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RESUMEN

Se analizan algunos aspectos de la transmisién y dispersién de Centrocestus formosanus
(Nishigori, 1924) Price, 1932, en dos localidades del estado de Morelos, México. Este parésito es
originario del sureste de Asia y en el continente americano sélo se ha registrado en México en cinco
Estados (Hidalgo, Morelos, Veracruz , Michoacén y Tabasco). Como primer hospedero intermediario
utiliza a Melanoides tuberculata (Mollusca: Gastr6poda: Thiaridae), como segundos hospederos
intermediaros a peces dulceacuicolas y de aguas salobres, asi como a algunos anuros y, como
hospederos definitivos, a las aves icti6fagas (principalmente Ardeidos) y los mamiferos {cénidos, félidos
y muridos}. .

Se determina la quetotaxia (patrén de papilas nerviosas) de su cercaria, emergida de poblaciones
infectadas naturalmente de M. tuberculata, \a cual resulta idéntica a la de C. formosanus de Malasia
Y. por lo tanto, se confirma por medio de esta herramienta taxonémica la presencia de esta especie en
México. Ademas, se considera que la introduccén de este trematodo a nuestro pals se realizé mediante
caracoles (M. tuberculata) intectados con esporocistos o redias introducidas simultdneamente como
fuente de alimento de la "carpa negra" Mylopharyngodon piceus, en 1979, en el Centro Piscicola de
Tezontepec de Aldama, Hidalgo. El hallazgo del parésito en el estado de Morelos se debe a la dispersién
de huevos por sus hospederos definitivos ("garzas"), los cuales cubren en su ruta migratoria ambos
Estados.

Se realiza un anélisis cronobiolégico para establecer el patr6n de emergencia de su cercaria, el
cual resulté ser de tipo circadiano {cercaria de "dfa” con una alternancia de emisién "absoluta™), con
una acrofase situada a las 10H 01’ 21/, la cual demuestra su valor adaptativo, al coincidir ésta, con
el perfodo de mayor actividad del siguiente hospedero intermadiario (Pisces).

Se determina la densidad, estructura poblacional, curva de crecimiento y prevalencia de la
infeccién con respecto alas tallas de M. tuberculata. Las mayores densidades corresponden al substrato
limoso donde se registraron las mayores prevalencias, mientras que la presencia de arena o grava esté
asociada con bajas densidades y las prevalencias menores de la infeccion. Sin embargo, la estrucura
poblacional de M. tuberculata se encuentra en su mayor parte compuesta de individuos pequefios {9.11
y 9.94 mm} y la infeccién por C. formosanus esté distribuida en las tallas grandes mayores a 11.7 mm,
con una edad de dos meses, mientras que las prevalencias méas altas corresponden a las tallas de 19
y 256 mm, con una edad de cuatro a seis meses. Se encontré que la susceptibilidad de la infeccién por
C. formosanus en M. tuberculata depende de la edad, densidad y comportamiento del tidrido y el
miracidio. La tasa de crecimiento de M. tuberculata es lenta (k = 0.162), sin embargo el caracol obtiene
la talla minima més répidamente para infectarse y, por lo tanto, muestra una infeccién patente en menor
tiempo, en comparacién con otros palses. La fongitud méxima teérica es de L = 39.04 mm, con una
longevidad estimada de cinco afios. Se encontré que las infecciones con cercarias de C. formosanus
en M. tuberculata se presentan a lo largo de todo el afio, 1o cual permite un continuo reclutamiento de
las cercarias en los segundos hospederos intermediarios. Este continuo reclutamiento, aunado a la alta
longevidad de las metacercarias en los peces, explica las altas prevalencias en intensidades medias de
la infeccién en condiciones silvestres.



Se sefialan los pardmetros ecol6gicos (prevalencia, intensidad promedio y abundancia) de la
infecccién en Xiphophorus hellerl, X. maculatus, Poecilia sphenops, P. latipinna, Heterandria bimaculata
y Carassius auratus en condiciones silvestres. Todos ellos, a excepcién de C. auratus y X. helleri,
constituyen nuevos registros de hospederos, tanto en el Estado de Morelos, como a nivel mundial. Se
observs que no hay relacién entre la prevalencia e intensidad promedio de la infeccién, con respecto
a 1as tallas de los poecilidos: H. bimaculata y P. sphenops. Se determiné el patrén de distribucién de
las Metacercarias sobre los arcos branquiales de todas las especies de peces infectados, natural y
experimentaimente {Oreochromis niloticus y C. auratus). Se sugiere que este patrén estd determinado
por tres factores: las corrientes respiratorias, el comportamiento del parésito y el tamaiio de cada arco
branquial. Se estudi6é experimentalmente la susceptibilidad de la infeccién en O. niloticus (Cichlidae) y
en C. auratus (Cyprinidae), y se demostré que los ciprinidos son més susceptibles a la infeccién por
cercarias que los ciclldos. Asl mismo se encontré que las metacercarias de C. formosanus son infectivas
para el hospedero definitivo a partir de los 16 dias de enquistamiento en el segundo hospedero
intermediario, a una temperatura de 25 °C.

Se comprueba que las cercarias tienen una slta capacidad de infeccion en anuros (Spea
multiplicata: Pelobatidae), lo cual pone en evidencia la capacidad de este tremétodo para parasitar a
cualquier especie de anfibio en México. En consecuencia, algunas especies de ranas [que se consumen
semi-cocidas cominmente en algunas regiones del pafs, como la rana toro (Rana catesbianall, podrian
parasitarse faciimente, constituyendo as( una via potencial de infeccién para el hombre.

Seregistra, por primera vez en México, a Butorides striatus {Aves: Ardeidae) como el hospedero
definitivo silvestre de C. formosanus, el cual constituye ademés, el primer registro de este hospedero
a Nivel mundial.

Se discuten brevemente algunas caracter(sticas por las que C. formosanus podrla ser
considerado como un "buen colonizador”.

Se concluye que la baja especificidad hospedatoria y la rédpida maduracién que alcanza C.
formosanus en sus segundos hospederos intermediarios {peces) y definitivos {(aves y mamiferos),
aunada ala densidad, distribucién, longevidad y gran capacidad de dispersién de su primer intermediario
(M. tuberculata), son factores que propician ia dispersién y transmisién del parésito a otras localidades,
convirtiendo a esta parasitosis en un problema sanitario para los cuitivos de estanqueria y en habitats
silvestres, tanto en peces de importancia comercial, como de ornato. Lo anterior, propiciado ademaés
por el traslado o siembra de crfas de ciprinidos y peces de ornato infectados a otros cuerpos de agua
0 centros piscicolas del pafs, ha favorecido subsecuentemente una diseminacién més amplia del parésito
a través de México.



1. INTRODUCCION

Dos aspectos fundamentales para el entendimiento de la biologfa, ecologfa, distribucién
geogréafica y evolucién de los pardsitos, son los procesos de transmisién —transferencia de
un hospedero a otro, tanto en tiempo como en espacio— y dispersién —reparticién de un
punto de origen en el espacio (un hospedero) con el propésito de asegurar la sobrevivencia de
la especie a través de la colonizacibn de nuevas &reas y de la prevencién de la
sobrepoblacion—, los cuales constituyen la clave para la comprensién de las caracteristicas
biol6égicas de la relacién parasito-hospedero (Kennec , 1975).

Los estudios sobre los procesos de transmisién y dispersién de parésitos son de gran
importancia, dado que permiten conocer los mecanismos que éstos utilizan para establecerse,
crecer y madurar en los hospederos apropiados; asf como, entender las distintas formas en que
los parésitos desarrollan estrategias conductuales adaptativas, que les permiten sobrevivir y
reproducirse en diferentes condiciones, de acuerdo con sus estructuras morfolégicas y su
fisiologfa.

Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924) Price, 1932 es un treméitodo cuya
importancia en la produccién comercial de peces de agua dulce en México, ha sido sefialada
recientemente (Lépez-Jiménez, 1987a; Arizmendi,1992). También se ha establecido su
frecuencia y abundancia en poblaciones de peces dulceacufcolas silvestres (Salgado-
Maldonado, Vargas-Rodriguez y Campos-Pérez, 1994; Almeyda-Artigas, Acosta, Alonzo,
Castafieda y Zarate, 1994; Arévalo, Alvarez y Lamothe, 1994; Veldzquez, Campos y Paez,
1994 y Pineda-Lépez com. pers.), lo que sugiere que se trata de un parasito muy importante
en condiciones silvestres. Sin embargo, esta especie no es originaria de México, ha sido
introducida a nuestro pais y se presume que su introduccion se realizé como consecuencia
de la importacién de carpas de origen asiatico, especialmente de la "carpa negra"
Mylopharyngodon piceus, para ser cultivadas en el Centro Acuicola de Tezontepec de Aldama,
Hidalgo (Lépez-Jiménez, 1991a), siendo necesario, para el cultivo de esta carpa malacé6faga,
laimportacién paralela de caracoles de la especie Melanoides tuberculata, principal hospedero
intermediario de este trematodo. Asi, el parasito fue registrado por primera vez en 1985, en
la primera generacién de crias de “carpa negra" cultivadas en dicho centro acuicola (Lépez-
Jiménez, 1987a, 1987b), y a las que, de acuerdo con este autor, las metacercarias del
parésito causaban graves problemas respiratorios en infecciones masivas e incluso llego a
causar la muerte de varios peces. Posteriormente el trematodo se registré en todas las
especies de carpas cultivadas en el mencionado centro {ver Tabla 1), constituyendo el principal
problema sanitario, tanto por la diversidad de especies que parasita como por los elevados
valores de prevalencia e intensidad promedio registrados en las diferentes especies de peces
{Anénimo, 1990).



Aun cuando se han realizado ya algunos trabajos sobre este parasito, en ellos sélo se
han sefialado los pardmetros ecoldgicos de la infeccidn en peces y se han llevado al cabo
infecciones experimentales en pollos y en ratones de laboratorio. En consecuencia, el estudio
de la transmision y la dispersion de C. formosanus, ademds de la importancia que reviste, se
torna necesario ya que garantiza resultados Utiles para el entendimiento de la biologia de este
parasito; ademés de proporcionar resultados de gran aplicacién como modelo para el anélisis
de otros sistemas parasitarios. Cabe sefialar que a la fecha no existen trabajos a este respecto.
Por otro lado la relacién del parasito con el caracol M. tuberculata, incrementa su interés
puesto que este gasterépodo, introducido a nuestro territorio como a otras regiones en el
mundo, ha demostrado ser un excelente hospedero intermediario de treméatodos, 1o que ha
facilitado el establecimiento y crecimiento de poblaciones de varias especies de estos
paréasitos. En este sentido, es de gran intéres estudiar aspectos de la transmisi6n y la
dispersién de esta especie tanto en sistemas silvestres como en cultivos de peces en
estanqueria.

En consideracién a lo anterior, este trabajo de tesis pretende aportar datos para dar
respuesta a los siguientes cuestionamientos:

Siendo C. formosanus una especie de origen asiatico, es importante confirmar la
identidad especifica del tremé&todo {cercarias) que se encuentra en nuestro pals, pues en
muchos casos el estudio taxonémico tradicional —basado en el estudio morfolégico de los
parasitos— resulta insuficiente para demostrar diferencias que pudieran indicar la presencia
de especies distintas. De ahl que surge la pregunta, ;Es realmente C. formosanus la especie
que se ha encontrado en México? (Lépez-Jiménez, 1987a; Arizmendi, 1992). En este caso es
posible aplicar un estudio sobre la quetotaxia de fa cercaria, que aporte datos adicionales sobre
la taxonomfa de la especie y haga mas préctica la determinacién especifica de las formas
larvarias, ya que el estudio de quetotaxia hace innecesaria ia realizacién de infecciones
experimentales para obtener el estado adulto. La aplicacién de esta técnica esta sustentada
en el hecho de que la cantidad y el arreglo de los receptores sensoriales, directamente
conectados con el sistema nervioso, muestran ser constantes para cada especie y estdn
menos sujetos a convergencias y a fené6menos adaptativos que la morfologfa general (Richard,
1971).

La elevada prevalencia de metacercarias de C. formosanus en las poblaciones siivestres
y de cultivo de distintos peces de agua dulce en México (Arizmendi, 1989, 1992; Anénimo,
1990; Salgado-Maldonado et al. 1994), asf como en otras partes del mundo (Madhavi, 1986;
Madhavi y Rukmini, 1991}, sugiere que los procesos de transmisién e infeccién ademas de ser
de gran efectividad, en ellos existen algunos mecanismos que los facilitan y hacen eficientes.
Por lo tanto, es de interés determinar el patrén de emergencia de la cercaria de C. formosanus,
ya que esto permitird examinar las adaptaciones del pardsito para emerger en periodos
intimamente relacionados con los habitos de los peces, para asegurar su transmision, de tal
forma que este puede ser un proceso que determine las altas prevalencias e intensidades
promedio registradas en los peces.



Ademis, se ha observado que en las localidades donde los peces estan fuertemente
parasitados con metacercarias de C. formosanus, existe también una alta densidad de
caracoles M. tuberculata. En otros estudios se ha demostrado que la prevalencia de
infecciones patentes en los moluscos varia de acuerdo a su tafla (Sousa, 1990)y que la altura
de la concha de los caracoles se encuentra en intima asociacién con su edad {(Heller y Farstay,
1989}, siendo ambos factores importantes en estudios sobre 1a transmisién y la dispersién de
trematodos. Por lo que es importante conocer las tallas y/o edades de M. tuberculata més
parasitadas por C. formosanus, la talla y/o edad minfma en la que pueden encontrarse
caracoles parasitados por C. formosanus, la relacién entre la densidad poblacional de M.
tuberculata y la prevalencia de la infeccion por C. formosanus, los tipos de substratos que
favorecen o posibilitan altas densidades poblacionales de M. tuberculata y la curva de
crecimiento que presenta M. tuberculata.

Debido a que el cultivo comercial de ciprinidos, ciclidos y poecilidos en México
constituye una de las mas importantes pesquerias de consumo y ornato, y a que éstos se han
encontrado parasitados por metacercarias de C. formosanus en varias localidades de nuestro
pals, es importante conocer c6mo se encuentra distribuida la infeccién en los peces de las
localidades que nos compete. De esta manera es de interés dilucidar cuestiones como la
distribucién de la infeccién de C. formosanus en poblaciones de poecilidos, —tanto en
condiciones silvestres {Heterandria bimaculata, Poecilia sphenops, Xiphophorus helleri) como
de cultivo (X. maculatus y P. latipinna)— y de ciprinidos, con fines acuaculturales (Carassius
auratus); la existencia de alguna preferencia de las metacercarias de C. formosanus por invadir
alguna branquia o algan arco branquial en particular, en comparacién con el trabajo realizado
por Madhavi {1986); la relacién entre la cantidad de metacercarias de C. formosanus y la
talla de las especies de peces que afecta; la potencialidad de infeccién que tiene C.
formosanus en especies de consumo humano (Oreachromis niloticus) y de ornato (C. auratus);
la potencialidad de infeccién de las cercarias de C. formoasanus en anfibios (Spea multiplicata)
y la edad a la cual es infectiva ia metacercaria de C. formosanus en Mus musculus.

A pesar de los esfuerzos previos realizados (L6pez-Jiménez, 1987a, 1987b; Arizmendi
1989, 1992; Salgado-Maldonado et a/. 1994; Almeyda-Artigas et al. 1994) en México, no se
conoce el hospedero definitivo de esta especie, por lo tanto es de intéres conocer la(s)
especie(s) de vertebrado(s) que actua(n) como hospedero(s) definitivo{s) natural(es) de C.
formosanus, en la localidad de "Las Estacas".

Debido a que cada uno de los cuestionamientos planteados compete a aspectos
especificos de la transmisién y de la dispersién de este parasito, la presentacién de los
resultados v la discusién de éstos en la tesis se presenta por capitulos.



2. OBJETIVOS

1. Confirmar la identidad especifica de las cercarias emergidas de poblaciones naturales de
Melanoides tuberculata de algunos cuerpos de agua del Estado de Morelos, México, por
medio del estudio de su quetotaxia.

2. Establecer el patrén de emergencia de las cercarias de Centrocestus formosanus liberadas
de poblaciones de M. tuberculata infectados naturalmente, siendo un evento de la
transmisién de la cercaria de esta especie.

3. Determinar los siguientes aspectos de la dispersién de Centrocestus formosanus:

a) L.a relacién entre la densidad, la estructura poblacional y la edad de M. tuberculata
y la prevalencia de la infeccién de C. formosanus en condiciones naturales;

b) Describir los pardmetros de la infeccién de C. formosanus en poblaciones silvestres
de varins peces comunes en este tipo de ambientes: Xiphophorus helleri, X.
maculatus, Heterandria bimaculata, Poecilia sphenops, Carassius auratusy P.
latipinna del manantial "Las Estacas", Centro Piscicola y una granja particular
de Zacatepec, Morelos.

c) Determinar experimentalmente la infectividad de cercarias de C. formosanus y la
susceptibilidad de la infeccién en dos especies de peces de importancia
comercial —Carassius auratus y Oreochromis niloticus—, en sapos silvestres
—Spea multiplicata—, en ratones de laboratorio —Mus musculus— y en pollos
domésticos —Gallus gallus—.

d) Determinar los hospederos definitivos naturales de C. formosanus, en la localidad
del manantial "Las Estacas", Morelos.



3. ANTECEDENTES

3.1. Sinopsis biolégica de Centrocestus formosanus
3.1.1. Taxonomia

Los estudios sobre la taxonomia de Centrocestus spp. se iniciaron con el trabajo de
Looss en 1899, quien propuso erigir al género Centrocestus con C. cuspidatus como especie
tipica, misma que habia descrito en 1896 bajo el nombre de Distomum cuspidatus Looss,
1896 (segun refiere Chen, 1942). Ransom (1921) revis6 la Familia Heterophyidae y consideré
vélido al género Centrocestus. Un afio después, Tanabe erigié un nuevo género, Stamnosoma,
en el que incluyé a un pardsito de aves —~Nycticorax nycticorax y Ardea cinerea—, y
. mamiferos —Felis domesticus— del Japén, denominandolo S. armatum (segun refieren Faust
y Nishigori, 1926; Morishita, Komiya y Matsubayashi, 1964). Posteriormente Nishigori (1924)
describié a la especie Stamnosoma formosanum registrandola para Taiwan (antes Formosa)
¥, que obtuvo experimentalmente en perros, a partir de infecciones naturales de metacercarias
en peces (ver Tabla 1); también recolectd formas adultas de este tremétodo en Nycticorax
nycticorax (Aves: Ardeidae) infectada de forma natural (ver Tabla 2). Price (1932) consideré
al género Stamnosoma como sinénimo de Centrocestus.

Entre las especies de Centrocestus descritas para aves y mamiferos, C. cuspidatus
{Looss, 1896) Looss, 1899; C. armatus (Tanabe, 1922) Price, 1932 y C. formosanus
{Nishigori, 1924) Price, 1932 son consideradas taxonémicamente validas (Chen, 1942;
Premvati y Pande, 1974; Scholz, 1991). Los criterios taxonémicos propuestos para separar
las especies se basan en el nimero de espinas que rodean la boca: 36 en C. cuspidatus, de
40 a 44 en C. armatus y de 30 a 36 {cominmente de 32 a 34) en C. formosanus (Premvati
y Pande, 1974; Scholz, 1991). Otros caracteres diagnésticos se refieren a la forma del borde
de las g6nadas (testiculos y ovario), a la presencia de ornamentacion en fa cubierta de los
huevos, al grado de maduracién del embrién en el huevo y at nimero y tamaiio de los huevos
de los ejemplares completamente maduros {Chen, 1942; Premvati y Pande, 1974).

El ndmero de espinas orales es un caracter importante, sin embargo se ha registrado
cierta variacién que debe ser considerada, las otras caracteristicas carecen de valor
taxenémico, ya que por ejemplo, el borde de las g6nadas cambia de acuerdo a la solucién en
que se coloquen los ejemplares {Chen, 1942; Nath, 1972;Premvatiy Pande, 1974). El nimero
y el tamafnc de los huevos y de los adultos recuperados estan sujetos a variaciones,
dependiendo de la susceptibilidad y la disponibilidad de la especie de hospedero y de la edad
del pardsito (Chen, 1942; Premvati y Pande, 1974). Solamente el disefio (ornamentacién) de
la cubierta de los huevos tiene importancia en la diagnosis de las especies. Asf, por ejemplo
los de C. formosanus la presentan en forma de rejilla (Chen, 1942; Nath, 1974; Pande y
Sukhla, 1972; Premvatiy Pande, 1974).0Otra de las caracteristicas de importancia diagnéstica
es el patrén de las células en flama en la metacercaria {(Premvati y Pande, 1974).

La especie C. formosanus (Nishigori, 1924} Price, 1932 ha quedado bien establecida
y ha sido aceptada taxonémicamente como vélida por la mayaria de los autores [Vazquez-
Colet y Africa (1938; 1939; 1940), Chen (1942; 1948), Martin {1958), Morishita et al.
(1964), Pande y Sukhla {1972), Faust, Russell y Jung (1974), Premvati y Pande (1974),



Scholz (1921) y Scholz, Ditrich y Giboda (1991)]. En México, la especie fue registrada por
primera vez por Lépez-Jiménez (1987a). Su ciclo de vida parcial, asi como la descripcién del
adulto y de los distintos estadios larvarios, fueron registrados por Arizmendi (1989, 1992).

