Mayor I: En este clado se observa que L. caesionis, distribuido en las
costas de la Isla Heron, Australia (Olson et al. 2003), es el grupo hermano del clado
representado por 2 sub-clados; (L. microstomum + L. floridense) y (H. luehei (P.
cyanovitellosus + Lecithochirium sp.)). Las especies que se distribuyen en aguas del
Golfo de México (L. microstomum y L. floridense) forman un clado (Claxton et al. 2017;
Calhoun et al. 2013; Vidal-Martinez et al. 2019); mientras que las muestras obtenidas
de Lecithochirium sp., hasta el momento, estan restringidas al Golfo de California. Por
tanto, con base en las relaciones filogenéticas de Lecithochirium spp., es posible inferir
gue cada especie podria presentar un patron biogeografico alopatrico, asociado a los
mares en los que se distribuyen. Para el sub-clado de (H. luehei (P. cyanovitellosus +

Lecithochirium sp.)), el nodo de H. luehei no presentd soporte estadistico. La relacion
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entre H. luehei (Hemiurinae) con taxa incluidos en dos subfamilias distintas (e.g., P.
cyanovitellosus (Pulmoverminae) + Lecithochirium sp. (Lecithochiriinae) puede
representar un problema de determinacion taxondmica. Por ejemplo, Sokolov et al.
(2019) lamentablemente no proporcionaron ejemplares de depdsito (e.g.,
paragenofilos) en colecciones bioldégicas como evidencia morfoldgica para vincularla
con su secuencia MH628316 asociada a H. luehei. Los ejemplares paragenofilos (i.e.,
ejemplares de parasitos de la misma especie que el material usado para la generacion
de datos moleculares, recolectado desde el mismo sitio de infeccion y hospedero), son
un vinculo esencial entre los datos de secuencias de DNA y los taxa, proporcionando
un medio para verificar y confirmar el estatus taxonémico de las especies parasitas
(Pleijel et al. 2008). Por tanto, aqui se sefiala que es necesaria una futura revision
morfolégica de las muestras de H. luehei (MH628316) del Mar Negro, Sevastopol,

Rusia, para apoyar futuras relaciones filogenéticas que utilicen esta fuente de datos.

La relacion detectada en el presente trabajo de P. cyanovitellosus
(Pulmoverminae) + Lecithochirium sp. (Lecithochiriinae), presenta un nodo con alto
valor de soporte estadistico (PP > 0.95). Aun cuando las secuencias de Lecithochirium
sp. proceden de organismos inmaduros, se ha reconocido que los estadios inmaduros
(i.e., metacercarias no enquistadas o adultos inmaduros) tendrian los mismos
caracteres morfolégicos al estado adulto, salvo que los estadios inmaduros no
presentarian caracteres sexuales desarrollados y prominentes (Galaktionov y
Dobrovolskij 2003; Lunaschi 2017). Por tanto, se esperaria que los especimenes
inmaduros de Lecithochirium sp. de este estudio pudieran tener rasgos morfologicos
de especies de Lecithochirium adultos residentes del Golfo de California (e.g., L.
ostichthydis o L. magnaporum) (Villarreal-Lizarraga 1995; Monrroy-Escamilla 2005).
Por esta razon, siguiendo a Coil y Kuntz (1960), Sandars (1961), Gibson y Bray (1979)
y Gibson (2002), se detectaron claras diferencias morfolégicas entre P. cyanovitellosus
(en estadio adulto) y Lecithochirium sp. (en estadio inmaduro) que son importantes

mencionar a continuacion.