3.1.2. Ciclo de vida

Las formas adultas de C. formosanus, parasitan el intestino de aves ictiéfagas
{principalmente ardeidos migratorios) y de algunos mamiferos (Tabla 2), siendo posible la
infeccién experimental de patos, pollos, roedores, conejos, monos y del hombre (Premvati y
Pande, 1974). Los huevos producidos por los parésitos, que presentan un embrién no
desarrollado, salen con las heces del hospedero definitivo y al encontrarse en el medio
acuético eclosionan en miracidios (Chen y Tung, 1990). Estos penetran al primer hospedero
intermediario: gastrépodos prosobranquios de las especies Melanoides tuberculata,
Stenomelania newcombi (Martin, 1958), Thiara sp. y T. plicaria (Chen y Tung, 1990). En los
tejidos del caracol, el miracidio se transforma en esporocisto y produce una sola generacién
de redias, en su mayoria localizadas en el hepatopancreas. Estas, dan lugar a las cercarias, las
cuales al emerger del caracol pueden penetrar al segundo hospedero intermediario —peces—
(Tabla 1), a través de la corriente respiratoria, llegan a las cavidades operculares y se alojan
en los arcos y filamentos branquiales, ocasionalmente en el opérculo y muy raramente, en el
musculo o en las escamas, para enquistarse y transformarse en metacercarias. L.as cercarias
pueden también invadir anfibios, dentro de los cuales se alojan en la pared del estémago y los
musculos {Chen, 1942). Las metacercarias, al ser ingeridas, junto con el pez o el anfibio, por
el hospedero definitivo, alcanzan el estado adultc en su intestino, donde maduran
sexualmente, liberando huevos en el medio
acuético (Fig. 1).

.

Fig. 1. Ciclo de vida de Centrocestus formosanus Nishigori, 1924 (Price, 1932),
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3.1.3. Distribucion geogréfica

La distribucion del treméatodo es muy amplia, se ha registrado en Taiwan (antes
Formosa) por Nishigori (1924}; en Filipinas por Vazquez-Colet y Africa (1939, 1940); en China
por Chen (1942); en Hawaii por Martin {(1958); en Israel por Paperna in Yamagut’ {1971); en
India por Pande y Sukhla (1972), Premvati y Pande (1974), Madhavi (1986) y, Madhavi y
Rukmini (1991); en Malasia por Bayssade-Dufour, Albaret y Ow-Yang (1982); en Japé6n por
Asada /n Yamaguti (1971} y por Yanohara {1985) y en Vietnam por Scholz (1991) y Scholz
et al. (1991). En el continente americano sé6lo ha sido registrado en México y ha sido
recolectado en los estados de Hidalgo {L6pez-Jiménez, 1987a, 1987b; Arizmendi, 1989,
1992), Morelos (Salgado-Maldonado et al. 1994; Caspeta, 1994), Veracru; {Salgado-
Maldonado et al. 1994; Almeyda-Artigas et al. 1994; Veldzquez et al. 1994), Michoacédn
{Arévalo et al. 1994) y Tabasco (Pineda-Lépez com. per.)(Fig. 2). i

en México [0: Manantial "Las Estacas*, Edo. de Morelos —zona de estudio del
presente trabajo—; mEstados en los cuales el caracol —primer hospedero
intermediario— ha sido registrado; 3% Estados en los cuales el hospedero
(caracol) y el parésito (cercarias y metacercarias) han sido registrados

Fig. 2, Distribuci6én actual de Centr f y Melanoides tuberculata {
naturalmente). J



3.1.4. Registro de hospederos

El primer hospedero intermediario mas frecuente corresponde al molusco Melanoides
tuberculata (Prosobranchia: Gastropoda) (Chen, 1948; Martin, 1958; Yamaguti, 1975;
Yanohara, 1985; Madhavi y Rukmini, 1991), que también es el gasterdépodo registrado para
Meéxico {Lépez-Jiménez, 1987a; Arizmendi, 1992); ademas se han registrado otras especies
de caracoles como intermediarios de este trematodo: Stenomelania newcombi (Martin, 1958)
en Hawaii, Thiara sp. en Japén (Yanohara, 1985), Thiara plicaria y Thiara sp. (Chen y Tung,
1990) en China. Morishita et a/. (1964, 1965) refirieron a otras cinco especies de tiaridos
como primeros hospederos intermediarios de C. formosanus, que desde 1964 no han vuelto
a ser registradas: Semisulcospira libertina en Japén (Nishigori, 1924); S. /. subplicosa y S.
reiniana var. hitachiensis en Japén (Takahashi, 1928); Melanoides obliquigranosa en Japén
y M. hahajimae en Hawaii (Chen, 1948). Los segundos hospederos intermediarios naturales
{peces) se enlistan en la Tabla 1, a los que debemos afiadir los registros de los anuros Bufo
melanostictus y Rana limnocharis obtenidos en China (Chen, 1942). Los hospederos definitivos
naturales (aves y mamiferos) registrados para C. formosanus en todo el mundo, se encuentran
sefialados en la Tabla 2.



Tabla 1. Registro de segundos hospederos intermediarios naturales {Peces duceacufcolas y de aguas
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salobres”) par: con Centr

Especie y familia

Pals y referencia

Carassius auratus {Cyprinidae}
Pseudorasbora parva

Rhodeus ocellatus

Ctenopharyngodon idellus

Zacco platypus

Cyprinus carpio

Clarias fuscus (Clariidae}

Channa formosana (Channidae)
Ophiocephalus tadianus (Ophiocephalidae}
Gambusia affinis (Poeciliidae)
Polyacanthus operculatus {Polyacanthidae)
Misg anguillicaude {Cobitidae}
Parasilurus asotus {Siluridae)

Hemir 7 jeri {E: idae)
Ophiocephalus striatus {Ophiocephalidae)
Glo bius giurus {Gobiidae)
Therapon plumbeus (Teragonidae)
Anabas testudineus (Anabatidae)

Ophiceopahalus sp. (Ophiocephalidae)
Glossogobius sp. (Gobiidae)
Therapon sp. {Teraponidae}

Anabas sp. (Anabatidae)

Ophiocephalus maculatus {Ophiccephalidae}
Clarias fuscus (Clariidae)

Carassius sp. (Cyprinidae)

Misgurnus sp. (Cobitidae}

Cyprinus carpio (Cyprinidae}

Macropodus opercularis (Osphronemidae)
Puntius semifasciolatus (Cyprinidae)
Carassius auratus

Misg anguillicaud: {Cobitidae)

Gambusia affinis {Poeciliidae)
Kuhlia sandvicensis
Xiphophorus helleri

Mugil cephalus {Mugilidae)

Acanthobrama sp.
Telognathus sp.
Varicorhinus sp.

Tilapia sp. {Cichlidae)
Tristramella sp.
Gambusia sp. (Poeciliidae)
Xiphophorus sp.

Mugil sp. (Mugilidae)

{ i s hall (Leic hidael
Hyporhampus sayori (Hemiramphidae)
L labrax je icus (Serranidae)

A PN
Glossogobius brunneus
Salanx microdon

Dorosoma thrissa (Clupeidae}

(Gobiidae)

TAIWAN
{Nishigori, 1924)

ISLAS FILIPINAS ‘
{Véazquez-Colet y Africa, 1939;40)

CHINA
{Kobayasi, 1941 in Premvati
y Pande, 1974)

{Isla Hainan}

{Kobayasi, 1942}

HONG-KONG
{Chen, 1942)

HAWAII -
{Martin, 1958)

ISRAEL . :
{Paperna, 1964 in Yamaguti, 1971}

JAPON
{Asada in Yamaguti, 1871}



Esomus danricus {(Cyprinidae)

Puntius sophore

P. chola

P. ticto

Osteobrame cotio

Chela laubuca

Nandus nandus {(Nandidae}

Xenentodon cancila {Belonidae)

Mastacembelus puncalus

Channa punctatus (Channidae)

N us pterus (Notopteridae)
phulo {Cobitidae)

Oxygs
O. bacaila_

Amblypharyngodon mola
Puntius sarana {Cyprinidae}
Labeo bata (Cyprinidae)
Cirrhina reba (Cyprinidae}

Channa punctatus {Channidae)
Mystus vittatus {Bagridas)
Ompok bimaculatus (Siluridae)
Colisa lalius {(Osphronsmidae)
Cirrhinus reba {Cyprinidae)
Nandus nandus {Nandidae)
Chela laubaca

Puntius chola (Cyprinidae)

Aplocheilus panchax {Cyprinodontidae)

Esomus longimana
Mylopharyngodon piceus {Cyprinidae)

Cyprinus carpio specularis (Cyprinidae)
Cyprinus carpio rubrofruscus
Ctenopharyngodon idella

Aristichthys nobilis
Hypophthalmit ys
Molaoaink b lmanhal

ema

Mylopharyngodon piceus

Gobiomorus dormitor {Eleotrididae)
Xiphophorus helleri {Poeciliidae)

Gobiomorus dormitor (Eleotridae)
Petenia splendida (Cichlidag)

Trichiurus lepturus (Trichiuridae)}
Chirostoma humboldtianum {Atherinidae)
Gobiomorus dormitor (Eleotrididae)

llyodon withei (Goodeidas)

Ophi igmaticum {Synbranchidae)

INDIA
{Pande y Sukhia,1972)

{Nath, 1974)"

{Premvati y Pande, 1974}

{Madhavi, 1986 y Madhavi y Rukmini, 1991}

VIETNAM (Provincia de Laos)
{Scholz, 1991; Scholz et a/. 1991)

MEXICO
{Lépez-Jiménez, 1987a; Arizmendi, 1989;1992)

{Lépez-Jiménez, 1987a; Anénimo, 1990))

{Salgado-Maldonado et a/. 1994)

{Almeyda-Artigas et al. 1994)

Arévalo et al, 1994
Veldzquez et &/, 1994
Caspeta, 1994

Pineda-Lopez, 1994 (cam._p'e:rs.)'b,. o

* Cercanos a las Costas (Asada /in Yamaguti, 1971)
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Tabla 2. Registro de hospederos definitivos {aves y mamfferos) naturales de C. formosanus, en el mundo. - .

Especie y familia Pals y referencia
AVES
Nyati nycti (Ardeidae) TAIWAN
{Nishigori, 1924},
Pyrreroides manilensis {Pelecanidae) {SLAS FILIPINAS
{Vézquez-Colet y Africa, 1940}
Bubule ibis cor dus {Ardeidae) {Vézquez-Colet y Africa, 1938;1340)
Nycticorax nycticorax (Ardeidae) HAWALI
{Martin, 1958)
Ardeola grayii {Ardeidae) INDIA
{Nath, 1971 /n Pande y Sukhla, 1972)
Platalea leucoradia msjor (Tresquiornitidae) JAPON
Egretta intermedia {Ardsidae) {Yamaguti, 1971)
Ardea purpurea {Ardeidae) INDIA
Bubuleus ibis (Ardeidae) {Premvati y Pande,1974)

Egretta intermedia {Ardeidae)
Nycticorax nycticorax {Ardeidae)
Platalea leucoradia (Tresquiornitidae)

Nycticorax nycticorax {Ardeidae) JAPON
Egretta garzetta {Ardeldae) {Yanohara, 19856}
Ixobrychus cinnamomeus (Ardeidae)

MaAMIFEROS
Rattus sp. (Muridae) HAWAIL
Felis catus (Felidae) {Martin, 1958)

Canis familiaris {Canidae}

Canis familiaris {Canidae) INDIA B
Felis catus (Felidae) (Premvati y Pande,1974) : |, .

Nyctereutes procyonoides I o
Rattus norvegicus (Muridae)
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4. ZONA DE ESTUDIO

4.1. Zona de estudio y localidades de muestreo

El estudio se desarrollé en el estado de Morelos, ubicado en la parte central de la
Republica Mexicana, en la vertiente Sur de la serranfa del Ajusco, situado entre los paralelos
18°22'5"y 19°07'10" de latitud Norte y 96°37°08"y 99°30'08" de fongitud Oeste (Anénimo,
1988).

Desde el punto de vista hidrélogico, el estado de Morelos pertenece a la Cuenca del Rlo
Balsas y aloja a dos subcuencas: |a del Rio Amacuzac, que abarca la mayor parte del estado
con una superficie de 4,303.39 Km? y la del Rio Nexapa con una superficie de 663.17 Km?
(Anénimo, 1988).

Con el propésito de llevar al cabo muestreos tanto en sistemas naturales (rios) como
en cultivos de estanquerfa de peces, se eligieron la zona del manantial de "Las Estacas” y el
Centro Pisclcola de Zacatepec, Morelos {Fig. 3).

4.1.1. Manantial de "Las Estacas”, Morelos

Se localiza en la subcuenca del Rio Amacuzac, en el centro del estado de Morelos y en
el Municipio de Tlaltizapan en la subregi6n de Jojutla. El manantial se ubica geogréficamente
entre los paralelos 18°43'30" latitud Norte y a los 99°06'45’/ longitud Oeste, a 940 msnm.
El manantial de "Las Estacas" es considerado uno de los més importantes brotes de aguas
subterrdneas de ta region. La dureza del agua es de 33 mg/l de CaCO,, considerada de dureza
suave, con un pH de 7.8 y el total de solidos disueltos es de 94 mg/l por {o que se considera
de agua dulce (An6énimo, 1980).

El clima es c4lido subhimedo. La época de sequia se presenta al final dei otofio-invierno
y principios de primavera. La temperatura media anual es de 23°C, con una precipitacién media
anual de 849 mm entre los meses de junio y octubre.

El Municipio de Tlaltizapan es atravesado por el rfo Yautepec, que llega hasta el pueblo
Bonifacio Garcfa, de ahf en adelante toma el nombre de Rio Verde, el cual recoge las aguas de
los manantiales de "Las Estacas" y recibe las aguas del rfo Dulce en la zona de Tlaltizapan.
Otro rfo localizado en la zona es el Cuautla o Chinameca, que entra a Tlaltizapan sirviendo de
limite con el Municipio de Tepalcingo (Fig. 3}.

La flora estd constituida principaimente por selva baja caducifolia de clima
célido{An6nimo, 1988).
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Fig 3. Mapa que muestra el drea de estudio con las localidades de muestreo.

4.1.2. Centro Piscicola de Zacatepec, Morelos.

El Centro Piscicola se localiza en el Municipio del mismo nombre, situado en la regién
sur del Estado de Morelos. Se ubica geogréficamente entre los paralelos 18°39’ de latitud
Norte y los 99°1 1’ de longitud Oeste, a 913 msnm.

El clima es célido-semiseco con sequia al final del otofio, invierno y principios de
primavera, registrando una temperatura media de 24.2 °C, una precipitacién pluvial de 886
mm al aiio, el periodo de lluvias es de junio a octubre (Anénimo, 1988).

El agua que alimenta a dicho centro procede del rfo Apatlaco el cual es un afluente del
rfo Amacuzac y de un canal que proviene del rio "Las Estacas"”, ambas corrientes son
conducidas al centro por medio de canales de concreto (com. pers. Arturo Castafieda—Jefe
del Centro Piscicola de Zacatepec, Mor.).
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Este centro piscicola se dedica a la produccién, distribucidn y siembra de crias de
tilapias (Oreochromis spp.) y de juveniles de carpas {Cyprinus spp.). También se cultivan
algunas especies de ornato como Carassius auratus, Poecilia latipinna, entre otras (com. pers.
Arturo Castafieda-Jefe del Centro Piscicola de Zacatepec, Mor.).

5. BIOLOGIA GENERAL DE LOS HOSPEDEROS DE
Centrocestus formosanus

5.1. Primer hospedero intermediario: Melanoides tuberculata (Miiller, 1774).

Melanoides tuberculata es una especie de gasterépodo introducida a México,
perteneciente a la familia Thiaridae (Gastropoda: Prosobranchia). Es originaria del Medio
Oriente y Este de Africa y se encuentra tanto en cuerpos de agua dulce como salobre, con
temperatura tropical, subtropical y templada (Malek, 1962; Malek y Cheng, 1974; Livshits y
Fishelson, 1983, Pointier y Guyard, 1992, Pointier, Guyard y Mosser, 1989).

Melanoides tuberculata se distribuye naturalmente en la mayor parte de Africay enlas
ciudades del Este del Mediterréneo, en la India, Sureste de Asia, Malasia y Sur de China, Norte
de las islas Ryukyu de Japdn, a través del Sur y Este de islas del Pacifico, hasta el Norte de
Australia y Nueva Hébrides (Burch 1980, 1982). El primer registro en América fue realizado
en Texas por Murray en 1964, pero posiblemente su introduccién se dio antes. En Puerto Rico
fue registrado entre 1964 y 1966, en Florida en 1966, en Panamé en 1971, en Venezuela en
1972, en Louisiana en 1975, en Honduras en 1980 y mds recientemente en Cuba en 1983
{Pointier, 1989a; Pointier y McCullough, 1989 y Pointier et a/. 1989). Su introduccién a las
islas del Caribe se debe a su uso en programas de control biolégico (ver méas adelante). En
México esta especie fue registrada por primera vez en 1973, en el estado de Veracruz (Abbott,
1973), posteriormente Pointier y McCullough {1989) la registran en 1980 en el estado de
Coahuila. En Antillas Menores, su presencia fue registrada en la Isla Dorainicana en 1975, en
La Martinica y Guadalupe en 1979. Actualmente se ha dispersado en toda el 4rea de! Caribe
y ha demostrado capacidad de colonizar rapida y densamente numerosos cuerpos de agua
corriente o estancada (Pointier, 1989ay Pointier y McCullough, 1989}y una gran variedad de
hébitats, incluyendo aguas poco profundas, manantiales, canales de irrigacién, arroyos, rios,
lagos y ciénagas (Pointier, Delay, Toffart, Lefvre e Incani, 1992).

El tidrido M. tuberculata ha sido considerado cominmente como una especie
partenogenética. Sin embargo, Livshits y Fishelson (1983) y Hodgson y Heller {(1990)
encontraron en Israel poblaciones compuestas por un porcentaje de 20 a 30% de machos con
génadas maduras v esperma mévil, mientras que otras poblaciones consisten Unicamente de
hembras. M. tuberculata es una especie vivipara. En todas las poblaciones los embriones son
incubados por la hembra en una bolsa de crianza que se forma en la regién anterior dorsal. La
cantidad de progenie en una cdmara de cria puede llegar hasta 71 individuos. Cuando la
liberacién de los crias comienza, muchas de ellas tienden a acumularse sobre el material
flotante (plantas, madera) a lo largo de la linea de agua. Estas crfas miden de 1.5 a 2.0 mm
y la concha consiste de una protoconcha grande y de las primeras dos vueitas. Los individuos
adultos alcanzan su méxima capacidad reproductiva cuando la concha tiene una altura de 20
mm, después de ésta su fertilidad decrece (Livshits y Fishelson, 1983).
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La dispersién de los tiaridos se puede facilitar accidentalmente con el transporte de
plantas acudéticas, por motivos comerciales u otros fines (Madsen y Frandsen, 1989y Pointier,
1989a). En México esta especie fue introducida accidental o intencionalmente en la década
de los afios sesenta, probablemente por acuaristas en diversas localidades, donde ha tenido
un répido establecimiento. Posteriormente ha adquirido una amplia distribucién ocupando casi
cualquier cuerpo de agua, registrandose a la fecha en més de 60 localidades de los estados
de Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Hidalgo, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Nuevo Leén, Oaxaca, Tabasco, Tamaulipasy Veracruz (Contreras-Arquieta, Guajardo-Martinez
y Contreras-Balderas, 1991) (Fig. 2). Abbott (1973) sefiala que M. tuberculata se esta
dispersando rapidamente desde el sureste de los Estados Unidos hacia América Central, por
lo que también el hallazgo de este caracol en México, pudiera estar relacionado con el
desplazamiento natural del tiarido.

Recientemente, M. tuberculata ha sido empledo en programas de contro! biolégico,
utilizdndolo como competidor de Biomphalaria glabrata, B. straminea, B. peregrina y B. prona
(Gastropoda: Planorbidae), que son hospederos intermediarios potenciales de Schistosoma
spp. Estos programas se han llevado al cabo en la Isla de Santa Lucia (Prentice, 1983;
Pointier, 1993a; Pointier y McCullough, 1989}, en Brasil {(Freitas, Bede, Marco-Junior, De-
Rocha y Santos, 1987), en la Isla de La Martinica {Pointier et a/. 1989; Pointier y McCullough,
1989y Pointier y Guyard, 1992), en la Isla de Guadalupe (Pointier, 1988a), en la Isla Désirade
(Antillas Francesas) (Pointier, Frederic y Mazille, 1991b), en el Lago Hanabanilla, Cuba (Perera,
Yong y Sanchez, 1987) asi como en Venezuela (Pointier, Balzan, Chrosciechowski e Incani,
1991c¢)y en ellos se ha demostrado que M. tuberculata tiene capacidad de colonizar muchos
tipos de habitats. Las poblaciones de M. tuberculata puden permanecer a muy altas
densidades por largo tiempo en hébitats permanentes y estables (Pointier et a/. 1991a, 1991),
ademas de que limitan y frecuentemente excluyen a diferentes especies de Biomphalaria,
logrando llegar a tener densidades poblacionales de hasta 13,388 ind/m? (Pointier y
McCullough, 1989; Pointier et a/. 1989; Pointier, Toffart y Lefvre, 1991a). En Texas y Florida
se han registrado densidades de 51,650 ind/m? y de 7,000 a 37,500 ind/m? respectivamente
{Murray y Wopschalf, 1965 /n Pointier, 1989ay Roessler et a/. 1977 in Pointier et a/. 1989).
Sin embargo, existen factores limitantes para la presencia de poblaciones bien establecidas de
M. tuberculata, como son: fluctuaciones en el nivel del agua, inundaciones en arroyos y rios,
presencia de macrofitas emergentes y sumergidas, cantidad de alimento y contaminacién por
aguas negras (Pointier et al. 1991c¢).

Melanoides tuberculata tiene una longevidad de 3.5 afios en Malasia (Berry y Kadri,
1979 in Pointier, 1989a), de 2 a 2.5 aios en Hong-Kong (Dudgeon, 1986 /n Pointier, 1989a),
cerca de 2 aifos en condiciones experimentales en la Isla Guadalupe {Antillas Francesas), por
lo que se le puede catalogar como una especie de alta longevidad con bajas tasas de
mortalidad (Pointier, 1989a y Pointier et al. 1981c). Es omnivora e incluye en su dieta
microalgas, bacterias, hongos y materia organica vegetal y animal (Pointier y McCullough,
1989). Ademds, es una especie polimorfica de la cual se han reconocido cuatro morfos
partenogeneticos en las Antillas francesas (Islas Guadalupe y Martinica} y no han sido
registradas hasta la fecha formas intermedias de los morfos {Pontier, 1989b; Pointier et al.
1992 y Pointier 1993b). ;
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El tidrido M. tuberculata ha sido registrado como hospedero intermediario de varios
treméatodos por Malek (1962); Malek y Cheng {1974); Fahmy, Khalifa y Makhlouf (1986);
Ismail y Abdel-Hafez (1987); Ismail, Nasher y Al-Madani {1988); Shameem y Madhavi {1988);
Krishna (1987); Lomte y Godhamgaonkar {1988} y por Ismail y Arif (1991).

5.2. Segundos hospederos intermediarios

Es importante sefalar la baja especificidad hospedatoria que muestra C. formosanus
en sus segundos hospederos intermediarios {ver Tabla 1). A la fecha se ha registrado en 28
familias y en mas de 80 especies de peces, varias de estas de importancia comercial, a nivel
mundial. Sin embargo, en esta parte solo se hace referencia a algunas caracteristicas
biolégicas de las principales familias y especies de peces estudiadas en este trabajo y en
aquellas en donde se ha registrado la metacercaria del parasito en México.

Poecfllidos (Pisces: Poeciliidae): La familia Poecilidae comprende 22 géneros y 12
subgéneros con cerca de 190 especies. La distribucién natural de los poecilidos es en aguas
duices, salobres y saladas del continente Americano, en zonas templadas y tropicales,
principalmente. Se distribuyen desde el Noreste de los Estados Unidos hasta el Rio de la Plata
al norte de Argentina, con una gran diversificaciéon taxonémica en México, América Central
y Antillas del Este (Parenti y Rauchenberger, 1989}).

La especie Poecilia /atipinna ("topote de velo negro"), es tipica del Lago Pontchartrain,
Nueva Orleans, Louisiana. Se distribuye actualmente del Sureste de Carolina del Norte hacia
las costas de Florida, a lo largo de la costa de Estados Unidos y México hasta la Laguna de
Tampamachoco, Veracruz. Se le ha registrado como trasplantada en localidades de Sonora y
Baja California. Poecilia sphenops {"topote mexicano") se distribuye en la vertiente atlantica,
de cerca de Veracruz hacia la cuenca del rio Coatzacoalcos; también en el rio Grijalva en
Chiapas y Guatemala. En la distribucién de Heterandria bimaculata ("guatopote manchado")
su limite nortefio es incierto en la costa Atldntica de México, pero no se extiende a la cuenca
del rfo Nautla y hacfa el Sur llega a Nicaragua. Actualmente se le encuentra introducida
artificialmente a la cuenca alta del rio Balsas y en otros cuerpos de agua del pais, como en los
canales de Xochimilco, en el Valle de México. Xiphophorus helleri ("cola de espada") se
distribuye en las cuencas del Atlantico del rlo Nautia, Veracruz, hacia el Sur en el Norte de
Honduras. Actualmente se encuentra artificialmente distribuida en la cuenca del rio Balsas y
en el Valle de México. Xiphophorus maculatus {"espada del Sur") se distribuye de Veracruz,
México al Norte de Belice. Artificialmente se encuentra distribuida en localidades de Nuevo
Ledn, Baja California Sur y Michoacan (Espinosa, Gaspar y Fuentes, 1993).

Los poecilidos se encuentran en una gran variedad de habitats (arroyos fluctuantes
pequerios y grandes, rfos rocosos y grandes ciénegas). Son tolerantes a las altas temperaturas
y salinidades y es un grupo fuertemente adaptativo, adem4as de ser excelentes colonizadores
{(Meffe y Snelson, 1989).

Los poecilidos explotan una gran diversidad de alimentos, muchos son omnivoros, se
alimentan de una mezcla de invertebrados terrestres y acudticos, detritus, algas y plantas
vasculares, sin embargo, existen algunas especies herbivoras, como por ejemplo: Poecilia
latipinna y una especie piscivora: Belonesox belizanus (Meffe y Snelson, 1989).
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Todos los poecilidos tienen una fertilizacién interna v la mayoria de ellos son
ovoviviparos o viviparos, solo existe una especie (Tomeurus gracilis) ovipara (las hembras
ponen huevos fertilizados) o vivipara facultativa (Parenti y Rauchenberger, 1989). Tienen
importancia econémica debido a que se utilizan como peces de ornato, en el control biolégico
de insectos y en conservacién (Meffe y Snelson, 1988).

. Ciprinidos (Pisces: Cyprinidae): Uno de los peces cultivados méas importantes
actualmente en el mundo es la "carpa"”. Las especies que actualmente se cultivan y son
explotadas comercialmente en México, son: Cyprinus carpio communis ("carpa comtn"), C.
c. specularis ("carpa espejo” o "carpa de Israel"), C. c¢. rubrofuscus ("carpa barrigona"},
Hypophthalmichthys molitrix  ("carpa plateada"), Ctenopharyngodon idellus ("carpa
herbivora"), Mylopharyngodon piceus ("carpanegra"), Aristichthys nobilis ("carpa cabezona")
y Megalobrema amblycephala ("carpa brema"} (Aguilera y Noriega, 1986). Todas estas
especies, a excepcion de C. ¢. communis fueron introducidas a México de la Reptblica Popular
de China, en la década de los sesenta y setenta (Escércega, 1990) y fueron confinadas al
Centro Piscicola de Tezontepec de Aldama, Hgo., el cual posteriormente se encargo de la
reproduccién, traslado y siembra de crfas a otros centros piscicolas y cuerpos de agua del
pals. La "carpa dorada" Carassius auratus es nativa de la regién Eurdsica, para México se
desconoce la fecha de introduccién, pero esta fue con fines ornamentales y posteriormente
se ha utilizado en la acuacultura {Espinosa et a/. 1993).

Las caracterfsticas del habitat en donde se distribuyen son aguas templadas y célidas,
lénticas y lIé6ticas, en un intervalo de temperatura de 12- 30 °C, sin embargo, su desarrollo
6ptimo se lleva al cabo de los 18 - 24 °C; particularmente Carassius auratus se desarrolla en
aguas cdlidas, lénticas en un intervalo de temperatura de 20 a 34 °C (Aguilera y Noriega,
1936).

Las carpas han sido utilizadas con éxito en el policultivo en México y representan una
alternativa de produccién, ya que por sus diferentes habitos de alimentacién, aprovechan todo
el alimento disponible en una misma columna de agua. Algunas carpas se alimentan de
plancton (larvas de insectos, rotfferos, Tubifex, pequefios crustdceos y algas), otras de detritus
{materia orgénica degrada de origen animal y vegetal), macrofitas (plantas superiores como
hortalizas, alfalfa, lirio acuético, etc.), moluscos (caracoles y almejas) y algunas son omnivoras
{cualquier tipo de materia orgdnica vegetal o animal). En particular C. auratus tiene hébitos
alimenticios plantéfagos {Martinez y Abrego, 1986). La reproduccién de las carpas en México,
se lleva a cabo una vez al afio, a partir de los dos afios de edad, en el periodo de abril a junio
{Martinez y Abrego, 1986)}.

Ciclidos ({Pisces: Cichlidae} Las "tilapias" o "mojarras" (como se les conoce
comunmente) son peces de aguas tropicales y la mayoria de las que se cultivan en México son
originarias de Africa. El intervalo éptimo de temperatura para su desarrollo es de 25 a 30 °C.
Todas son sensibles a las bajas temperaturas, con un limite letal de 9 a 13 °C, dependiendo
de la especie {Hepher y Pruginin, 1991).

Las tilapias se introdujeron a México en al afio de 1964, actualmente se han
consolidado como {a pesquerfa més importante de las aguas dulces mexicanas. Las especies
presentes en nuestro pais pertenecen a los géneros Tifapia (con una especie: 7. rendalli y
Oreochromis (con cuatro especies: O. niloticus, O. mossambicus, O. urolepis hornorum y O.
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aureus) (Lechuga y Velazquez, 1988). En el Centro Piscicola de Zacatepec, Morelos se cultivan
las cuatro especies del género Oreochromis mencionadas, principalmente O. niloticus.

La introduccién de las tilapias a México se hizo con el propésito de repoblar cuerpos
de aguas naturales y artificiales, fomentar el desarrollo de cultivos controlados de elevada
densidad e iniciar las précticas para la obtencién de hfbridos, sin embargo a la fecha e!
problema principal por el que atraviesa el cultivo de la tilapia, es la sobrepoblacién del
estanque y/o cuerpo de agua donde se cultiva debido a su inigualable potencial biolégico
{reproduccién precoz, gran adaptacién a condiciones adversas, etc.). El efecto de esta
sobrepoblacién generada por el entrecruzamiento de las especies derivan en una disminucién
de la talla de los organismos, escasa produccién y detrimento comercial del cultivo {Lechuga
y Veldzquez, 1988). Actualmente se realizan estudios de reversién sexual e hibridacién con
el propésito de obtener un mejor rendimiento en el cultivo intensivo de estas especies.

En particular de la especie O. niloticus, en México ha existido un gran interés por su
cultivo, tanto en la parte tropical como subtropical; por lo que este ciclido se encuentra
distribuido en los estados de Baja California, Sinaloa, Coahuita, Nuevo Le6n, Tamaulipas,
Aguascalientes, Jalisco, Hidalgo, Morelos, Puebla, Guanajuato, Michoacén, Colima, Veracruz
y Tabasco (SEPESCA, 1982; 1986).

Oreochroniis niloticus se alimenta principalmente de fitoplancton (de la superficie o del
fondo), del cual las diatomeas son un importante componente. Los alevines de O. niloticus
también se alimentan de detritus macrofitico, rotiferos y otro tipo de zooplancton, larvas de
insectos, copépodos y &caros acuéticos {Hepher y Pruginin, 1991).

5.3. Hospedero definitivo: Butorides striatus (Aves: Ardeidae)

Los organismos de esta especie se localizan en charcos, rios, lagos, lagunas, ciénagas,
pantanos y manglares tanto salobres como de agua dulce; anidan en &rboles de &reas’
boscosas de regiones tropicales (American Ornothologist’ Union, 1983).

Se consideran dos grupos dentro de esta especie, el grupo "striatus" y el grupo
"virescens", aunque algunos autores los describen como especies separadas, ocurriendo una
intergradaciéon de ambos grupos en Panama.

Se reproducen desde el norte de Dakota, centro de Minesota, norte de Wisconsin, sur
de Ontario, sur de Quebec y sur de Nueva Escocia hasta el desierto Tortugas de la costa del
Golfo, Texas, México y Centro América y al oeste hacia el centro de Colorado y Nuevo
México; la invernacién ia realizan desde Florida y suroeste de Texas hasta América Central y
Colombia.

Existen colonias residentes en América (grupo "striatus"} desde el este de Panam4,
Colombia, sur de Venezuela, Pert, Chile, centro de Argentina y Uruguay, también en las Islas
Galapagos y en el Hemisferio Occidental desde el Mar Rojo hasta el Golfo del Eden, en Africa
en el Sur dell Sahara, sobre las islas del Oceano Indico y desde el norte de China, Japén y al
Sur en todo Asia y las Filipinas hacia Australia y sur de Polinesia.
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El grupo "virescens" realiza migraciones al norte hasta el este de Washington, centro
de Ontario, Nueva Escocia y suroeste de Newfoundland, y al sur hasta Surinam y el grupo
"striatus” al norte hasta Costa Rica y San Vicente y las Antillas menores (American
Ornithologist’ Union, 1983).

Se alimentan de peces, anfibios y animales acuéticos pequefios.

El registro helmintolégico a nivel mundial de B. striatus es muy amplio, e indica un total
de 32 especies de helmintos, de los cuales el 59.4% son treméatodos, el 18.75% son
céstodos, el 18.75% corresponde a neméatodos y tnicamente el 3.1 % esta constituido por los
acanté6cefalos (Amaya, 1990).

Los ardeidos se cuentan entre las aves acuaticas mds frecuentes y abundantes en los
cuerpos de agua de México y esto podria explicar que sean una de las pocas familias de aves
estudiadas con respecto a su helmintofauna. Es destacable también el cardcter migratorio de
sus especies, lo cual permite suponer fa amplitud en la distribucién geogréfica de los parésitos
que las afectan (Amaya, 1990).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Generales

A continuacién se describe la metodologia general del trabajo: a) la recoleccién y
examen de hospederos intermediarios {moluscos y peces) naturales; b) la recoleccién y el
examen de hospederos definitivos naturales y ¢) las infecciones experimentales en peces,
anfibios, aves y mamiferos y la recoleccién de parasitos {cercarias, metacercarias y adultos),
en tanto que en cada capitulo se detallan los aspectos metodoldgicos inherentes para cada
parte del estudio. Ademés con el fin de facilitar la comprensién de la metodologia empleada
en este trabajo, se anexa un diagrama de flujo al final del inciso 6.5 (pag. 24).

6.2. Recoleccion y examen de hospederos intermediarios naturales {moluscos
y peces).

En ambas localidades se recolectaron caracoles Melanoides tuberculata y algunas
especies de peces como Xiphophorus helleri, X. maculatus, Heterandria himaculata, Poecilia
sphenops, P. latipinna y Carassius auratus, para determinar la infeccién de C. formosanus en
estos hospederos.

* Molusco: Melanoides tuberculata

En la localidad del manantial "Las Estacas", se desarrollé un muestreo para estimar la
densidad de M. tuberculata por metro cuadrado, aplicando la metodologfa descrita por Freitas
et al. {(1987), Pointier (1989a) y Pointier et a/. (1988) (ver capitulo 3 de este trabajo). En el
Centro Piscicola de Zacatepec el muestreo se ilevé al cabo con la ayuda de una red de 40 x
50 ¢cm con una abertura de malla muy fina que no permitfa el paso de caracoles pequefios. En
esta localidad no se estimé la densidad por metro cuadrado, sélo se corroboré su presencia,
asi como la de prosobranquios infectados.

Los caracoles recolectados se transportaron al laboratorio en recipientes de plastico de
300 ml de capacidad, con agua procedente de la misma localidad de muestreo. En el
laboratorio se mantuvieron en acuarios con agua de la localidad a una temperatura de 25°C
+ 1°C, con aireaci6n por medio de bombas para acuario, examinandose dentro de las 24 a las
48 h posteriores a su colecta. Para determinar si eran positivos a la infeccién, se colocaron
individualmente en frascos transparentes con capacidad de 30 ml, con agua declorinada y
sobre una platina con la misma temperatura que tenfan en el acuario, proporcionandoles
alimento comercial en hojuelas ("TetraMin") ad /ibitum y exponiéndose a un fotoperiodo
{luz/obscuridad de 12h/12h) y una fotofase 06:00 - 18:00 h. Al término de este lapso se
examind el contenido de cada frasco con la ayuda de un microscopio estereoscopico
{Mouchet, Théron, Brémond, Sellin E. y Sellin B., 1992). Los moluscos que liberaron cercarias
se separaron en un acuario con las mismas condiciones descritas.
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® Peces

En cada una de las dos localidades se colectaron 30 individuos de cada especie
{Heterandria bimaculata, Xiphophorus helleri, X. maculatus, Poecilia sphenops, P. latipinna y
Carassius auratus), utilizando para tal propésito redes o trasmallos; su transporte se llevé a
cabo en bolsas de plastico de 60 x 80 cm, con agua de la localidad de recolecta y se
mantuvieron en acuarios apropiados con agua declorinada y con aireaciér por medio de
bombas. De cada pez se especificé la zona de colecta, fecha, especie y los datos meristicos
convencionales: longitud total, longitud patr6n, altura maxima y el peso. Posteriormente, se
procedié a hacer su examen helmintolégico, dentro de las 24 h después de su colecta. En
virtud de que la prevalencia de C. formosanus en los peces de estudio fue siempre muy alta,
se consideré que 30 peces es un buen tamaiio de muestra, ya que los errores standard se van
a distribuir normalmente y esto nos permite especificar limites de confianza m4s precisos.

En el laboratorio los peces se sacrificaron por puncién cerebral y se disectaron las
branquias, separando cada uno de los arcos branquiales, con el fin de determinar con precisién
la cantidad de metacercarias enquistadas. Los arcos branquiales se colocaron en cajas de Petri
con solucién salina al 0.65% y se revisaron bajo un microscopio estereoscépico para contar
el nimero de metacercarias enquistadas..

Algunas metacercarias se desenquistaron por puncién con dos agujas de punta fina,
bajo el microscopio estercoscopico, para hacer observaciones de sus estructuras in vivo y
otras se emplearon para realizar infecciones experimentales (ver inciso 6.5).

6.3. Recoleccién y examen de hospederos definitivos naturales

Con el fin de confirmar y valorar la infeccién de hospederos definitivos en condiciones
naturales, se recolectaron y analizaron dos ejemplares de la especie Quiscalus mexicanus
(Passeriformes: Emberizidae), conocidos como "zanates" y uno de la especie Butorides striatus
{Ciconiiformes: Ardeidae), conocido cominmente como "garcita verde".

Los "zanates" y la "garcita verde" se cazaron en la localidad de "Las Estacas". En la
misma localidad de colecta se procedié inmediatamente a disectarlos para revisar el intestino,
bajo el microscépio estereoscépico, con el fin de encontrar la fase adulta.

6.4. Analisis de Datos

Para evaluar el grado de la infeccién causada por C. formosanus, en los distintos
hospederos se calculd la prevalencia, la intensidad media y la abundancia {(Margolis, Esch,
Holmes, Kuris y Schad, 1982): Prevalencia: Porcentaje de hospederos parasitados en una
muestra dada; Intensidad promedio: Cantidad total de pardsitos entre la cantidad total de
hospederos parasitados y la Abundancia:Cantidad total de parasitos entre la cantidad total de
hospederos revisados {sanos e infectados).
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6.5. Infecciones experimentales en peces, anfibios, aves y mamiferos y
abtencion de paridsitos (cercarias, metacercarias y adultos).

® Peces: Con el prop6sito de valorar experimentalmente la infectividad de C.
formosanus y la susceptibilidad en dos especies de peces (Oreochromis niloticus y Carassius
auratus) se llevaron al cabo infecciones experimentales como a continuacién se describe.

Las crias de tilapias (0. niloticus) fueron donadas por el Laboratorio de Reproducci6n
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México, donde hablan
nacido, mientras que los ejemplares pertenecientes a Carassius auratus se obtuvieron de una
granja particular que se localiza frente al Centro Pisclcola de Zacatepec, Morelos. Para el caso
de estos ultimos se asegurd que no presentaran previamente la infeccién, con el andlisis de
30 de elios y asi se certificé la ausencia de metacercarias enquistadas. Los peces se
expusieron a la infeccién ‘con cercarias obtenidas de caracoles infectados naturaimente
{determinados como se indica en la metodologia descrita en el inciso 6.2). Estas infecciones
se realizaron con cercarias recién emergidas, en cantidad conocida, colocédndolas en
cristalizadores donde se expuso individualmente a cada pez durante un perfodo de 6 h.
Después de este lapso, los peces se trasladaron a acuarios con las mismas condiciones
descritas, siendo sacrificados a diferentes periodos, siguiendo la metodologia del inciso 6.2.

* Anfibios: Con el fin de valorar experimentalmente la infectividad de cercarias
de C. formosanus y la susceptibilidad en anuros de la especie Spea multiplicata (Pelobatidae)
se realizaron infecciones experimentales en doce renacuajos, estos se recolectaron con la
ayuda de una red de mano de charcos temporales, presentes en la época de lluvias (julio-
septiembre), del parque "Los Coyotes" que se localiza en la delegacién Coyoacén de la Ciudad
de México.

Se revisaron los charcos del parque para observar la ausencia de moluscos,
principalmente de la especie Melanoides tuberculata. Los renacuajos presentaban diferentes
tallas de longitud, del extremo anterior al final de l1a cola, siendo estas de 26 a 36 mm (31.6
mm). Se expusieron a la infeccién con cercarias obtenidas de moluscos infectados
naturalmente, siguiendo la metodologia descrita en el inciso 6.2.

Las infecciones se realizaron de la misma forma que la sefialada para los peces. Los
renacuajos se alimentaron diariamente "ad libitum" con alimento artificial "TetraMin",
adicionandoles algas filamentosas, recolectadas del mismo sitio de captura. Se mantuvieron
a una temperatura de 25°C en promedio, con aireacién por medio de bombas y un fotoperiodo
natural constante de 12 h luz / 12 h obscuridad. Una vez que transcurrié la metamorfosis, que
aproximadamente ocurrié de las 4 a las 6 semanas después de la infeccién, se trasladaron a
un terrario dende ocho dfas después se sacrificaron para proceder a su diseccién.

Los sapos se sacrificaron por puncién cerebral y se disectaron cuidadosamente
separando la piel y los érganos internos, asf como los miusculos, se colocaron en solucién
salina al 0.65% y se revisaron bajo el microscopio estereoscépico. Una vez que se localizaron
las metacercarias estas fueron puestas en una preparacién temporal con solucién salina al
0.65% para llevar al cabo el conteo de las mismas.
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e Aves y Mamiferos: Para establecer la infectividad de C. formosanus en
hospederos definitivos y obtener la fase adulta, se realizaron infecciones experimentales en
pollos de granja Gallus gallus, obtenidos en un mercado del Centro de la Ciudad de México y
en ratones de laboratorio Mus musculus, donados por los Bioterios de la Universidad
Auténoma Metropolitana-Xochimilco y de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Para esto, se utilizaron metacercarias obtenidas tanto de infecciones
naturales como experimentales (ver inciso 6.2). Estos hospederos se sometieron a un periodo
previo de ayuno de 12 h como minimo, para facilitar la ingestion de las branquias recién
disectadas con metacercarias vivas en cantidades conocidas, 12 h después se alimentaron con
una férmula comercial.