Pulmovermis cyanovitellosus (un parasito del pulmoén de serpientes marinas) y

Lecithochirium sp. (un paréasito del buche de O. bimaculatus), se diferencian por la
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longitud del cuerpo, e.g., P. cyanovitellosus posee un cuerpo extremadamente
alargado en contraste con Lecithochirium sp. (17 mm vs 919 pm; 18:1). Lecithochirium
sp. presenta un esofago corto, caracter ausente en P. cyanovitellosus. Pulmovermis
cyanovitellosus dispone de un ecsoma reducido (casi imperceptible), en cambio
Lecithochirium sp. tiene un ecsoma desarrollado (retraido o parcialmente evaginado).
Pulmovermis cyanovitellosus cuenta con dos testiculos en tandem y simétricos, muy
distante de la ventosa ventral y ubicados por debajo de la linea media ecuatorial de su
cuerpo, mientras que Lecithochirium sp. presenta los dos testiculos simétricos y
ligeramente oblicuos, localizados lateralmente por debajo de la ventosa ventral. El
ovario en ambas especies se encuentra en disposicion postesticular, ocasionalmente
dividido en lébulos (dorsal y ventral) para P. cyanovitellosus y semiesférico en
Lecithochirium sp. La vesicula seminal tiene forma sacular para Lecithochirium sp. y

tubular para P. cyanovitellosus.

La distancia genética entre las especies relacionadas de P. cyanovitellosus y
Lecithochirium sp. fue de 3.06%, lo que concuerda con lo previamente registrado para
otros grupos de Hemiuridae; e.g., 2.99% entre A. mugilus (Aphanurinae) y D.
longisinus (Dinurinae), 2.99% entre A. mugilus y L. excisum (Elytrphallinae) (Atopkin
et al. 2017). Es importante sefialar que la secuencia de P. cyanovitellosus (MH628314)
presenta como hospedero definitivo a la serpiente marina L. semifasciata y proviene
de la Isla Ishigaki, Japon (Sokolov et al. 2019). Las secuencias de Lecithochirium sp.
generadas en este estudio, son las primeras en analizarse sobre un contexto
filogenético, representando a cefalopodos como hospederos
intermediarios/paraténicos desde el Golfo de California. Por tanto, resalta la necesidad
de conocer cual es el hospedero definitivo para las muestras de Lecithochirium sp.

aqui analizadas, para esclarecer sus relaciones filogenéticas dentro de Hemiuridae.

7.4. Distancias genéticas

Los valores de distancia genética interespecifica en Lecithochirium oscilaron
entre 4.11-5.84%. Respecto a otras especies pertenecientes a otros géneros y
subfamilias, las muestras de Lecithochirium sp. presentaron valores con intervalos de

distancia genética de 3.06-14.98%, e.g., 3.06% con P. cyanovitellosus
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(Pulmoverminae), 12.93% con P. digitatus (Plerurinae) y 14.98% para H.
appendiculatus (Hemiurinae). Los valores de las distancias genéticas obtenidos en
este estudio resultaron similares a los obtenidos por Atopkin et al. (2017). Sin embargo,
debido a los distantes intervalos observados entre las subfamilias de Hemiuridae, es
necesario generar mas datos genéticos provenientes de distintos grupos de
Hemiuridae para evitar una posible sobreestimacion causada por la carencia de

informacion.

En efecto, las muestras identificadas con base en datos morfolégicos
corresponden al género Lecithochirium. Ademas, respecto a los andlisis moleculares
se obtuvo que Lecithochirium sp. es hermano de P. cyanovitellosus. Por tanto, se
puede sefialar que el género Lecithochirium y la subfamilia Lecithochiriinae son grupos
parafiléticos. No obstante, se requieren mas estudios que generen nuevos datos de
secuencias de DNA (del mismo gen 28S) para especies de Lecithochirium y de la
subfamilia Lecithochiriinae, incluyendo evidencia morfologica que valide la identidad
de cada secuencia/especie, con el fin de obtener una mayor resolucioén para apoyar o

contrastar las inferencias filogenéticas aqui descubiertas.

Pagina | - 37 -



Facultad de Ciencias Marinas (2020)

8. CONCLUSIONES

Octopus bimaculatus es infectado por trematodos de la familia Hemiuridae en
estadio inmaduro, lo que puede ser evidencia de la participacion del parasito en la
compleja red trofica de organismos marinos de Bahia de los Angeles.

Los datos morfolégicos y moleculares apoyan que los especimenes analizados
pertenecen al género Lecithochirium y que su grupo hermano es P. cyanovitellosus.