Posteriormente y a tiempos postinfeccién determinados (5, 10, 16 y 20 dfas), se
procedi a revisar el intestino de cada hospedero. Los adultos recuperados fueron retirados
con la ayuda de un pincel y colocados en solucién salina al 0.85%. De cada hospedero
experimental se registré la edad, la cepa, el peso y la cantidad de adultos obtenidos.

Algunos adultos se montaron en preparaciones temporales con el propésito de observar
sus estructuras in vivo. Otros se mataron en agua caliente, posteriormente se fijaron en
alcohol etflico al 70% y se sometieron a diversas tinciones (paracarmin de Mayer, hematoxilina
de Ehrlich o tricrémica de Gomori), montandose en preparaciones permanentes con bélsamo
de Canad4 para su posterior estudio morfolégico. A partir de otros adultos se obtuvieron
huevos, destruyendo para ello sus cuerpos. Los huevos fueron incubados en agua destilada
con gentamicina al 0.001%, en estufa a 27°C, con el fin de obtener la fase de miracidio.

Los adultos encontrados en la "garcita verde" (Butorides striatus) fueron retirados de
la misma forma como la descrita para los ratones. La muerte, fijacién y tincién de los
ejemplares se realizé de igual manera que los obtenidos experimentalmente de ratones de
laboratorio. A partir de algunos adultos se obtuvieron huevos, que fueron procesados como
se menciona para los recuperados en los ratones.
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7.1. Capitulo 1

Quetotaxia de la cercaria de
Centrocestus formosanus



7.1.1. Introduccion

La presencia de Centrocestus formosanus en México implica un problema de
introduccién de especies. La introduccién de este tremétodo a nuestro pals probablemente
no se realizé junto con los segundos hospederos intermediarios, las "carpas chinas"
{Mylopharyngodon piceus), sino con los caracoles (Melanoides tuberculata) que son los
primeros hospederos intermediarios.

Siendo C. formosanus una especie asiética es vélido cuestionar si la determinacién de
su presencia en México es precisa, debido a esto es importante corroborar la determinacién
especifica del tremétodo. En la actualidad se conoce el estudio morfométrico comparado de
cercarias y metacercarias naturales y de adultos recobrados experimentalmente (Arizmendi,
1989; 1992; Salgado-Maldonado et a/. 1994). Sin embargo, la identificacién del parasito
puede confirmarse mediante el estudio quetotéxico (patrén de la distribucién de papilas
nerviosas) de su cercaria, el cual aporta datos adicionales ttiles para la taxonomia de la
especie y hace més practica la determinacién especifica, debido a que resultan innecesarias
las infecciones experimentales para obtener el estado adulto, sobre el que se basa la
identificacién. Ademas, el estudio de la quetotaxia ha demostrado tener una gran importancia
desde los puntos de vista filogénetico y taxonémico (Richard, 1971; Bock, 1983; Busta,
1987).

El objetivo de esta parte del trabajo es determinar la identidad especifica de la cercaria
emergida de M. tuberculata por medio del estudio de su quetotaxia.

7.1.2. Materiales y Métodos

Las cercarias recién emergidas se obtuvieron con una pipeta Pasteur del agua de los
frascos que contenian los ejemplares de Melanoides tuberculata infectados naturalmente,
recolectados en el canal lateral al balneario "Las Estacas" [ver inciso 6.2. Metodologfa
General y diagrama de flujo (pag. 24}l.

Las cercarias se mataron con agua caliente, se fijaron en formol al 5%, se tifieron con
azul de nilo y se montaron en preparaciones temporales con Lactofenol de Amman.
Posteriormente con un ocular micrométrico se midieron un total de 30 cercarias. Las medidas
se dan en micras, indicando el minimo, el maximo y, entre paréntesis, el promedio. No se
ejercié presién con el cubreobjetcs.

Para determinar el patrén de receptores sensoriales en las cercarias recién liberadas
de dichos caracoles se llevé al cabo la técnica de impregnacién argéntica, siguiendo el
método descrito por Combes, Bayssade-Dufour y Cassone {1976), el cual se detalla a
continuacién.



Se colocaron cinco cercarias en un portaobjetos con la menor cantidad de agua
destilada posible y se afadieron de dos a tres gotas de solucién de nitrato de plata al 56%.
Se expusieron durante diez minutos a una ldmpara de luz ultravioleta; posteriormente se
retiraron de la luz y se lavaron con agua destilada, eliminando el exceso con una pipeta
Pasteur. Las larvas se montaron en una mezcla de liquido de Foure con Lactofenol de
Amman, en una proporcion de 1:1. Finalmente, la preparacién se sellé con barniz
transparente. La quetotaxia se determiné en 25 cercarias como en Samnaliev, Dimitrov y
Busta, 1983.

El patrén de receptores sensoriales se describio de acuerdo con la nomenclatura
propuesta por Richard (1968, 1971),basado en el arreglo de una cercaria primitiva hipotética,
en la que la posici6én de las papilas nerviosas estd determinada aproximadamente por la
interseccién de seis ejes nerviosos longitudinales (dos dorsales, dos laterales y dos ventrales)
correspondientes a seis troncos del anillo nervioso y dos  ciclos transversales
{correspondientes a las comisuras del anillo). La cantidad de papilas es diflcil de precisar; sin
embargo, se admiten cuatro ciclos para la zona cefélica, tres para la zona postacetabular, 11
para el tronco caudal y 11 para cada bifurcacién de la cola. A nivel del acetébulo, las papilas
estén dispuestas en cfrculos concéntricos, designados por la letra S (S/: ciclo interno y S//:
ciclo externo). Para la designacién de las papilas se utiliza una letra para cada zona (C:
cefélica, A: anterior al acetabulo, M: media, P: posterior al acétabulo, U: caudal y F: para las
ramas de la cola); cada nimero romano indica el intervalo de los ciclos de cierta regién (de
| a V); las letras V, D y L, indican las posiciones ventral, dorsal y lateral, respectivamente.
La simetria es bilateral, por lo que no se precisa si corresponde a la regién izquierda o
derecha.

A las cercarias estudiadas se les tomaron fotomicrograffas con una camara Nikon FX-
35DX adaptada a un microscopio 6ptico Nikon Optiphot-2. Las tomas se realizaron en campo
claro.

7.1.3. Resultados

La cercaria es de tipo distoma, leptocerca, el cuerpo es cordiforme; mide 113 - 154
4 (140} de longitud total por 76 -103 x4 (83) de anchura méxima a nivel del acetabulo; la
ventosa oral mide 28 - 36 u (33) de largo y de 27 - 35 i (30) de ancho. El didmetro de la
faringe es de 21 - 26 i (24); el largo de la cola es de 114 - 155 ¢ {131) y de ancho mé&ximo
de 18 - 24 4 (20).

Siguiendo la nhomenclatura propuesta por Richard, (1968, 1971), el patrén de papilas
nerviosas que mostraron las cercarias emergidas de Melanoides tuberculata, es el siguiente:
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A.- Regié6n cefélica

Consta de un total de 66 a 72 papilas, distribuidas en cinco ciclos, sefialando sélo el

plano sagital (Figs. 4-7).

C, = 1G1,11a12C2

C, = 1C1,3C2,2C3,162C4
Cu = 2Cy1, 2Cy2, 3C,3

Cy = 2Cy1,1Cy

Cy = 2C,1,061C2,2C3

Fig. 4. Fotomicrografia de la regién cefélica, ventral,
de [la cercaria de C for
{Nishigori, 1924) Price, 1932 liberada de
Melanoides tuberculata (Miller, 1774} del manantial
“Las Estacas” Mor., papilas nerviosas: A) 1C,1;
B)3C2; C)2C3; D)2C,1; E)2C,2; F) 2C,1;
G) 2 C,1 (en parte}. Escala de la barra = 6.5 u.

Fig. 6. Fotomicrograffa del extremo anterior, dorsal, de la
cercaria de C. formosanus, papilas nerviosas: A) 1 C, 2;
B) 2'C,, 3. Escala de la barra: 6.5 u.
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B.- Regi6n corporal

Consta de un total de 32 a 42 papilas; sélo se representa el plano sagital (Figs. 6 y

.
Bi. Regién ventral
A = 2AV
I = 1AV
A, = 1A,V
Bii. Regi6n lateral
A, = 3a4d4AL
A, = 1Ta2AlL
= 1ML
P, = 1PL
Biii. Region dorsal
A, = 1AD
A, = 263AD
" = 162A,D
= 3 MD
C.- Cola

Consta de dos pares{Fig. 7).

UD = 2 pares

Fig. 8. Fotomicrografia de! plano sagital darecho, ventral,
de la cercaria de C. for nervi
A)2C,1;B)2C,1;C) 2AV; D) 1 A,,V E) 1 A,V. Escala

de la barra = 6.5 o1




100ym

Fig. 7. Patrén quetotdxico de la cercaria de C. formosanus {(Nishigori, 1924) Price, 1932;
A - C) Ouetotaxia cefélica y corporal, ventral; B - D) Quetotaxia cefélica y corparal, dorsal;
E} Quetotaxia caudal; F - G) Detalle de la quetotaxia cefélica ventral. (Tomado de Bayssade-
Dufour et a/. 1982}.
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7.1.4. Discusién

Las cercarias liberadas de Melanoides tuberculata y utilizadas para el estudio
quetotaxico resultarcn morfométricamente semejantes a las descritas por Chen (1948) para
Centrocestus formosanus de China, aisladas de la misma especie de caracol. El patrén de
papilas nerviosas mostrado por las cercarias emergidas de M. tuberculata de "Las Estacas",
resulté practicamente idéntico al establecido por Bayssade-Dufour et a/. (1982) para las
cercarias de C. formosanus de Malasia, liberadas de infecciones naturales de la misma
especie de molusco, difiere exclusivamente en la cantidad de papilas observadas en ciclo
AV, ya que las cercarias estudiadas siempre presentaron una papila, mientras que dichos
autores mencionan que raras veces ésta se presenta (Figs. 6 y 7). Sin embargo, la presencia
constante de la papila en el ciclo A,V de nuestros ejemplares no significa que se trate de otra
especie, esto sugiere que posiblemente Bayssade-Dufour et al. (1982} no la observaron.

Las cercarias medidas fueron mas grandes que aquellas registrados por Arizmendi
(1992), probablemente debido al tipo de medio —que causé la muerte— que empleo (formol
caliente al 10%), al menor nimero de ejemplares que midié (12) y a la naturaleza de las
larvas que examiné (aisladas inmaduras de caracoles disectados).

La quetotaxia ha demostrado ser una herramienta teérica esencial y debido a que la
conservacién de preparaciones con una solucién de nitrato de plata es sencilla y eficaz, se
pueden realizar comparaciones posteriores con ellas. Por lo tanto, la quetotaxia representa
un método practico y econdmico para realizar estudios taxonémicos {Richard, 197 1; Busta,
1987; Mouahid, Moné, Chaib y Théron, 1991).

La quetotaxia se ha estudiado en varios grupos de platelmintos; por ejemplo, en
monogéneos ha sido abordada por Lambert (1976, 1977, 1978, 1979) y Lambert y Denis
(1982) y en trematodos, por Bayssade-Dufour et a/. (1982), Bayssade-Dufour, Cabaret,
Ngendahayo, Albaret, Carrat y Chabaud (1989a), Bayssade-Dufour, Grabda-Kazubska y
Chabaud (1989b), Bock (1983, 1984), Bock y Jansen (1987), Busta (1987), Grabda-
Kazubska y Moczén (1981), Richard (1968, 1971), Samnaliev y Dimitrov {1980), Samnaliev,
Dimitrov y Genov (1982), Samnaliev et a/, (1983}, Théron (1976) y, por Vaucher {1872),
entre otros. Estos autores estdn de acuerdo en que la quetotaxia posee importancia en
sistemdtica, taxonomia y filogenia. Por ejemplo, el estudio llevado al cabo por Richard {1971)
demostrd la existencia de un patrén basico en la distribucién de los receptores sensoriales
permitiendo confirmar que todas las especies de una superfamilia difieren de las otras y
sefialo que la quetotaxia tiene un valor filogenético, ya que las especies mas evolucionadas
muestran un decremento numérico de receptores sensoriales en la cola, un incremento de
aquellos situados sobre el cuerpo y un fenémeno de cefalizacién en la regién anterior. El valor
taxonémico de ia quetotaxia se presenta en diferentes niveles: en el especifico, permite
separar especies cercanamente relacionadas (Richard, 1968; Vaucher, 1972; Samnaliev et
al. 1983; Bock, 1983;Busta, 1987}, proporcionando, ademds, una determinacién de especies
posible en cercarias, como el caso de dos especies de Schistosoma. En el genérico, la
quetotaxia permite corroborar esquemaéticamente ladivisién establecida por diferentes autores
v algunas veces permite una definicién mds precisa del género (ver Richard, 197 1); a nivel
de familia, la quetotaxia especifica y simplifica definiciones y ademés, permite establecer
semejanzas entre familias (Busta, 1987); a nivel de superfamilia se ha observado que la
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distribucion de papilas sensoriales en la cola es altamente caracteristica de cada superfamilia
{Richard, 1971).

Aunado a lo anterior y considerando que hasta el presente la sistemética de la Clase
Trematoda estd fundamentada a nivel de especie, sobre caracteres morfolégicos del adulto
que son por lo general cuestionables [debido a que en algunas ocasiones no se toman en
cuenta factores como: técnicas de fijacién y preservacién, variaciones intraespecfficas
inducidas por diferentes hospederos, variabilidad geogréfica, etc., los cuales pueden modificar
los rasgos de importancia taxonOmical y a nivel supra-genérico y genérico sobre
apreciaciones comunmente subjetivas, la filogenia del grupo parece algo obscura (Richard,
1968). La cantidad y arreglo de los receptores sensoriales de las cercarias que estén
directamente conectados con el sistema nervioso, han demostrado ser constantes para cada
especie (Samnaliev et a/, 1983} al igual que el aparato excretor y estdn menos sujetos a
convergencias y fenémenos adaptativos que la morfologia general (Richard, 1971). Richard
{1968) ha argumentado que en consideracién a que los treméatodos fueron originalmente
pardsitos de.moluscos y no de vertebrados podria ser conveniente sentar las bases
sisteméticas y filogenéticas de los trematodos en sus formas larvarias, por ejemplo en las
cercarias con base a su quetotaxia, mads que en las formas adultas. Otros autores han
propuesto que la quetotaxia facilita la comprensién de las tendencias evolutivas de algunos
grupos (p.e. Plagiorchiata), caracteristica esencial para su estudio cladistico (Bayssade-Dufour
et al. 1989a).

De acuerdo con los resultados presentados se corrobora que la identidad especffica
de la cercaria emergida de Melanoides tuberculata de "Las Estacas", Morelos, México,
pertenece a la especie Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924), Price, 1932;
confirméndose asf la presencia de esta especie, de origen asiatico, en nuestro pals.
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7.2. Capitulo 2

“Patrén de emergencia
de las cercarias de
Centrocestusformosanus



7.2.1. Introduccion

Varios autores han estudiado los patrones de emergencia de cercarias, por ejemplo en
diferentes especies de Schistosoma (Schistosomatidae) (Valle, Pellegrino y Alvarenga, 1971;
Théron, 1976; Combes y Théron, 1977; Raymond y Probert, 1987; Théron, 1989; Pagés y

_ Théron, 1990a,b; Mouahid et a/. 1991; Ferrer, Pointier, Théron y Moné, 1991 y Mouchet et
al. 1992), en Riberoia marini {Cathemasiidae) (Combés y Théron, 1977), en Plagiorchis
neomidis (Plagiorchiidae) (Webber, Rau y Lewis, 1986), en P. noblei y otras. Se ha observado
que en condiciones naturales la liberacién de cercarias se efectiia siguiendo un ritmo
determinado y se ha demostrado que la luz y la temperatura desempefian un papel importante
en la sincronizacién de dichos ritmos (Valle et a/. 1971; Combes y Théron, 1977, Combes,
1991b).

Combes y Théron (1977} han definido tres tipos de ritmos de emisién de cercarias, los
cuales son: circadianos {cuando exhiben un pico o acrofase de emisién cada 24 h), ultradianos
{con dos o varios picos cada 24 h) e infradianos (con picos de emisién con una periodicidad
mayor a 24 h).

Los ritmos de emergencia de las distintas especies de cercarias, evidencian la existencia
de una relacién muy interesante entre la posicién de la acrofase (periodo de méxima emisién
de cercarias) y el comportamiento del hospedero al que estdn destinadas y poseen un valor
adaptativo, estrechamente ligado a la realizacién exitosa de sus ciclos de vida. Puede pensarse
que esta Intima adaptacién es el resultado de una seleccién de los genes de los tremétodos,
determinado por el comportamiento de sus hospederos, que coincide con las horas de
emergencia mas favorables (Combes y Théron, 1977).

Lo elevado de la prevalencia de metacercarias de Centrocestus formosanus en las
poblaciones silvestres y de cultivo de distintos peces de agua dulce en México (Andnimo,
1990; Arizmendi, 1992; Salgado-Maldonado et a/. 1994; Almeyda-Artigas et al. 1994) y en
el mundo (Madhavi, 1986; Madhavi y Rukmini, 1991), sugiere que el proceso de transmisién,
asf como el de infeccién (establecimiento) son muy efectivos y que pueden estar operando
algunos mecanismos que faciliten o hagan eficientes estos procesos. Con base a lo expuesto,
se considera importante estudiar el patrén de emergencia de las cercarias de C. formosanus
liberadas de Melanoides tuberculata. A la fecha no existen en la literatura datos sobre el patrén
de emergencia de las cercarias de C. formosanus.

Recientemente los estudios cronobiolégicos se han visto apoyados con el uso de
estadistica circular para el andlisis de los datos y su empleo ha resultado ser una herramienta
muy Util en ritmos biolégicos. En el Apéndice 1, se desarrollé un resumen de las bases de la
Estadistica Circular coin algunos ejemplos de su aplicacién en estudios cronobiolégicos, asf
como las pruebas estadfsticas para demostrar su significancia y su correspondiente
interpretacién {tomado de Batschelet, 1981; Mardia, 1972 y Chassé y Théron, 1988}, Este
apéndice nos permite ser més explicitos con los métodos que aplicamos en esta seccién, para
el anélisis de los datos.
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7.2.2, Materiales y Métodos

i. Colecta y aislamiento de Me/anoides tuberculata infectados.

Para obtener caracoles infectados con cercarias de C. formosanus se realizé una
colecta en un canal lateral al curso del rfo "Las Estacas", Mor., durante el mes de julio de
1992, El canal presenta una anchura maxima de tres metros y una profundidad promedio de
un metro, las paredes y fondo del canal son de concreto, inicia en el brote del manantial "Las
Estacas" (en el balneario del mismo nombre) y corre hasta legar al pueblo Bonifacio Garcia,
municipio de Tlatizapan. Los tidridos M. tuberculata, fueron recolectados manualmente del
fondo del canal y posteriormente transportados al laboratorio, en donde se aislaron
individualmente. Para tal efecto se trabajé con la misma metodologfa sefialada en elinciso 6.2,
de la Metodologia General (ver diagrama de flujo). '

La identificacion del parasito fue confirmada con base en la quetotaxia de su cercaria
{ver capftulo 1), asf como también con la comparacién morfométrica de las metacercarias
{obtenidas de infecciones experimentales realizadas en Carassius auratus) y adultos
{recuperados de infecciones experimentales practicadas en Mus musculus) (ver capitulo 4).

ii. Determinacién del patrén de emergencia.

De 80 caracoles que resultaron infectados naturalmente, se seleccionaron al azar nueve
{Webber et al. 1986; Pagés y Théron, 1990a; Mouahid et a/. 1991). Fueron introducidos
individualmente en frascos de plastico de 40 ml que contenifan 25 m! de agua aireada a 26 +
1°C y sometidos a un periodo de aclimatacién de dos dias consecutivos, antes de llevar al
cabo el anélisis individual del ritmo emergencia (Mouchet et al. 1982). Estos nueve
prosobranquios presentaron una talla de 15.6 - 21.0 mm de largo y una anchura méxima a
nivel del 6perculo de 4.4 - 5.9 mm.

Las condiciones experimentales para el analisis fueron: temperatura del agua constante
(26 + 1°C); se alimentaron con hojuelas de alimento comercial "TetraMin" en cada cambio
de agua (de una hora); fotoperfodo balanceado (luz/obscuridad : 12 h/12 h) y una fotofase de
06:00h a 18:00 h (2,000 lux), con un incremento gradual en la intensidad al comienzo de la
fotofase y un decremento al final de ésta (Théron, 1989; Pagés y Théron, 1990a). La
intensidad de luz se aplic6 por medio de una fuente artificial y para lograr una fase de
obscuridad total y constante, los moluscos se mantuvieron en una caja cerrada con las caras
forradas de papel negro y colocada en un cuarto obscuro (Almeyda-Artigas, 1988).

El ritmo de emergencia de las cercarias de C. formosanus fue determinado
experimentaimente para siete caracoles durante cinco dias consecutivos y para otros dos
caracoles durante siete dfas consecutivos.

Las cercarias emergidas se contaron directamente a intervalos de una hora con la ayuda
de un microscopio estereoscépico. Se registr6 el intervalo, la temperatura del agua, la
temperatura del medio y el nimero de cercarias liberadas por caracol.



Con el fin de reconocer a las cercarias méas facilmente, éstas fueron tefidas con una
solucién de yodo al 5% diluida en alcohol al 70% (Giovannola, 1936).

iii. Anélisis de datos

Los datos cronobiolégicos obtenidos, fueron transformados para su anélisis a variables
circulares (Batschelet, 1981; Chassé y Théron, 1988. Ver Apéndice 1). Se calculé el vector
promedio [hora promedio de liberacién (X}, la desviacién angular (S) y la longitud del vector
promedio (r/]; con el propésito de demostrar si existia una periodicidad en la emergencia de
las cercarias y si dicha periodicidad presentaba diferencias estadisticamente significativas, a
pesar de las variaciones diarias en las acrofases (picos) de cada molusco, se aplicé la prueba
de Rayleigh {/n: Batschelet, 1981)}. Asi mismo se aplicé la Prueba de Mardia-Watson-Wheeler
con la finalidad de demostrar que, a pesar de las variaciones individuales en los picos de
emergencia de cada caracol, se trata de la misma poblacién de cercarias (Mardia, 1972;
Batschelet, 1981).

7.2.3. Resultados

i. Cronobiologia de la emergencia de la cercaria de Centrocestus formasanus liberada de
Melanoides tuberculata en Morelos, México.

Considerando a los nueve caracoles que se mantuvieron en observacién durante cinco
y siete dfas consecutivos, se obtuvieron 49 picos {ritmos) de emisién individuales {Tabla 3).

Tabla 3, Ritmos de emergencia de las cercarias de C. formosanus emitidas de nueve M. tuberculata.

Intervalo X n @ cos ncos sen nsen
{haras)
06:00-07:00 06:30 ] 97.5 -0.1305 -0.6525 0.9914 4.9670
07:00-08:00 07:30 2 112,56 -0.3827 -0.7654 0.9239 1.8478
08:00-09:00 08:30 6 127.56 -0.6088 -3.0440 0.7934 3.9670
09:00-10:00 09:30 16 142.6 -0.7934 -12.684 0.6088 9.7408
10:00-11:00 10:30 ] 167.6 -0.9239 -4.6195 0.3827 1.9135
11:00-12:00 11:30 8 172.6 -0.9914 -7.9312 0.1305 1.0440
12:00-13:00 12:30 3 187.6 -0.9914 -2.9742 -0.1305 -0.3215
13:00-14:00 13:30 & 202.5 -0.9239 -4.6195 -0.3827 -1.9135
Total 49 -35.3007 21.1651

x = intervalo promedio, n = numero de picos, ¢ = 4ngulo promedio, cos = coseno de ¢,
ncos = nimero de picos por el coseno de ¢, sen = seno de ¢, nsen = numero de picos por
el seno de ¢.
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Las cercarias de C. formosanus que emergieron de los caracoles se observaron en
forma de "nubes" o "manchones” en los perfodos de mayor emisién.

Las cercarias liberadas de M. tuberculata desplegaron un ritmo de emergencia de tipo
circadiano, debido a que solamente se present6 un pico de emisién cada 24 h (Fig. 8).

La emisién de cercarias de los nueve caracoles se encontré limitada précticamente a
los perfodos diurnos (fotofases) de los cinco y siete nictdmeros (fotociclos de 24 hs.)
muestreados, liberandose el 99.77 % de las cercarias durante este perfodo. Por lo que, de
acuerdo con la terminologfa propuesta por Combes y Théron {1977), el ritmo de emergencia
de la cercaria de C. formosanus es del tipo de "dia" (acrofase situada en la fotofase) con
alternancia "absoluta” {emisién situada totalmente en la fotofase).

La liberacidn de cercarias se inicié a las 06:00 h, inmediatamente después de que la
luz fue encendida y répidamente se incrementé durante las primeras cuatro horas (06:00 -
10:00 h). El decremento se presenté a una proporcién menor al 7% a partir de las 12:00 h

(Fig. 8).

Porcentaje de cercarias emitidas

08:00 08:00 10:00 12:00 14:00 18:00 18:00
Horas del dis

Flg. 8. Patrén de la de la la de Centre
partic de Melanoldes tuberculata, manantial "Las Estacas', Mor.
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El pico {acrofase) promedio de emisién de cercarias fue focalizado entre las 09:00 y
10:00 h (Fig. 5). Este pico representa el 20.21 % (SD = 2.57) de la produccién diaria de
cercarias (880 + 122 C/D/M, cercarias por dia por molusco). El nimero promedio de cercarias
emergidas en el intervalo de mayor emisién fue de 178 + 32 cercarias. La distribucién de
picos individuales de liberacién se dio de ta siguiente manera: cinco picos a las 06:00 h, dos
a las 07:00 h, cinco a las 08:00 h, 16 a las 09:00 h, cinco a las 10:00 h, ocho a las 11:00
h, tres a las 12:00 h y cinco a las 13:00 h (Tabla 3).

La hora promedio de liberacién, la desviacién angular y la longitud del vector promedio
para cada caracol, asfi como el promedio global para los nueve tidridos, se muestran en las
Tablas 4 y 5; y en la Fig. 9.

La hora promedio de liberacién de las cercarias de C. formosanus fue a las 10H01'43"’
con una desviacién angular de 1H 53’21’ y una longitud del vector promedio de 0.877
{Tablas 4 y 5; Fig. 9).

0 0415 1) &

Fig. 9. Hora promedio de liberecién de las cercarias de Centrocestus
formosanus, longitud del vector promedio de los nueve (%) Melanoides
tuberculata experimentales y promedio global para la poblacién (D).
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Tabla 4. Calculo de algunos parémetros de estadfstica circular a partir de los datos de la Tabla 3, Se obtiene el vector promedio:
ta hora promedio de liberacién (X), la desviacién angular (S) y fa longitud del vector promedio {r). El factor de corraccién
as ¢. {ver Apéndice 1).

X = ncosin x= -0.7612
Y = nsenin y= 0.4319
¢ = 180° + arc tg {-0.5674)

= 180° - 29.573

= 160.4297
X = 10,0286 = 10H 01°43"
r=0.5794 + 0.1865 =  0.7659 = 0.8752
¢ = 1.0029 factor de correccién
rc = 0.8777

180

Se = J2(1-1)

m

Sc = 28.3368
1.8891

Sc = 1H §3'21""

Tabla 6. Resultados del andlisis por estadstica circular de la hora promedio de liberacién, desviacién angular y longitud del vactor
promedio de los nueve moluscos experimentales,

M. tuberculata Hora promedio Desviacién Longitud del
de emergencia angular con vector promedio

factor de con factor de
correccién {Sc) correccién {rc)

1 10H 29'69" 50'38" 0.9756

2 10H 16'15” 1H 58’29 0.8665

3 10H 06'45*' ) . 2H 14’°35"" 0.8276

4 09H 62’37 . 2H 1945 0.8141

6 10H 19517 or2H-10022 0.8382

6 10H 04'08"* u . 1H 00717 0.9654

7 O09H 3848 . . ‘2H13'19* 0.8308

8 . O9H 32'37*" .. 7 i 1H'38'38" 0.8074

9 09H 43°327*+ = v ot H 627177 0.8800

Total el 10H 01°43" . " s 1H 83217 0.8777
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ii. Anaélisis de fesultados.

- Prueba de Rayleigh- para demostrar periodicidad en la emergencia de las cercarias.

La comparacién de los resultados con la prueba de Rayleigh (Batschelet, 1981) mostré
que existe una periodicidad en la emergencia de las cercarias en todos los caracoles y que no
hay diferencias significativas entre los picos de emergencia individuales, {n = 49, rc = 0.877,
Z=(nrc)¥n, Zla)=2.98, Z=37.747, Z > Zla), con a = 0.05), a pesar de las variaciones
diarias.

- Prueba de Mardia-Watson-Wheeler, para demostrar diferencias en los patrones de
emergencia de las cercarias los caracoles estudiados.

El anélisis de los resultados con la Prueba de Mardia-Watson-Wheeler (Mardia, 1972;
Batschelet, 1981) mostré que no hay diferencias estadisticamente significativas (W =
11.7149;g/ = 16, P > 0.05), entre los patrones de emergencia de las cercarias de los nueve
tiaridos analizados {Tabla 6). Este mismo resultado se obtuvo al realizar comparaciones entre
parejas (36) de caracoles (Tabla 7). Esto implica que las variaciones individuales en los picos
de emergencia de los diferentes moluscos deben ser consideradas como variaciones
aceptables, normales en el comportamiento de una misma especie. Por lo que la especie de
cercaria que se esté liberando corresponde a una misma poblacién. Asl, determinamos que la
cercaria de C. formosanus emergida de M. tuberculata presenta un patrén de liberacién
circadiano con dicha caracteristica.

Tabla 6. Anilisis de los resultados con la prueba de Mardia-Watson-Wheeler {ver Apéndice 1).

hay diferencias
estad(sticamente
significativas

[ ] Cos Cos* Sen Sen? R* n Rn
1 -1.7245 2.9373 -0.4886 0.2388 3.2127 6 0.6425
2 0.6858 0.4703 1.0347 1.0705 1.5408 5 0.3082
3 0.7063 0.4889 0.3136 0.0983 0.5972 5 0.1184
4 1.8511 3.4268 0.5162 0.2665 3.6933 8 0.7387
5 2.8084 7.8868 1.5951 2.5442 10.431 7 1.4901
6 -2.7441 7.6301 -0.6940 0.3628 7.8829 7 1,1261
7 0.2887 0.0834 0.6985 0.488 0.5714 5 0.1143
8 -1.1669 1.3500 -1.4398 2,0731 3.4231 5 0.6846
9 -0,7079 0.56037 -1.6356 2.6752 3.1789 5 0.6358
® M. wberculata . total: 5.8597
n =49 B=ré Valor obtenido = 26.296
G =ZcosB dex* ...
360° S 1.8 ==ZXsen8 ) Lo egl
6 = —— =7,3459 - e e : : ; IR
B A c;',', + S e a= 0.05"
W=2FRi*/n=117149 < P > a Porlo tanto no

-t
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Tabla 7. Andlisis de los resultados con la prueba Mardia-Watson-Wheeler {comparacién molusco-molusco}.

L4 1 2 3 4 5 6 7 8 9

10.47* 10.47* 10.47* 10.46* 10.46* 10.47" 10.47" 1047*
4618 10.47* 10.47* 10.46* 10.46* 10.47* 10.47* 10.47*
1.5279 6.8541 10.47* 10.46* 10.46* 10.47* 1047* 10.47*
0.1459 1.0000 0.0000 10.46* 10.46" 10.47* 10.47* 1047"
5.0000 1.0000 1.0000 6.0000 11.65* 10.46* 10.46" 10.46*
2.0000 8.4641 20000 1.0000 B8.9390 10.46* 10.46"* 1046"
4.6180 2.6180 1.0000 2.6180 0.5359 1.6369 10.47* 1047*
2.3820 0.3820 1.0000 1.0000 3.7321 0.0718 0.3820 10.47*
2.6180 0.3820 1.0000 0.3820 2.2679 1.5359 0.3820 0.0000

CONDHWN =

@ M. tuberculata, * = No hay diferencias significativas.

Las cercarias de C. formosanus, son fototacticas positivas: cuando se colocaron enuna
caja de petri en presencia de un punto de luz, producido por una fibra éptica, todas tendieron
a concentrarse en torno a este.

7.2.4. Discusién

Se describe por primera vez el patrén de emergencia de las cercarias de C. formosanus
liberadas de M. tuberculata. El ritmo es de tipo circadiano con un pico diurno entre las 09:00
y 10:00 h que se caracteriza por presentar una acrofase situada totalmente en la fotofase,
indicando asf que se trata de una cercaria de "dia" con una alternancia de emisién "absoluta®”.

El pico maximo de emisién (09:00-10:00h) mostrado por la cercaria de C. formosanus
le confiere una gran ventaja, ya que est4 relacionado con la maxima actividad de los peces
a los cuales va a infectar y nos indica un valor adaptativo por parte del parasito. Ademés se
ha registrado que los poecilidos y ciprinidos {(segundos hospederos intermediarios del
trematodo) presentan un tipo de alimentacién omnivora y benténica constituida principalmente
por algas, detritus orgdnico y plantas vasculares (Dussault y Kramer, 1981; Kramer y
Mehegan, 1981; Meffe y Snelson, 1989). Asi que el hecho de que las cercarias de C.
formosanus emerjan de los caracoles M. tuberculata durante la mafiana, corresponde al tiempo
de mayor actividad de los peces cuando éstos se estan alimentando, ya sea removiendo el
fango y detritus o ramoneando la vegetacion que crece sobre las rocas de los rios o las
paredes de los canales o estanques. En estos mismos sitios coexisten los caracoles y las
cercarias que emergen de éstos en "nubes", {como fue observado en condiciones
experimentales), de tal manera que pueden penetrar mas faciimente a través de las corrientes
respiratorias, llegar a las cavidades operculares, alojarse en los arcos o filamentos branquiales
para enquistarse y transformarse en metacercarias.

42



En consecuencia, es oportuno considerar que si los héabitos alimenticios de los peces
al igual que los de los caracoles, son benténicos y que el mayor nlimero de M. tuberculata
parasitados se encontré en el substrato lodoso {donde abundan los recursos alimenticios tanto
para los peces como para los tidridos) (ver capitulo 3), la probabilidad de que la transmisién
se lleve al cabo y se produzca el establecimiento de la cercaria es muy alta.

Por otra parte, debido a que las metacercarias de C. formosanus ocasionan graves
problemas respiratorios a los peces que se manifiestan con un incremento en el ritmo
respiratorio y por "boqueo"” {Lépez-Jiménez, 1987b); varios estudios realizados en poecilidos
y ciprinidos en condiciones de poco oxigeno han demostrado que éstos peces tienden a subir
a la superficie —para efectuar una respiraciéon denominada de superficie acuatica (ASR)—,
donde pueden invertir de un 75 a un 90% de tiempo. Esto seiiala que el riesgo a la
depredacién por aves aumenta considerablemente (Kramer y Mehegan, 1981; Kramer, 1983;
Kramer y McClure, 1982 y Kramer, 1987). Asimismo la hipoxia producida por las
metacercarias puede ser dafiina para los peces, ya que ademdés de incrementarse el costo de
respiracién, se reduce el acceso al alimento y se amplia el riesgo a la depredacién por aves (las
cuales son basicamente los hospederos definitivos de este treméatodo).

El ritmo de emergencia de la cercaria de Centrocestus formosanus es muy similar al
patrén de emergencia mostrado por las cercarias de Schistosoma bovis (de Espafia, Italia y
Nigeria) y de S. curassoni (de Nigeria) {los cuales son pardsitos de ungulados —bovinos,
caprinos y ovinos—) que presentan su pico de emisién entre las 08:00 y 09:00 h (Pages y
Théron, 1990a; Mouahid et a/. 1991; Mouchet. et a/. 1992), en tanto difiere de las especies
S. mansoni (de Nigeria), S. haematobium (de Nigeria y Marruecos) y S. intercalatum (de
Zaire y Camerun) {-parasitos del hombre-} que presentan su pico entre las 11:00vy las 14:00
h (Pages y Théron, 1990b; Mouahid et a/. 1991; Mouchet et al. 1992). Si bien éstas cercarias
parasitan a otros vertebrados, demuestran que existe una adaptacién del par4sito a emerger
a tiempos correlacionados con los habitos del hospedero al cual infectan (Cable, 1972). Asi
por ejemplo, Schistosorma mansoni, presenta una acrofase en la fotofase {(donde la densidad
de cercarias es mas elevada) que coincide exactamente con el momento en que la actividad
del hombre en el agua es la maxima, es decir, al bafiarse, lavar la ropa y sacar agua. Por el
contrario, Plagiorchis vespertilionis parorchis, P. micracanthos, P. neomidis y P. noblei son
cercarias del tipo de "noche"; con ello, la probabilidad de encontrarse con las larvas de
insectos cuya actividad y dispersién es principalmente nocturna y a las que debe penetrar una
vez que las han alcanzado, aumenta significativamente. (Théron, 1976; Combes y Théron,
1977; Webber et al. 1986, 1989).

Otros estudios llevados al cabo con Schistosoma spp. también demuestran que existe
una preferencia marcada de las cercarias por emerger de los gastrépodos en tiempos muy
definidos del dia y se ha sugerido que estan relaciorados con la éptima disponibilidad del
hospedero definitivo. Las cercarias de S. mattheei, S. mansoni, S. haematobiumy S. bovis
tienden a emerger durante la primera parte del dia, mientras S. japonicum, S. rhodhaini y S.
douhthitti demuestran una preferencia de emergencia durante las primeras horas de la tarde
y ia noche. La emergencia de cercarias de S. japonicum en la noche sugiere que esta cercaria
pudo haberse desarrollado como pardsito de mamiferos nocturnos y el hecho de que el hombre
se parasite es quizéd accidental, ademds de que este parésito se ha registrado en un amplio
numero de hospederos con mas de 30 especies {Cable, 1972; Combes, 1991a).
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Sin embargo, es importante resaltar que existe una adaptacién del parésito a las
condiciones ecol&gicas de transmisién relacionadas con su origen geogréafico (Théron,1984;
Combes, 1990, 1991a). Asi, en algunos sitios de transmisién, diferentes poblaciones de S.
mansoni de la Isla Guadalupe, presentan un polimorfismo en el ritmo de emergencia de sus
cercarias, con picos de emergencia a las 11:00 h en focos urbanizados, favoreciendo la
infeccién hacia los humanos méas que a ratas, a las 14:00 h en focos pantanosos donde la
infeccién se ve favorecida hacia las ratas mas que hacia el hombre y a las 16:00 h en focos
silvestres, favoreciendo la infeccién a ratas silvestres, las cuales forrajean principalmente en
el crepusculo.

En tanto, es interesante hacer notar que cuando el hospedero a quien va destinada la
cercaria no tiene un ritmo de actividad (como en Fasciola hepatica, cuyas cercarias se
enquistan en pasto o hierbas), las cercarias no tienen un ritmo definido de emergencia
{Combes, 1991b).

Por otra parte, la importancia de los estudios cronobiolégicos con la aplicacién de
estadistica circular, realizados en especies de importancia epidemioldgica {por ejemplo,
Schistosoma spp.), han resultado de gran interés y utilidad, ya que han hecho posible la
caracterizacién de hibridos, la diferenciacién de razas cronobiolégicas, el anilisis de
infecciones mezcladas con especies del mismo género que se encuentran en simpatrfa en sus
sitios, la caracterizaci6én de diferentes poblaciones de la misma especie, el andlisis de
diferentes cepas geogréficas de una misma especie y la comparacién de especies simpétricas
en sus sitios de transmisién. Ademas, han permitido distinguir poblaciones genéticamente
diferentes’ (Théron, 1989; Pages y Théron, 1990a, 1990b; Mouhaid et a/. 1991; Mouchet et
al. 1992) (ver Apéndice 1).

La comparaci6én tradicional de histogramas que muestran la distribucién de la
emergencia como una funcién del tiempo del nictdmero, ha permitido la definicién de tipos
cronobiolidgicos y la diferenciacién de poblacicnes de parasitos. La aplicacién de la estad(stica
circular a esos mismos datos ha permitido el mejoramiento de dicho anélisis. El método y las
pruebas propuestas permiten: confirmar resultados previos sobre una base estadistica,
establecer la homogeneidad de los grupos cronobiocldgicos a los cuales pertenecen las distintas
poblaciones (principalmente), asi como demaostrar la existencia de una correlacién entre la
desviacién angular y la hora del dia en la que se presenta la acrofase (Chassé y Théron, 1988).

Debido a que los estudios efectuados sobre la caracterizacién y comparacién en varias
poblaciones animales, a través de un caracter etolégico periédico, reflejan un tipo de fenémeno
hallado con mucha frecuencia en otros modelos de estudio (puestas, eclosién, ritmos de
actividades locomotrices, etc.), se considera que la transformacién de datos cronobiolégicos
a variables circulares (que puedan ser tratadas estadisticamente), se convierte en una
herramienta analitica potencial en este campo, aunque muy poco empleada {Chassé y Théron,
1988).
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7. 3. Capitulo 3

- Prevalencia de Centrocestus formosanus
en relacion con la densidad, estructura
poblacional y edad de Melanoides tuberculata



7.3.1. Introduccién

Un factor de gran importancia en la dindmica de la transmisién de los tremétodos, lo
constituyen los patrones de crecimiento del molusco {gastrépodos o bivalvos}, como primer
hospedero intermediario, asi también son importantes la vagilidad tanto de los hospederos
intermediarios como definitivos, su distribucién espacial y temporal, su talla o tamaiio y la
densidad de sus poblaciones, entre otras variables en el microhabitat (Williams y Esch, 1991).

La disponibilidad de estadios infectivos de los trematodos (huevos, miracidios,
cercarias) esta determinada principalmente, por la densidad y el uso de habitat por los
hospederos definitivos y también por las caracteristicas fisicas del microhabitat (como flujo y
quimica del agua, temperatura, turbidez, etc.); estas caracteristicas pueden influir en el
movimiento y en la sobrevivencia de estadios infectivos {Sousa, 1990).

Por otra parte, la prevalencia de infecciones patentes en los moluscos varfa de acuerdo
a su talla {Sousa, 1980); se asume que ia altura de la concha de los caracoles tiene una
correlacién con la edad de los mismos (Heller y Farstay, 1989) y esta puede determinarse por
curvas de crecimiento, de esta forma es posible relacionar la edad de los caracoles con la
prevalencia de la infeccién (Woolhause y Chandiwana, 1990).