El presente trabajo representa el primer registro de formas inmaduras de
Lecithochirium sp. en O. bimaculatus de Bahia de Los Angeles.

Los valores de prevalencia observados en este estudio sugieren que O.

bimaculatus podria ser un hospedero intermediario o paraténico para Lecithochirium

sp.
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9. PERSPECTIVAS

Ampliar el tamafio de muestra y los meses de estudio, inclusive desarrollar un
trabajo interanual (3 afios minimo) para esclarecer la relacion tréfica de las presas de
O. bimaculatus con Lecithochirium sp., con la finalidad de determinar su dindmica
alimentaria monociclica para descubrir a los primeros hospederos intermediarios de

Lecithochirium sp.

Realizar un muestreo preliminar desde la zona intermareal a 50 metros por
debajo del nivel del mar (Armendariz-Villegas et al. 2014) en Bahia de Los Angeles,
para la recolecta de peces teledsteos que habiten en dicha zona (adaptacién similar a
O. bimaculatus), y poder con ello, efectuar una previa revision parasitoldgica en la
busqueda del (los) hospedero (s) definitivo (s).
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11. ANEXOS

Anexo 1. Morfometria de pulpos Octopus bimaculatus y registro de abundancias
parasitarias por cada hospedero. LDM: Longitud Dorsal del Manto; PT: Peso Total,
AP: Abundancia parasitaria.

Individuo Mes Macho Hembra LDM (mm) PT (gr) AP
1 d 140 1054.8
2 Q@ 150 969.1
3 Junio-2018 Q 160 1229..1
4 d 160 1555.5
5 Q 170 1224.6
Q 170 1630.4
J 130 930 2
3 130 792.6
3 110 580.6
Q 110 531.4
Q 130 598
Q 140 1051.2
3 140 928.6
Q 120 644.4
d 130 795
d 130 761.2
Q@ 130 922.2
J 120 550.4
19 Q@ 180 1540
20 Q@ 180 1510 35
21 ) 190 1617.3
22 Marzo-2019 3 200 1343.9
23 ) 150 926.4
24 ) 140 859.7 10
25 J 140 759
26 Q@ 150 993
27 Abril-2019 3 140 897.5
28 J 150 1056.6
29 J 150 762
) 150 925 9
J 140 1119.9 2
Q@ 110 476.5 19
J 120 697.3 23
Q@ 160 1220
Q@ 135 1517
Q@ 140 1254
J 140 1098
J 170 1656
J 170 1600
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Anexo 2. Orden metodoldgico del proceso de tincibn mediante Carmin clorhidrico.
OH = Etanol. ACID = Alcohol acidulado.

OH-70% [N =) OH-70%

24 horas 24 horas

OH-80% OH-96% 0H-100%

AC-10% - AC-50% AC-90% ‘ AC-100%
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Anexo 3. Matriz de distancias genéticas calculada por el método de p-distances (valores en porcentaje) con secuencias
del gen 28S obtenidas en el presente estudio (*), y de la base de datos del GenBank.

Taxas *1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

. Lecithochirium sp. *

. Pulmovermis cyanovitellosus  3.06

. Lecithochirium floridense 411 3.29

. Hemiurus luehei 491 4.06 0.68

. Lecithochirium caesionis 584 520 334 426 4.23
. Brachyphallus crenatus 11.72 10.88 10.08 10.03 10.98 11.24

1

2

3

4

5. Lecithochirium microstomum 543 5.09 297 3.16

6

7

8. Dinosoma synaphobranchi 1247 1168 10.88 10.60 11.68 11.86 2.99
9

. Plerurus digitatus 1293 1297 1094 12,63 11.86 1239 1058 11.58
10. Aphanurus mugilus 13.61 1257 12.10 12,63 13.05 1220 7.09 7.68 12.29
11. Lecithocladium excisum 13.63 13.37 1196 1297 1288 1318 7.09 7.49 1149 571
12. Dinurus longisinus 13.80 13.67 1186 13.08 1242 1209 8.18 898 1168 6.48 5.65

13. Hemiurus appendiculatus 1498 1465 13.19 1448 1415 1295 746 848 1247 533 6.95 7.91
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