Es importante considerar estos factores en estudios de transmisién y dispersién de
tremétodos. En el caso del presente trabajo, se ha observado que la intensidad y prevalencia
de las infecciones por metacercarias de Centrocestus formosanus en poecilidos y otros peces
dulceacuicolas en algunas localidades es muy alta; en estas localidades se observa una alta
densidad de los caracoles de la especie Melanoides tuberculata. Con base en lo anterior, el
objetivo de esta parte del trabajo consiste en determinar la relacién entre la estructura y
densidad poblacional de M. tuberculata y la prevalencia de infeccién por C. formosanus en
condiciones naturales, asf como determinar en el laboratorio la curva de crecimiento de M.
tuberculata con el fin de relacionar talla de los caracoles con su edad. Este anélisis permitira
dilucidar cuestiones como las tallas y/o edades de M. tuberculata més parasitadas por C.
formosanus, |a talla y/o edad minima en la que pueden encontrarse caracoles parasitados por
C. formosanus, la relacién entre la densidad poblacional de M. tuberculata y la prevalencia
de la infeccién por C. formosanus, los tipos de substratos que favorscen o posibilitan altas
densidades poblacionales de M. tuberculata vy la curva de crecimiento que presenta M.
tuberculata.
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7.3.2. Materiales y Métodos
i. Area de estudio

El 4rea de estudio se localiza en el balneario "Santa Isabel", e! cual pertenece al
manantial "Las Estacas” (ver drea de estudio en general).

Se eligié un arroyo, alimentado por dos manantiales pequefios. El arroyo se dividié en
dos sitios, los cuales se denotaron como sitios 1 y 2. La eleccidn de los dos sitios se debié
a que existfa la presencia comprobada tanto del molusco como del treméatodo y a que
permitfan el estudio comparativo en diferentes substratos, ademés de que el muestreo fue
accesible. El sitio 1 se muestreo en noviembre de 1992y el sitio 2 en enero de 1993, con 77
dfas de diferencia, sin embargo, las condiciones del manantial y las clim4ticas no variaron, ya
que ambos muestreos se realizaron en la época de sequia (noviembre - mayo), donde la
temperatura ambiental es de 23.5 °C vy la precipitacién pluvial de 840 mm {Anénimo, 1988).

Las caracteristicas de los dos sitios de muestreo fueron las siguientes:

Sitio 1.- Arroyo natural, con substrato lodoso; longitud total 16.7 m., anchura promedio
1.15 m; profundidad homogénea de 5 cm. Tiene su origen a partir de un manantial pequeiio,
con un flujo de corriente muy débil, por lo que el agua casi se encontraba estancada. La
temperatura del agua durante el muestreo fue de 24 °C y la conductividad de 1,105 ymhos.

Sitio 2.- Es la continuacion del sitio 1, pero se encuentra alimentado por otro manantial
que le suministra mayor cantidad de agua. Con substrato rocoso y arenoso en su mayor parte;
longitud total de 150 m; profundidad promedio de 24 cm. La temperatura del agua durante el
muestreo fue de 23 °C y la conductividad de 1,105 ymhos.

ii. Muestreo de Melanoides tuberculata

En ambos sitios se muestreé aplicando la técnica de cuadrantes al azar, que es la forma
més aceptable para obtener muestreos comparables (Freitas, et a/. 1887; Pointier, 1989ay
Pointier, et al. 1989). Este tipo de muestreo permitié recuperar tidridos de todas las clases de
talla, sin desestimar las tallas méas pequefias, que por ctras técnicas de muestreo pasan
desapercibidos. Se emplearon cuadrantes de metal de 20 X 20 cm (400 cm?). Los caracoles
fueron colectados con una redde 15 X 15 cm. provista de un mango de 50 cm. de largo y una
maila de abertura muy fina que no permitia el paso de ninguno de ellos. El sedimento recogido
se lavé y pasé a través de tres tamices con abertura de mallade 3.36 mm, 1.54mmy 1 mm;
a partir de estos los caracoles se separaban y contaban en el mismo sitio de colecta,
determindndose el total de capturados por cuadrante.

Para estimar la densidad relativa promedio de la poblacién se consideraron solamente
a los organismos vivos; en el campo se fue graficando el nimero promedio de caracoles por
cuadrante (ver fig 10 y tabla 8), que se obtenfa de la suma del total de caracoles capturados
dividido por el nimero de cuadrantes muestreados y, donde se estabilizé se concluyé con el
muestreo, asumiendo que si se muestreaban maés cuadrantes el nlimero promedio no variaba.
(Fig. 10).
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El &rea de muestreo para los dos sitios fue la siguiente:

Sitio 1.- A lo largo y ancho del arroyo pudieron sefialarse 480 cuadrantes, dado que la
estructura (velocidad de corriente y profundidad) y topografia era muy homogenea, al
muestrear se decidi6 elegir los cuadrantes de la parte media y el muestreo de los 12 primeros
{al azar) demostré {a estabilizaci6én de la curva de captura, lo que indicé que este fuera el
ntimero minimo de cuadrantes a estudiar.

Sitio 2.- El arroyo tenia cuatro tipos de substrato, y en el 4rea elegida se sefialaron 708
cuadrantes, sin embargo en este sitio no se estratificé por tipos de substrato, se consideraron
el muestreo y los resuitados del sitio 1, por lo que se eligieron de la misma manera los
primeros 12 cuadrantes al azar.

Los caracoles vivos y muertos de cada cuadrante se separaron en recipientes de
plastico de 300 ml. de capacidad y se transportaron al laboratorio.

jii. Estructura poblacional de Me/anoides tuberculata y prevalencia de Centrocestus
formosanus

En el laboratorio, se estimo la prevalencia de la infeccién de C. formosanus en todos
los caracoles capturados de cada cuadrante, por emergencia de cercarias, siguiendo la misma
metodologia empleada en el inciso 6.2, de la metodologia general (ver diagrama de flujo). De
todos y cada uno de los caracoles recolectados se determind la longitud de la concha (del
apice a la abertura del opérculo) con un vernier (precisién de 0.01 mm).

iv. Curva de crecimiento de Melanoides tuberculata

Se determiné experimentalmenie en el laboratorio la curva de crecimiento de M.
tuberculata para conocer como esta relacionada la edad de los moluscos y la prevalencia de
la infeccién (Woolhause y Chandiwana, 1990).

La curva de crecimiento se estableci6 de la siguiente manera: se realizé una colecta de
caracoles vivos en el sitio 2, tratando de colectar todas las clases de longitud. En el laboratorio
se midi6 la altura de la concha de cada caracol y éstos se separaron en 10 clases de longitud
con intervalos de 4 mm, cada una.

Los caracoles vivos agrupados por tamafio se colocaron en 10 acuarios de 8 It de
capacidad, con agua del mismo habitat de la muestra y vegetacién acuatica (Cambomba sp.,
conocida cominmente como "cola de zorro") para proveerles de un soporte, manteniéndolos
en condiciones dptimas de aireacion (ver diagrama de flujo de metodologia general). Se
expusieron a un fotoperiodo natural (luz/obscuridad: 12h/12h, aproximadamente) y una
fotofase de 06:00 a 18:00 h. La temperatura del agua fue mantenida constante a 25 °C. No
se colocé lodo o arena como substrato, en ios acuarios.

Todos los grupos se mantuvieron en condiciones similares. Se alimentaron diariamente
con hojuelas de alimento comercial para peces tropicales "TetraMin", aprox. 0.5 g, por cada
acuario.
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Las tres primeras clases de longitud se formaron de 60 individuos debido a la aita
mortalidad que se presenta en las tallas pequefias {com. pers. Dra. Gloria Perera—inst. Pedro
Kouri, La Habana Cuba) y las siete restantes se conformaron de 30 individuos. Las medidas
de crecimiento de cada caracol fueron tomadas al inicio del experimento y 30 dias después
{tiempo id6neo para prosobranquios), con el propésito de conocer el incremento de talla que
presentaban. Las medidas se realizaron con un vernier (precisién de 0.01 mm). Las tallas de
los caracoles se dan en milimetros, mas menos la desviacién standard. Durante el experimento
semanaimente los acuarios se limpiaban y las crias se contaban y retiraban de cada uno de
éstos para evitar la sobrepoblacién.

v. Anilisis de datos

L.a densidad relativa promedio se determiné como el nimero promedio de caracoles
presentes en 12 cuadrantes muestreados y se extrapolé a un metro cuadrado. La prevalencia
fue calculada como el porcentaje de caracoles que liberaron cercarias. Se utilizé la prueba de
G, para comparar las prevalencias entre ambos sitios y entre los diferentes tipos de substrato
del sitio 2 (Sokal y Rohlf, 1981). Para probar si existlan diferencias en la estructura de tallas
de ambos sitios y entre los moluscos parasitados y no parasitados, se empleé una prueba de
Wilcoxon. Se aplicé también un analisis de Kruskal-Wallis, para comparar la estructura de tallas
en los diferentes substratos del sitio 2.

Para determinar los paradmetros de crecimiento, se utilizo la ecuacién de von
Bertalanffy:

kt

L =L, (1-e")

donde: L(t) : es la talla del animal al tiempo t después del nacimiento,
Loo: es el valor de Lt cuando la tasa de crecimiento es = 0 6 la longitud méxima
tedrica a la cual puede llegar un organismo;
k: es |la constante caracteristica de crecimiento y
t: es la edad del animal.

Los pardmetros k y Lo fueron calculados por el método de Ford-Walford, 1949 (in
Leveque y Pointier, 1976), donde Lt al tiempo t a lo largo de la abscisa es graficado contra Lt
+ 1 al tiempo t + 1 a lo largo de la ordenada, usando como unidad de tiempo el intervalo
entre dos medidas sucesivas {1 mes). La sobreposicion de la linea de regresién entonces da
e* y el valor de las coordenadas donde la Ilnea de regresién cruza la lfnea y = x es Loo
{Leveque y Pointier, 19786).

La ecuacién de von Bertalanffy, permitié obtener la curva de crecimiento, y apartir de
ésta, se relaciond la talla de los caracoles con su edad. Se realizé una comparacién de los
resultados con los obtenidos para M. tuberculata por otros autores como Leveque (1971),
Perera et al. (1987); Pointier (1989a); Pointier et al. (1989, 1991a).

Despejando ia edad (f} a partir de la ecuacién de von Bertalanffy, tenemos:

t= -[1/kin({1-Lt/Loo}], y apartir de esta se relacioné la edad a la cual los caracoles
alcanzan {a talla donde muestran una infeccién patente.

49



7.3.3. Resultados
i. Densidad poblacional de Melanoides tuberculata
El numero promedio de caracoles vivos por cuadrante, en el sitio 1 se estabilizé a partir

del cuadrante nimero 12, equivalente a una drea muestreada de 0.48 m2. En el sitio 2
muestreé 12 cuadrantes también (Fig. 10).

# Sitio 1 ® Sitio 2
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Extensién del drea muestreada ( m*)
Flg. 10. p dio de fv lata por on dos sitios de

muestreo, en el Edo. de Moralos, México.

La densidad relativa estimada de M. tuberculata para el sitio 1: fue de 3,339
individuos/m? y la densidad promedio por cuadrante fue de 133.58 ind. (Tabla 8).
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Tabla 8. Densidad de M. tuberculata y prevalencia de C. #

en el sitio 1,

Cuadrante

M. tuberculata Prevalencia de
total de nimero - C. formosanus
caracoles promedio (*}
vivos
1 234 - 4.27
2 169 196.5 o
3 63 152 o]
4 106 140.25 4.76
] 255 163.2 1.67
6 35 141.83 8.67
7 31 126 [o]
8 55 117.12 o]
9 249 131.77 [+]
10 161 133.7 2.65
1" 233 142.63 2.58
12 100 133.68 4
Total 12 1,603 133.58 2.24%

1" Se obtiense de la suma total de caracoles vivos capturados entre el numero de
cuadrantes muestreados.

Para el sitio 2, la densidad relativa fue de 1,626 ind/m? y la promedio por cuadrante de

68.67 ind. (Tabla 9}.

Tabla 9. Densidad de M. tuberculata y prevalencia de C. formosanus, en el sitio 2.

Cuadrante M. tuberculata Prevalencia de
total de nimero C. formosanus
caracoles promedio {*}
vivos

1. 65 - 0
2 -10 325 0
3 o 52 39 3.85
4. .63 45 3.17
.5 ;.93 64.6 0
.67 i 168 73.6 1.79
77 18 66.75 16.67
8 " 46 63 0
9 224 80.89 1.34
10 56 78.3 0
11 25 73.45 4
12 16 68.67 [
Total 12 824 68.67 1.7%

(*) Se obtiene de la suma total de caracoles vivos capturados entre el nimero de
cuadrantes muestreados.

En los dos sitios se cuantificé el nimero de caracoles muertos, representidndose como
un porcentaje de la poblacién. Para el sitio 1, el 25.89% (560 individuos) de la poblacién
estaba representada por caracoles muertos, siendo la proporcién entre vivos y muertos de
2.86: 1; en el sitio 2, el 45.90% (699 individuos) de éstos, estaban muertos, la relacién de

vivos y muertos fue de 1.18: 1.
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En ambos sitios los caracoles muertos fueron organismos jévenes, con una talla
promedio de 6.06 = 4.07 mm en el sitio 1y 9.56 + 7.21 mm en el sitio 2.

ii. Prevalencia de Centrocestus formosanus en Melanoides tuberculata

Sitio 1.- De un total de 1,603 M. tuberculata colectados, 36 resultaron parasitados
{prevalencia del 2.24%). La prevalencia més alta dentro de un cuadrante fue de 8.57% (Tabla
8). Si se toman en cuenta ambos sitios, la talla minima encontrada parasitada fue de 11.7 mm,
y en el sitio 1, se presentan 333 moluscos con una talla mayor o igual a 11.7, por lo que si
se consideran solamente a estos caracoles la prevalencia es del 10.81%.

En la Tabla 8 se muestran las prevalencias de C. formosanus y el nimero de caracoles
parasitados por cuadrante, considerando a toda la poblacién y en la Tabla 10, se anota la
prevalencia cuando se estratifica la muestra de acuerdo con la talla mfnima encontrada
parasitada {11.7 mm).

Tabla 10. Porcentaje de M. tuberculata con tallas menores y mayores a 11.7 mm
y prevalencia de C. formosanus, en los dos Sitios da colecta,

Sitios Melanoides tuberculata
Talla N® Total de N? Caracoles
{mm} . caracoles parasitados

n % .n %

Totall L g 1 w7

En el sitio 1, la tallas minima y mé&ximaz parasitadas fueron de 13.5 y 42.8 mm (22.82
+ 5.59)y las mayores prevalencias se encontraron en las tallas de 19 y 22 mm (Fig. 11).
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Sitio 2.- De un total de 824 M. tuberculata colectados, 14 liberaron cercarias
{prevalencia del 1.7%). La prevalencia maés alta dentro de un cuadrante fue de 16.67% (Tabla
9). De 301 caracoles que presentaron una talla mayor o igual a 11.7 mm, la prevalencia que
se obtuvo fue de 4.65%.

En la Tabla 9, se muestra la prevalencia de C. formosanus y el nimero de caracoles
parasitados por cuadrante, considerando a toda la poblacién y en la Tabla 10, se anota la
prevalencia cuando se estratifica la muestra de acuerdo con la talla minima encontrada
parasitada (11.7 mm)}.

En el sitio 2, las tallas minima y maxima parasitadas fueronde 11.7y 31.3 mm (21.09
+ 4.87)y las mayores prevalencias se encontraron en las tallas de 19, 21y 26 mm (Fig. 12).
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La diferencia entre la prevalencia (considerando el total de caracoles) de C. formosanus
entre los dos sitios de muestreo, no fue significativa (G = 0.822,gl = 1, P > 0.05). Sin
embargo, al comparar las prevalencias mostradas en ambos sitios, tomando en cuenta
solamente a los moluscos que presentan una talla mayor o igual a 11.7 mm, existen
diferencias significativas (G = 8.49, gt = 1,P < 0.01)

La prevalencia varié muy poco atendiendo alas muestras recolectadas en los diferentes
tipos de substrato en el sitio 2 (Tabla 11) y estas variaciones no fueron estadisticamente
significativas (G = 2.563, gl = 3, P > 0.05) considerando el total de los caracoles de todas
las tallas (Fig. 13) y de igual manera cuando se consideran solamente a los moluscos con
tallas = a 11.7 mm, presentes en ambos sitios (G = 5.61, gl = 3, P > 0.05).



Tabla 11. Densidad de M. tuberculata en el sitio 2, clasificados por el tipo de substrato en que fueron recolectados v la

pr ia de C.
Melanoi des tuberculasta Prevalencia de
Su Cu N Total N2 Promedio Talla Porcentaje de N¢ de caracoles  C. formosanus
de caracoles de caracoles promedio-caracoles con parasitados
{mm) tallas = 11.7 mm
R 2 .. 65 32.6 13.62 70.76 % /] 0

132 a4 8.59 27.27 % 3 2.27

densidad promedio
-
8
T

rena-lodo

roca-lodo

Fig. 13. Comy delad i6n de M. tu, p
C. formosanus en e! Sitio 2, con respecto al substrato,
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ili. Estructura poblacional de Melanoides tuberculata

Considerando los datos meristicos de las conchas de 2,427 caracoles, se observé que
en ambos sitios la poblacién de M. tuberculata, se encuentra en su mayor parte compuesta
por individuos pequefios, con una talla promedio de 9.11 = 4.60., en el sitio 1y 9.94 +
6.46, en el sitio 2. La estructura poblacional para ambos sitios se muestra en las Figs. 14y
15. Las tallas minima y méxima, encontradas en el campo son de 1.2 mm y 42,8 mm para el
sitio 1, y 1.4 mm y 37 mm para el sitio 2, respectivamente.

n=1,603
X=9.11
de=4.08

198 —|

Frecusncia

=
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1313101609710 AR ITINICNNIT I TR ISA AT I NI BN 2 A8

Talla (mm)
Fig. 14. Estructura de talias de M. tuberculata en el Sitio 1, "Las Estacas®, Morelos,

n, niimero de caracoles en ! Sitio 1; X, talla promedio (mm) de los individuos,
ds, desviacién standard.

T
tasase7 e

Al comparar la estructura de tallas en ambos sitios, se observé que existen diferencias
estadisticamente significativas {(Wilcoxon: Z = 5.67981,Z = 2.4142E-8,p < 0.001) entre
los dos sitios. Si bien los caracoles inmaduros predominaron en ambos sitios, en el sitio 2 se
presenté un mayor porcentaje de adultos sexualmente maduros, con tallas promedio = 14.1
mm. :

Ahora bien, el sitio 2 fue heterogéneo en cuanto a sus tipos de substrato y se
determiné que existen diferencias significativas en la estructura de tallas entre los 4 tipos de
substratos presentes (Kruskal-Wallis: H= 44,4188, n = 824, P < 0.001), siendo en el
substrato rocoso donde se presenta un mayor porcentaje de tallas grandes (Tabla 11).
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Fig. 15. Estructura do tallas de M. tuberculata en el Sitio 2, "Las Estacas®, Mor.

n, numero de caracoles en el Sitio 2; X, talla promedio {(mm) de los Individuos;
ds, desviacién standard.

La talla promedio para los caracoles parasitados y no parasitados con C. formosanus
difiere en 14.03 mm para el sitio 1 y en 11.32 mm para el sitio 2 (Fig. 16). Al realizar una
prueba de Wilcoxon, se obtuvo que hay diferencias significativas entre éstas (Sitio 1: Z =
5.83333,Z = 5.45038E-9, P < 0.001; Sitio 2: Z = 3.4744,Z = 5.12096E-4,P < 0.001},
e indica que los organismos parasitados en ambos sitios son de tallas mayores a los caracoles
no parasitados.

La infeccidn en los dos sitios estuvo distribuida de igual manera en las tallas grandes
{Fig. 16} y los caracoles parasitados de ambos sitios no mostraron diferencias significativas
en su talla (Z = 2,93987,Z = 3.28359E-3,p > 0.01).

iv) Curva de crecimiento de Melanoides tuberculata

Los valores de k y Lo fueron calculados para M. tuberculata en condiciones
experimentales y la curva de crecimiento fue graficada (Fig. 17)

M. tuberculata tuvo una tasa de crecimiento lenta (k = 0.162}, le toma 19 meses llegar
a una talla de 37.090 mm, la cual corresponde al 95% de su tamafio maximo tedrico (L o).
La longevidad estimada para M. tuberculata, en el manantial "Las Estacas", de acuerdo a su
Loo = 39,04252, es de 5 afios.
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La talla minima parasitada, encontrada en este estudio en condiciones naturales fue de
11.7 mm (esta es la talla mfnima con infeccién patente, de un total de 5,760 caracoles
revisados en todos los muestreos), que corresponde a una edad de 2 meses 6 dfas,
aproximadamente, de acuerdo con los célculos hechos con base a la ecuacién de von
Bertalanffy. Por lo tanto, esta es la edad a la cual M. tuberculata comienza a liberar cercarias
al medio.

Con respecto a las tallas donde se encontraron las mayores prevalencias para los dos
sitios de colecta, corresponden aproximadamente a una edad de 4 meses 3 dfas para la talla
de 19 mm (sitios 1y 2) , de 4 meses 22 dias para la talla de 21 mm (sitio 2}, de 5 meses 3
dias para la talla de 22 mm (sitio 1) y de 6 meses 9 dlas para la talla de 25 mm (sitio 2).

Las tallas mé&ximas parasitadas para los dos sitios de colecta, corresponden
‘aproximadamente a una edad de 9 meses 29 dias para la talla de 31.3 mm (sitio 2) y de 14
meses 13 dfas para la talla de 42.8 mm (sitio 1) (Fig. 17).

La reproduccion de M. tuberculata en condiciones de experimentacién de este estudio,
comenzd a darse a una talla promedio de 14.146 mm (12.3 - 16) que representa una edad de
2 meses 23 dfas aproximadamente, y corresponde a las primeras tallas que presentan
infeccién patente de cercarias de C. formosanus en condiciones naturales, sin embargo, el
mayor ndmero de crias se obtuvo en los caracoles de 18.69 mm (16.4 - 20) con 4 meses de
edad y de 22.02 mm (20.3 - 24) con 5 meses 4 dias de edad. Los tiaridos continuaron
reproduciéndose hasta una talla promedio de 29.78 mm (28.4 - 32} con 8 meses 26 dias de
edad, en tanto que a partir de la talia de 33.89 mm (32.6 - 35.9) con una edad de 12 meses
15 dias la liberacién de crias fue minima (Tabla 12).

Tabla 12. Cantidad de caracoles jovenes de Melanoides tuberculata liberados en condici

Talla Promedio® S e m a n a Total
{mm)
Jera, 2da. 3era. 4a.
3.24 0 o o 0 0
0 0 0 )
0 o o 0
 ;“15 R : 19 28 - 70
qoB 118l ,114     44§
:  76_ Toame U ie T aee
a0 as s ss
e ae ol L
33.89 3 P T2 8
39.6 0 o 0 o o

* Tallas ai inicio del experimento.
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De los 390 caracoles utilizados en el experimento de crecimiento solo cinco de ellos
resultaron parasitados dando una prevalencia del 1.28%.La mortalidad fue del 1.79% (7
individuos) y solo ocurrié en el acuario nimero dos, donde la talla promedio al final del
experimento fue de 9.083 mm (7.7 - 10.5). Las conchas alrededor del opérculo se notaban
bastante fragiles, al final del experimento, y esto denoté que a lo largo del estudio hubo bajo
suministro de calcio.

7.3.4. Discusion

i. Relacién entre la densidad poblacional de Melanoides tuberculata y prevalencia de
Centrocestus formosanus.

Las estimaciones de densidad de M. tuberculata, llevadas al cabo en "Las Estacas”
demuestran diferencias significativas de acuerdo al Sitio, estas van de 1,626 ind/m? a 3,339
ind/m?2. La densidad mas alta fue observada en el sitio 1 con substrato lodoso, mientras que
la presencia de arena o grava estuvo asociada con bajas densidades, al igual que lo
demostrado por Pointier y Guyard (1992).

Nuestras observaciones y datos de densidad y mortalidad sugieren que los factores
que estan regulando la distribucién de M. tuberculata en ambos sitios son el tipo de substrato
y la velocidad de la corriente. El sitio 1 es el habitat mas favorable para el desarrollo del
tiarido, debido a que el substrato es lodoso, y en él abundan los recursos alimenticios que
constituyen la dieta del caracol {materia orgénica vegetal y animal, microalgas y bacterias)
{Pointier et a/, 1989} y a que la velocidad de la corriente fue menor. Por otra parte, en el sitio
2 el substrato en su mayorfa estaba compuesto por rocas y arena, en el que existe poco
alimento y la velocidad de corriente fue mayor. En el sitio 2, se confirma esta cuestién ya que
se realiz6 una clasificacién mas minuciosa de los distintos tipos de substrato que fucron
muestreados y se observé éste mismo patrén: en el substrato compuesto de arena y lodo se
present6 el mayor nimero de individuos {Tabla 11).

En lo que respecta a la relacién que existe entre la densidad de caracoles y la
prevalencia de la infeccién se puede notar en terminos generales, que la proporcién de
caracoles que puden parasitarse es muy similar en los dos sitios {(ver tabla 10); sin embargo
al considerar solamente a estcs moluscos =11.7 mm, se obtuvo que existen diferencias
significativas en las prevalencias de infeccién entre ambos sitios, lo que indica que la
distribucién de caracoles infectados esta relacionada con las mayores densidades y que éstas
a su vez se ven favorecidas por el tipo de substrato {lodo}, ya que ahi se encuentran los
recursos alimenticios del caracol.

Considerando lo anterior y debido a que encontramos las mayores prevalencias de C.
formosanus en donde existen mayores densidades de M. tuberculata (substrato lodoso) nos
permite suponer que los sitios de mayor riesgo en la transmisién del parasito, corresponde a
los sitios con elevadas densidades, sin embargo, hay que considerar que también existe la
posibilidad de que los peces se estén parasitando en cualquier sitio con cualquier densidad de
caracoles, debido a la capacidad de dispersién de ambos hospederos (peces y tidridos) vy,
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ademads si consideramos que la cantidad de cercarias que emergen por dfa por caracol es de
alrededor de 880 {ver Cap. 2} y que en condiciones de laboratorio, caracoles capturados en
el campo y que ya mostraban una infecci6n patente estuvieron liberando cercarias a lo largo
de 16 meses, nos hace suponer que no es necesario que exista un gran nimero de caracoles
infectados, sino que con un nimero bajo de individuos, las intensidades de metacercarias en
los peces seran considerables (ver Cap.4). Ademds los segundos hospederos intermediarios
{Poecilidos y Ciprinidos, principalmente) remueven el substrato {lodo) cuando se alimentan, lo
que permite suponer que en los sitios de mayor densidad de caracoles existe una mayor
probabilidad de transmisién del parasito hacia el segundo hospedero intermediario.

Williams y Esch (1991), mencionan que los estudios recientes han reconocido la
importancia de la densidad del hospedero, la disponibilidad temporal y cantidad de estadios
infectivos, la variabilidad genética dentro de las poblaciones del hospedero y del parésito, los
factores espaciales y el intervalo de factores abidticos presentes en un habitat, como
elementos importantes tanto en los procesos de colonizacién como en los de la dindmica de
transmisién de tremétodos.

Pointier (1989a); Pointier et a/. {1989); Perera et al. {1987); Kruatrachue, Suchart-
Upatham, Vichasri y Baidikul, {1990), establecen que M. tuberculata presenta un crecimiento
muy lento demostrado por su tasa de crecimiento, con una larga vida que puede ser de 2 a
3 afios o hasta 5 afios y que ademds son capaces de mantenerse en altas densidades por largo
tiempo con una produccién continua de caracoles j6venes durante todo el afio, al igual que lo
que se obtuvo en el experimento de Crecimiento (inciso iv de resultados) y lo que se observé
en el campo.

ii. Estructura poblacional de Melanoides tuberculata y prevalencia de Centrocestus
formosanus.

L.a talla mfnima parasitada (11.7 mm) encontrada en condiciones naturales de este
estudio, concuerda con la sefialada en Japén por Yanohara (1985), donde no registra ninguin
caracol parasitado con tallas < a 12 mm, sin embargo las prevalencias mas altas las asocia
con tidridos de tallas = a 30 mm, mientras que las prevalencias mayores obtenidas en los dos
sitios muestreados en "Las Estacas” se dan en los caracoles con tallas de 19 - 25 mm.

Los caracoles de tallas = a 21 mm (que corresponde a la talla promedio de caracoles
parasitados), son escasos en ambos sitios, conformando tan solo del 3.24% (h = 51) al
4.61% (n = 52) de la poblacién.

La estructura poblacional de V.. tuberculata en ambos sitios se encuentra formada por
organismos pequeiios, jévenes, lo cual explica las bajas prevalencias registradas en los
muestreos. Asimismo la mayorfa de estos organismos son muy pequefios para soportar una
infeccién, o bien, se debe a que su exposicién a los estadios infectivos ha sido limitada por
su relativa corta edad (Woolhause y Chandiwana, 1990; Williams y Esch, 1991), ya que se
encontré que las prevalencias de infeccién de C. formosanus, son mayores en los caracoles
grandes (22.82 + 56.59mmy 21.09 % 4.87 mm) en los sitios 1y 2, respectivamente, lo cual
concuerda con Yanchara (1985), quién también sefala que la tasa de infeccién en M.
tuberculata se incrementa con la talla de los mismos, esto es de 9-18 mm, registra una
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prevalencia del 0.71%, de 18-30 mm una de 10.38% y moluscos con tallas = a 30 mm
presentan una prevalencia del 60%.

Lo anterior nos llevarfa a pensar que donde existan mayores densidades de caracoles
con tallas por arriba de los 11.7 mm, encontraremos las mayores prevalencias. Sin embargo,
al comparar en términos generales a los sitios 1 y 2, encontramos que a pesar de que en el
sitio 2 existe un mayor porcentaje de moluscos que sobrepasa los 11.7 mm (36.56%), en
comparacién al sitio 1 (20.76 %), los valores de prevalencia mostrada en el sitio 2 son menores
(1.7 %) que en el sitio 1 {2.27 %).

Por otra parte, si se considera que el sitio 2 es heterogéneo en cuanto al tipo de
substrato, el punto de vista anterior serfa erréneo. Sin embargo, al llevar al cabo el mismo
anglisis de prevalencias en el sitio 2 tomando en cuenta solamente a los caracoles con tallas
= a 11.7 mm, se observa que a pesar de que en los substratos compuestos por arena-lodo,
roca-lodo y roca se encuentra el mayor nimero de tidridos que sobrepasa esa talla, las
prevalencias son menores que en el substrato lodoso en donde existe un menor nimero de
caracoles con tatlas = a 11.7 mm (Tabla 11).

Por lo tanto, se puede decir que la estructura poblacional del caracol, como unico factor
a considerar, no determina la prevalencia de la infeccién en los distintos sitios, sino que
aunada a factores como ia densidad y comportamiento de los caracoles, asf como la densidad
y comportamiento de los miracidios y factores abiéticos que prevalecen en el ambiente
{substrato, temperatura, etc), son los que én conjunto favorecen las altas prevalencias en los
caracoles. Se puede establecer entonces que la susceptibilidad de la infeccion es dependiente
de la edad, hébitat, densidad y comportamiento del caracol y el miracidio (Yanohara, Nojima
y Sato, 1987).

Por lo tanto, se considera necesario estimar la densidad y estructura poblacional de!
caracol, ademas de los factores fisicos del hébitat para dar una idea clara de la dindmica de
transmisién del pardsito, ya que no se puede estar hablando de dindmica estacional parésito-
hospedero, si el tipo de muestreo es erréneo y se estén obviando tallas de moluscos que
puedan desestimar o subestimar las prevalencias de infeccién en alguna localidad.

iii) Curva de crecimiento de Melanoides tuberculata

Los valores de los pardmetros de crecimiento (k y L) obtenidos para M. tuberculata,
difieren de aquellos registrados para fa misma especie en el drea del Caribe por Perera et al.
{1987}, Pointier (1989a), Pointier et a/. (1989, 1991a}{Tabla 13). Los valores fueron mayores
de k y Lo, lo que indica que el ambiente en donde se desarrollé el estudio es muy favorable
para el crecimiento de M. tubercuiata. Se considera, por lo tanto que los valores de
crecimiento obtenidos se deben a que el manantial "Las Estacas" es un hébitat estable con un
flujp de agua constante, abundantes recursos alimenticios (materia orgé&nica en
descomposicién, microalgas, etc.) que propician el buen desarrollo de la especie. Ademas, esto
fué corroborado con especimenes encontrados en el campo que median hasta 45 mm. Por otra
parte hay que considerar que los tamafios de tallas (minima y méxima) o de validez utilizados
en los experimentos realizados en el Caribe y aquellos empleados en este estudio son
diferentes (Tabla 13).
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La tasa de crecimiento (k) obtenida, es semejante a la registrada por Pointier et al.
{1989) en Martinica (cuitivo de berros), sin embargo, la longitud méxima tedrica (L o) resulté
muy diferente a la sefialada en el Caribz por otros autores, por lo que comparativamente la
curva de crecimiento es muy distinta a la obtenida por los autores antes mencionados (Tabla
13, Fig. 15).

Tabla 13. Valores de los pardmetros & y Loo de la ecuacién de crecimiento de von Bertalanffy para Melanoides tuberculata.

Habitat k Loo Intervalo de Temp. Tipo de Autor
y localidad validez (mm) Agua alimento
{°C}
Lago Chad 0.31 16.9 ———— 26-32  Potamogeton Leveque, 1971*
{Africa)
Presa de 0.13 22,10 4.0-23.6 ' 26-27  Eichornia crassipes Perera, et al.
Hanabanilla Elodea densa y arena 1987
{Cuba).

6.3-27.3 25:30  Hymenach lexicaulis Paintier,1989a
Nymphaea ampla y lodo

Laguna, Isla Guadalupe 0.04 28.7.° :
{Antillas Francesas) .

Cultivo de berros, 0.14 2373 2427 Nesturtium Pointier,

Isla Martinica (Antillas fo et al.1989
Francesas)

Cultivo 0.04 ultivo, ﬁa 25 Hygrohypnum Paintier, et al.
Experimental, e ‘Laboratorio Lechuga seca 1991a

Isla Guadalupe : : L

{Antillas Francesas) :

Cuiltivo 0.16 39,04 2.0-35.6 26 Alimento comercial Presente
Experimental, “TetraMin” trabajo

"Las Estacas”
{Morelos, México}

* Datos parciales obtenidos durante una sstacién célida con temperaturas muy altas, entre 26°C y 32°C (/n Pointier, 1989a).

En 1a curva de crecimiento experimental de M. tuberculata de "Las Estacas" (Fig. 17),
se puede notar que la tasa de crecimiento es mucho mas répida en los caracoles de una talla
de 5 a 25 mm, en comparacién a la registrada para el drea del Caribe (Fig. 18), a pesar de que
la temperatura en los experimentos es muy semejante, sin embargo, la diferencia en el tipo de
alimento artificial utilizado por nosotros pudo repercutir en su crecimiento ya que todos los
autores antes mencionados han utilizado alimento natural. Considerando la baja tasa de
mortalidad registrada en el presente experimento, es posible que los resultados hayan sido mas
influenciados por el tipo de alimento que por la calidad del agua (com. pers. Jean-Pierre
Pointier-Centro de Biologia y Ecologfa Tropical del Mediterrdneo, Perpignan, Francia).
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Fig. 18. Curvas de crecimiento calculadas para el tidrido de la India det Este
Melanoides tuberculata (Thiaridae: Prosobranchia) utilizando la ecuacién de
Von Bertalanffy. 1. Cultivos de laboratorio de la Isla Guadalupe (datos no
publicados); 2. Cultivos- de laboratorio de la Isla Martinica (datos no
publicados); 3. Estanque de Céligny, isla Guadalupe; 4. Cultives de berros, Isla
Martinica; 5. Lago Hanabanilla, Cuba (Tomado de Pointier et a/., 1991b).

Los resultados de crecimiento obtenidos en Malasia para M. tuberculata por Berry y
Kadri {1974) in Pointier, 1989a, también difieren de los nuestros, mientras que ellos estiman
que el tiarido llega a una talla de 8 mm en 100 dfas y a una de 15 mm en 500 dfas, en este
estudio se obtuvo que estas tallas se alcanzan a los 42 y 90 dias, respectivamente, debido
probablemente a que el habitat de la localidad de "Las Estacas", los factores fisicos y el tipo
de alimento son mas favorables para el crecimiento del caracol.

Por otra parte, es importante considerar que la tasa de crecimiento y la talla maxima
de los organismos depende de las condiciones ecolégicas del ambiente, de la poblacién y de
las caracteristicas de la poblacién las cuales varian de un lugar a otro (Leveque, 1971;
Leveque y Pointier, 1976). Asf el resultado obtenido sugiere que los individuos de "Las
Estacas"” presentan el maximo potencial de crecimiento sefialado para esta especie, y por lo
tanto se considera asf que el habitat es muy favorable para el desarrollo de M. tuberculata.

La liberacién de crias de M. tuberculata se inicié a una talla promedio de 14.146 mm
{12.3 - 16), la cual concuerda con la obtenida por Livshits y Fishelson {1983) en una poblacién
de la localidad "Ein Musa" en Israel, donde registran gue la especie llega a ser fértil a una
altura de 15 a 16 mm, sin embargo, ellos obtienen esta longitud a una edad de 6 meses de
acuerdo a su curva de crecimiento, en tanto que en el experimento de crecimiento (lievado al
cabo en este trabajo) esa talla la obtienen en dos meses 23 dfas aproximadamente. La méxima
capacidad reproductiva se obtuvo en los individuos adultos con una talla de 18.69y 22 mm
en promedio, al igual que la que registran éstos autores para la especie (20 mm), después de
esta talla su fertilidad decrece graduaimente (Tabla 12). Lo que hace evidente para el caso
de la infeccién con C. formosanus, es que la talla donde se muestra la infeccién patente
{produccién de cercarias) se alcanza en menos tiempo en la localidad de "Las Estacas", Mor.
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Pointier et al. {1992) demuestran que la reproduccién de todos los morfos de M.
tuberculata en el laboratorio, se presenta a lo largo de todo el afio. Del mismo modo Borel
{1990) in Pointier et al. (1992) observé que el reclutamiento de crias en diferentes habitats
de la Isla Guadalupe, ocurre a través de todo el afio con un aumento en la época de lluvias.
En los Sitios 1, 2 y en el canal de alimentacién de agua del Centro Piscicola de Zacatepec,
siempre encontramos crias a lo largo de los muestreos realizados en diferentes meses del afio
{enero, mayo, junio, julio, octubre y noviembre) o que demuestra que la reproduccién del
caracol en estas localidades también es continua a lo largo de todo el afio. Con lo anterior se
considera que en las localidades de estudio siempre va a ver caracoles disponibles para
infectarse y caracoles posiblemente infectados, como fue observado en los diferentes
muestreos en las distintas épocas del afio y por lo tanto la transmisién y dispersién de la
cercaria en la localidad se realiza a través de todo el aiio.

En relacién a la longevidad de M. tuberculata, se ha evaluado que en Malasia puede
llegar a vivir 3.5 afios (Berry y Kadri, 1974 in Pointier, 1989a) y en Hong Kong de 2 a 2.5
afios {Dudgeon, 1986 in Pointier 1989a). Por otra parte Pointier et a/. (1991a, 1992) han
estimado que en condiciones de laboratorio ésta puede exceder a los 5 afios, lo cual concuerda
con la estimada experimentalmente en este estudio, sin embargo, la longevidad en
condiciones naturales puede ser més corta (Pointier et a/. 1992). De acuerdo a lo anterior y
con base a que caracoles recolectados en las localidades de estudio, que ya mostraban una
infeccién patente estuvieron liberando cercarias por un largo tiempo (16 meses), se puede
considerar que un caracol infectado en la zona de estudio, aunado a su alta longevidad, puede
estar liberando cercarias durante mucho tiempo.
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7.4. Capitulo 4

Distribucion de la infeccion de
Centrocestus formosanus en peces.
Infecciones experimentales en
peces, anfibios, aves y mamiferos
y hospedero definitivo natural.



7.4.1. Introducciéon

El cultivo de ciprinidos, ciclidos y poecilidos en México constituye una de las pesquerfas
més importantes en los estados sin litoral (Morales, 1991), a nivel de peces de consumo y de
ornato. En el estado de Morelos las tilapias son las principales especies cultivadas en los
Centros Piscicolas y los poecilidos y ciprinidos son los peces de mayor importancia en el
acuarismo del Estado.

Debido a que el cultivo de estos peces constituye una actividad acuicola y pesquera
sobresaliente, la evaluacién del impacto de C. formosanus en estas &reas es de gran interés
y debe tomar en consideracién dos aspectos importantes: la intervencién de los moluscos
Melanoides tuberculata en el ciclo de vida de este parésito y la infeccion de especies silvestres
de peces como Heterandria bimaculata, Poecilia sphenops, ademé&s de otros pequeiios
poecflidos como Xiphophorus helleri, entre otros. Dada la relevancia de ambos factores es
importante considerar la alta probabilidad de una rapida y amplia dispersién del parasito,
propiciada por las caracteristicas biolégicas y ecoldgicas de sus hospederos, capaz de
provocar graves repercusiones en el desarrollo de la piscicultura.

Los estudios realizados en los Estados de Hidalgo (Lépez-Jiménez, 1987a, 1987b;
Anénimo, 1990; Arizmendi, 1992), Morelos (Salgado-Maldonado et a/. 1994; Caspeta, 1994),
Veracruz (Salgado-Maldonado et a/. 1994; Almeyda-Artigas et a/. 1994; Velazquez et al.
1994), Michoacan (Arévalo et a/. 1994)y Tabasco (Pineda-Lépez com. pers.) han registrado
la presencia de este pardsito afectando tanto a peces de cultivo (ciprinidos), como a
poblaciones naturales de poecilidos (X. helleri), eleotridos (Gobiomorus dormitor}, ciclidos
(Petenia splendida), triquitridos (Trichurus lepturus), aterinidos (Chirostoma humboldtianum),
godeidos (/lyodon withei), synbranquidos (Ophisternon aenigmaticum) y a los caracoles
Melanoides tuberculata como transmisores de la infeccién, siendo estos tltimos localizados
en estanquerias, canales de alimentacién o aledaiios a éstos y en cuerpos de agua naturales
incluyendo manantiales de agua dulce, como sucede en "Las Estacas”, Morelos. Es importante
sefialar que el hospedero definitivo natural de este treméatodo alin no habfa sido registrado en
nuestro pafs.

De esta manera el estudio de la infectividad y susceptibilidad de la infeccién de este
treméatodo, en especies con importancia comercial y de ornato, resulta Gtil para el mejor
conocimiento de la transmision, dispersién y biologia de este parasito, cuyo impacto en el
campo de la sanidad piscicola debera ser valorado.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente y a la importancia de este sistema parasitario,
es de interés dilucidar cuestiones como la distribuciénde la infeccion de C. formosanus en
poblaciones de poecilidos, tanto en condiciones naturales (Heterandria bimaculata, Poecilia
sphenops, Xiphophorus helleri) como de cultivo (X. maculatus y P. latipinna) y de ciprinidos
con fines acuaculturales (Carassius auratus); la existencia de alguna preferencia de las
metacercarias de C. formosanus por invadir alguna branquia o algin arco branquial en
particular; la relacién entre la cantidad de metacercarias de C. formosanus y !a talla de las
especies de peces que afecta; la potencialidad de infeccién que tiene C. formosanus en
especies de consumo humano (Oreochromis niloticus) y de ornato (C. auratus); la
potencialidad de infeccion de las cercarias de C. formosanus en anfibios; la edad a la cual es
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infectiva la metacercaria de C. formosanus en Mus musculus; |a especie(s) de vertebrado(s)
que actia(n) como hospedero(s) definitivo(s) natural(es) de C. formosanus, en la localidad de
"Las Estacas”.

7.4.2. Materiales y Métodos

i. Recoleccién y examen de peces

La recoleccion y examen de peces se llevé a cabo siguiendo el procedimiento que se
indica en el inciso 6.2, de la Metodologfa General (ver diagrama de flujo).

La muestra fue conformada con 6 especies colectadas en diferentes épocas del afo
como se puede observar en la siguiente tabla.

Tabla 14, Namero y datos Isticos de paces dos en cada uno de los muestreos.
L fidad de col Espacie de ) Numero de Intervalo de Intervalo de
pez individuos pesoy fongitud total
promedio (g) y promedio {cm}
Manantial "Las Estacas" Heterandria bimaculata 78 0.7-5.1(1.8) 3.3-7.56(4.24)
Xiphophorus helleri 8 0.6-3.001.4) 3.0-4.7 (3.5)
Poecilia sphenops 68 08 - 1_i 7 (8.0) . 3.2-10.0(7.68)
Centro Piscicola de Carassius auratus 27 ' 72.8-481(3.3).
Zacatepec L .
Granja particutar C. auratus 26 8 (14) 3.2-4.5 (3.8),
de Zacatepec iy T :
X. maculatus 7 . . ‘2._Q,-_2.9 {2.4) 3.7-4.81{4.3)
P. latipinna 26 - 0.8-4.21(1.8) 2.4-7.2 (3.84)

il. Infecciones experimentales en peces

Las infecciones experimentales se realizaron con crfas de tilapias de la especie
Oreochromis niloticus y carpas de ornato de la especie Carassius auratus. Las tilapias fueron
donadas por el Laboratorio de Reproduccién de la Facultad de Ciencias de la UNAM, donde
habfan nacido, mientras que las carpas se obtuvieron de una granja particular localizada frente
al Centro Pisclcola de Zacatepec, Morelos (ver inciso 6.5, de la Metodologfa General).

Para realizar las infecciones, se obtuvieron cercarias recién emergidas de caracoles
Melanoides tuberculata que se recolectaron en el sitio 2 de muestreo (ver Cap. 3). Para la
obtencién de cercarias a partir de moluscos infectados, se siguié la misma metodologia
empleada en el inciso 6.2, del apartado de Metodologfa General.

Las infecciones se realizaron en 20 peces: diez crias de tilapias (0. niloticus) de 4 -7
cm (5.47) de longitud total y de 4 - 6 (5) g de peso y diez crias de carpas doradas "variedad
cola de abanico" (C. auratus) de 3.4 - 7.3 cm {4.7) de longitud total y de 0.9 - 2.9 (1.9) g de
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peso. Ambas especies se colocaron individualmente en cristalizadores de 10 cm de didmetro,
con 150 - 200 ml de agua declorinada a 25 °C, en los que previamente se habfan colocado
2,000 cercarias recién liberadas de M. tuberculata, emergidas a la misma temperatura (25 °C).
Los cristalizadores se mantuvieron sobre una platina caliente por espacio de 6 h, a fin de
mantener constante la temperatura. Todos los peces se mantuvieron por espacio de 6 h en los
dispositivos con oxigenacién. Se realizaron observaciones con el microscopio estereoscépico
para detectar la cantidad de cercarias presentes en el agua. Una vez transcurridas las 6 h, las
tilapias y carpas, se trasladaron por separado en dos acuarios de 70 it de capacidad,
mantenidos en las mismas condiciones: agua declorinada, temperatura constante de 25 °C,
filtro externo, aireacién por medio de bombas y piedra de airear y un fotoperiodo natural
constante de 12 h luz/12 h obscuridad (aproximadamente). Se proporcioné alimentacién "ad
libitum", dos veces al dia, con alimento comercial en hojuelas para peces tropicales
"TetraMin".

Veinte dias después de haber sido infectados, los peces fueron sacrificados y
revisados. La revisién y conteo de metacercarias enquistadas se realizé siguiendo la misma
metodologla descrita en el inciso 6.2, de la Metodologla General.

iii. Infecciones experimentales en anfibios

Las infecciones se llevaron al cabo con doce renacuajos de anuros de la especie Spea
multiplicata Cope, 1863 (Pelobatidae), como se encuentra sefialado en el inciso 6.5, de ia
metodologla general (ver diagrama de flujo).

Los renacuajos se colocaron, de tres en tres, en cristalizadores de 10 cm de didmetro
con 100 ml de agua declorinada a 25°C, en los que previamente se habfan colocado 500
cercarias recién liberadas de caracoles M. tuberculata emergidas a la misma temperatura (25
°C). Los cristalizadores se mantuvieron sobre una platina caliente para mantener la temperatura
por espacio de 10 - 14 h. Una vez transcurrido ese tiempo los renacuajos se trasladaron a un
acuario con 7 cm de nivel de agua donde se mantuvieron hasta que ocurrié la metamorfosis,
en las condiciones especificadas en el inciso 6.5, de ta Metodologia General.

La diseccién y revisién de los sapos se realizé de la misma manera que la especificada
en el inciso 6.5, de la metodologia general.

iv. Infecciones experimentales en ratones y pollos.

Con el propésito de determinar la edad a la cual es infectiva la metacercaria de C.
formosanus, se realizaron infecciones experimentales en pollos domésticos Gallus gallus y en

ratones de laboratorio Mus musculus.

Ratones: Las infecciones se llevaron al cabo en 12 hembras de Mus musculus de 30 -
35 g de peso, de la cepa CD,, con una edad promedio de nueve semanas.
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Las metacercarias se obtuvieron de ocho individuos de carpa dorada C. auratus,
infectados experimentalmente como se detallé6 en el punto ii de este mismo capitulo. Las
infecciones se realizaron con metacercarias de 5, 10, 16 y 20 dias de edad, siguiendo la
metodologla propuesta por Huffman y Fried {1990). Los ratones fueron sometidos a un perfodo
de ayuno de 12 h, como minimo, para facilitar la ingestién de las branquias, recién disectadas,
que contenfan las metacercarias vivas. 12 h después se alimentaron con una férmula de
alimento comercial. Para cada infeccién se utilizaron tres ratones, suministrdndoles 250
metacercarias. a cada uno de ellos, obtenidas de dos carpas recién disectadas. Las
metacercarias se suministraron directamente en la boca de los hospederos con la ayuda de
unas pinzas y en algunos casos con una pipeta Pasteur, conteniendo solucién salina, para
facilitar su ingestién (V4azquez-Colet y Africa, 1938) (ver diagrama de flujo en la metodologfa
general).

Siete dfas después de cada infeccién, los ratones se sacrificaron por intoxicacién,
sometiéndolos a una inhalacién prolongada de éter o cloroformo (Arizmendi, 1989). El examen
se realizé inmediatamente. De cada hospedero se separé el intestino, colocandolo en solucién
salina al 0.08 %, para ser disectado con tijeras finas. El intestino fue seccionado en tres partes:
anterior, medio y posterior, con el propésito de determinar una ubicacién més exacta de los
adultos. La revisién se realiz6 cuidadosamente, removiendo el epitelio con ayuda de agujas
finas de diseccién.

Los adultos de C. formosanus fueron retirados con un pincel de cerdas finas y se
colocaron en solucién salina al 0.08%. Se registré el sitio donde se encontraban adheridos los
adultos, asi como el nimero de gusanos recobrados y el grado de maduracién de éstos. Las
observaciones y procesamiento de los aduitos y huevos se llevaron a cabo conforme al inciso
6.5, de la Metodologfa General.

Pollos: Se realizaron infecciones experimentales en seis pollos de granja (Gallus gallus)
de 8-15 dias de edad, adquiridos en un mercado del Centro de la Ciudad de México. Las
metacercarias se obtuvieron de diez individuos de Poecilia sphenops parasitados naturalmente
en el arroyo del balneario "Santa Isabel". La cantidad de metacercarias administradas fue
variable. El proceso de infeccion, revisién y recoleccién de adultos de C. formosanus, se llevé
a cabo de la misma manera que en el caso de los ratones. Sin embargo, no se pudo precisar
la edad de las metacercarias debido a su origen.

v. Recoleccién y examen de hospederos definitivos naturales.

Larecoleccién y examen de hospederos definitivos naturales se encuentra sefialada en
el inciso 6.3, de la Metodologia general {ver diagrama de flujo en metodologfa general).

vi. Analisis de datos

Los pardmetros de la infeccién, utilizados para los peces, fueron: prevalencia,

intensidad promedio y abundancia, los cuales se encuentran definidos en el inciso 6.4, de la
Metodologfa general.
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7.4.3. Resultados
i. Distribucién de la infeccién en peces

Los pardmetros de la infeccién mostrados por las diferentes especies de peces, en
distintos muestreos aparecen en la Tabla 15.

Tabia 15. Distribucién de 1a infeccién por carias de C. / en las diferantes especies de peces muestreados.
Especie de Nimero Nimero de Prevalencia Intensidad Abundancia
pez peces metacercarias (%) Promedio
{fecha de ravisados
colecta)

P. sphenops * 28 1,630 100 64.64 54.64
{julio, 91}

(agosto,91) 18 1,066 100 . . 6B66 .. . 58,66
{nov,91) 12 a7 :

H. bimaculata® 25 1,084

{jutio,91) : s :

{enero’93) 653 356

X. helleri * 8 ‘984

{julio,91) . o :

C. aratus 27 C223”
{febrero’94) 2 e

{enero ‘94) * 26 9 3
X. maculatws® 7 727 100 10387 0" 038
{febrero,94) . .

P. latipinna® 26 13 23.1 2,16 0.5
{febrero,94}

1. Manantial "Las Estacas”, Morelos; 2. Centro Piscicola de Z Morelos; 3. Granja particular de peces de ornato
{localizada en frente del Centro Piscicola de Zacatepec).

Como se puede observar en la tabla 15 en X. helleri y P. sphenops, en dos de las tres
especies de peces muestreadas en los arroyos del manantial "Las Estacas" se registraron los
valores més altos en cuanto a prevalencias e intensidades medias, en comparacién con H.
bimaculata. Sin embargo, esta Gltima present6é una mayor intensidad en el mes de julio en
comparacién con P, sphenops. En cuanto a la prevalencia se encontré6 que sélo existen
diferencias significativas entre H. bimaculata y P. sphenops (G = 32.90, gl = 1, P < 0.05).
En las demés especies de peces tnicamente se realiz6 un muestreo para cada una de ellas,
en diferentes épocas del afo, por lo cual no fue posible establecer comparaciones. Asl los
valores de prevalencia e intensidades de la infeccién mas altos fueron registrados en las
especies de: X. helleri y X. maculatus colectadas en el manantial "Las Estacas" y la granja
particular de peces de ornato, respectivamente, en tanto que |os mds bajos correspondieron
a P. latipinna de la granja particular.
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Las metacercarias de C. formosanus en todas las especies de peces infectados
naturalmente, se encontraron enquistadas en Ios filamentos branquiales y muy raramente
fijadas a la base del arco branquial.

Para determinar si existian diferencias significativas entre ia época de muestreo y ia
prevalencia en H. bimaculata y P. sphenops (especies que se recolectaron en diferentes meses)
se aplicé una prueba de G, cuyos resultados indican que no existe dependencia entre estos
dos parametros (H. bimaculata: G = 1.013,gi =1, P >0.05; P. sphenops: G = 0.647,gl =
2, P > 0.05), por lo que de acuerdo con estos resultados el estudio de la distribucién de
metacercarias en las branquias se realizé con el total de peces de la muestra revisados en las
diferentes colectas, para cada una de las especies.

La distribucién espacial de las metacercarias de C. formosanus sobre las branquias fue
examinada desde dos enfoques diferentes {Madhavi, 1986). Primero la distribucién fue
estudiada sobre las branquias del {ado derecho e izquierdo, para determinar si existia alguna
asimetria en la implantacion. Los datos para todas las especies de peces recolectados se
presentan en la Tabla 16. Los resultados demuestran que los quistes se distribuyen de igual
manera entre las branquias del lado derecho e izquierdo, con ligeras variaciones, sin llegar a
presentar diferencias estadisticamente significativas al aplicar la prueba de Wilcoxon (Tabla
17).

Tabla 16. Distribucién de carias de C. for sobre los filamentos de los arcos branquiales del lado derecho e
izquierdo, en peces con infecciones naturales.

Especie de hospedero No. de pecos No. total de No. de quistes sobre las branquias
examinados quistes

Branquia Branquia

derecha {%) izquierda (%)
P. sphenops ' 58 3,003 1,496 (49.81) 1,607 (650.18}
H. bimaculata ' 78 1,440 713 (48.51) 727 (50.48)
X. helleri ' 8 984 486 (49.39) 498 {50.60)
C. auratus * 27 223 106 (47.53) 117 (52.47)
C. auratus ? 26 8 6 (66.,66) 3 (33.33)
X. maculatus * 7 11 375 (51.58) 352 (48.42)
P. latipinna * 26 13 6 {46.15) 7 (53.84)

1. Manantial "Las Estacas”, Morelos; 2. Centro Piscicola de Z p Morelos; 3. Granja particular de peces de ornato

{localizada en frente del Centro Piscfcola de Zacatepec).
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Desde otro enfoque diferente, la distribucién de quistes fue estudiada sobre los cuatro
arcos branquiales. El anélisis de los datos recabados durante los diferentes muestreos en las
distintas especies se muestra en la Tabla 18. Los resuitados demuestran que la distribuciéon
de metacercarias sobre los cuatro pares de arcos branquiales no es uniforme. Sin embargo,
en la dnica especie donde se encontraron diferencias significativas fue P. sphenops, de
acuerdo con los datos arrojados por la prueba de Kruskal-Wallis {Tabla 17). No obstante, es
importante sefialar que en la mayoria de las especies el cuarto par branquial alberga una menor
cantidad de quistes en relacién a los tres pares restantes. Los porcentajes mas altos de
distribucién corresponden al segundo par branquial, en las especies con infecciones més
severas, seguido por el tercero y primer arcos branquiales, en orden descendente.

Tabla 17. Resultados de ta Pruebas de Wil para la distribucioén de carias sobre el lado derecho e izquierdo de las
branquias y pruba de Kruskal-Wallis para la distribucién sobre los arcos branquiales, de las seis especies de peces
estudiados. .
Especie de pez Wilcoxon Kruskal-Wallis
P. sphenops ' Z = 0.9354; Z = 0.349% H = 1004, gl = 3,P < 0.05
H. bimacuiata Z = 0.5422; Z = 0.6510 H = 294,49l = 3,P> 005
X. helleri Z = 0,3535; Z = 0.7236 H = 1770l = 3,P > 0.05
C. auratus ? Z=0 ;Z=1 ) H = 4.83,gl = 3,P> 0.05
C. auratus ? Z = 0.7559; Z = 0.4496 H = 2.20,gi = 3, P > 0.05
X. maculatus ® Z=1,5118;Z = 0.1305 H=56.48,g' = 3,P> 005
P. latipinng ® Z = -0.4082; Z = 0.6830 H= 166,90 =3,P> 0.05

1. Manantial “Las Estacas”, Morelos; 2. Centro Piscicola de Zacatepec, Morelos; 3. Granja particular de peces de ornato
{localizada en frante del Centro Pisclcola de Zacatepec).
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Tabla 18. Distribucié ial de carias de C. /¢ sobre los arcos branquiales de peces con infecciones

naturales.
Especie de Arcos branquiales
hospedero Branquia derecha Branquia izquierda
! [} i v | i L] v
P. sphenaps * : 339 455 397 306 337 477 424 269
(22.66)° (30.41) (26.54) (20.38) {22.36) (31.65) (28.13} (17.88)
H. bimaculata ' 173 194 214 132 183 189 203 162
(24.26) (27.21) (30.01) (18.51) {25.17) (25.99} (27.92) (20.90)
X. helleri 83 163 151 89 133 149 128 88
{17.07) (33.54} (31.07) (18.31} (26.71) (29.91) (25.70) (17.67)
C. auratus * 32 30 28 16 32 a3z 37 16
(30.18} (28.30) (26.41) (15.09) (27.36) (27.35) (31.62) (13.67)
C. auratus® 3 0 2 1 1 1 [ 1
(50) {0) {33.33} (16.16) (33.33) (33.333) (0) {33.33)
X. maculatus ? 108 11 114 42 91 126 100 36
(28.8) (29.6) {30.4) (11.2) (26.85) (35.51) (28.41) (10.23)
P. latipinna ® 3 1 2 0 2 2 1 2
{60} {16.16} (33.33) (0) (28.57) (28.57) (14.28) (28.57)
* El ntimero entre paréntesis debajo de cada valor indica el por je de carias enquistadas en cada arco branquial, de

cada lado; 1. Manantial “Las Estacas", Morelos; 2. Centro Piscicola de Zacatepec, Morelos; 3. Granja particular de peces de
ornato {localizada en frente del Centro Piscicola de Zacatepec).

ii. Infeccién en relacién a la talla del hospedero

Para el andlisis de las prevalencias e intensidades de la infeccién en las especies P.
sphenops y H. bimaculata, se establecieron 14 y 9 clases de talla (longitud patrén),
respectivamente, de acuerdo con los datos registrados en los muestreos de ambas especies.
En las especies de —X. maculatus, X. helleri, P. latipinna y C. auratus— no fue posible
proceder en la misma forma debido a la reducida cantidad de hospederos y en algunos casos
por las bajas intensidades de infeccién que presentaron.

En la especie P. sphenops en las diez clases de talla la prevalencia se mantiene
constante —100%—, mientras que la intensidad promedio tiende a incrementarse con el
aumento de talla, a pesar de que se observa un decremento en las tres ultimas clases de talla
(Fig. 19); sin embargo al realizar una prueba de correlacién de Spearman entre la talla de los
peces y el nimero de metacercarias, indica que no existe relacién entre estas dos variables
{r = 0,1250; n = 58; P < 0.05). La prevalencia en la especie H. bimaculata presenta un
incremento proporcional a la talla de los peces, en tanto que la intensidad media no muestra
ninglin patrén establecido a pesar de que se observa en las primeras cuatro clases de talla una
tendencia a disminuir conforme aumenta la talla del pez (Fig. 20); sin embargo al aplicar una
prueba de corelacién de Spearman se observa que no existe una relacién entre la talla de los
peces y el nimero de metacercarias {r = 0.131;n = 78; P < 0.05).
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Fig. 19, Prevalencla e intensidad promedio de C. formosanus en diferentes longitudes
de talla de Poaeciila sphenophs. El nimero arriba de las barras Indica el nimero
de peces revisados de cada clase de talla.
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Fig. 20. Prevalencia e intensidad promedio de C. formosanus en diferentes
longitudes de talla de Heterandrla bimaculata. El namero arriba de las barras
Indica el nimerc de peces revisados de cada clase de talla.
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jii. Infecciones experimentales en peces

Las metacercarias recobradas de manera experimental resultaron ser morfol6gicamente
idénticas a las obtenidas de infestaciones naturales en peces, tanto del manantial "Las
Estacas" como del Centro Piscicola de Zacatepec.

En los peces O. niloticus y C. auratus, la gran mayoria de las cercarias penetraron por
la boca a través de las corrientes respiratorias. Sin embargo, algunas de ellas lo hicieron por
los opérculos, en direccién opuesta a la corriente, cuando éstos se abrian y cerraban durante
la respiracién. La penetracion de las cercarias en ambas especies ocurrié en un periodo de seis
horas, en un porcentaje del 95 al 100%, observandose que el 70% de ellas penetraron durante
las primeras dos a tres horas de exposicién. Nunca se observé que las cercarias que entraban
por la boca salieran por los opérculos.

Durante el perfodo de exposicién {6 horas) con las cercarias, se observé en la gran
mayoria de los peces una abundante secrecién de mucosidad branquial, como reaccién al
enquistamiento. Se obtuvieron muestras de la secrecién y se colocaron en un porta-objetos
con solucién salina al 0.06 % para ser observadas en un microscopio 6ptico, registrandose una
gran cantidad de cercarias carentes de cola. La cuantificacién de estas cercarias se realizé en
mucosidades de dos C. auratus encontrandose de 300 a 400 cercarias, de cada una de las
carpas, con estas caracteristicas.

El comportamiento de los peces durante toda la etapa de experimentacién fue normal
en comparacion con otros que se encontraban libres de la infeccién en otros acuarios con las
mismas condiciones. L.a mortalidad durante este perfodo fue nula.

A través de la diseccion de las branquias, a diferentes periodos, se registré el desarrollo
de las metacercarias. Se observé que el desarrollo de la doble corona de espinas circumorales
en las metacercarias de 5 dfas, atn era incompleto, alcanzando su desarrollo total (de 32 a 34
espinas, la mayorfa con 32) hasta los 10 dfas, mientras que el aparato excretor era
rudimentario. En las de 16 y 20 dias de edad, el acetabulo y la vesicula excretora en forma de
"X" se observaron bien desarrollados y las génadas atin rudimentarias. Los quistes de 16 y
20 dras, presentaban una capa externa muy delgada, fuerte y transparente, cubierta por una
externa m4s gruesa {con 7 bandas de células), debida a una reaccién del tejido del hospedero.

La gran mayorfa de las metacercarias fue localizada en los filamentos y la base de los
arcos branquiales, sin embargo en algunos "peces dorados" se observaron de tres a diez
metacercarias vivas, enquistadas en la parte interna del éperculo. El registro de metacercarias
enquistadas en filamentos y base de los arcos branquiales se presenta en la Tabla 19.
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Tabla 19. Distribuci6n ial de carias de C. fc en los arcos branquiales de diez Ca it tus y diez

Oreochromis niloticus infectados experi fi con 2,000 cercarias, cada uno.

Especie de A rcos branquiales

hospedero Branquia derecha Branquia izquierda
1 n n W Total | n mn v Total

C. auratus 1,516 1,678 1,449 1,049 5,691 1,507 1,629 1,319 1,021 65,476
(26.62)° (29.48) (25.46) (18.43) (27.52) {29.75) (24.09) (18.64)

0. niloticus 4 96 64 30 231 43 103 86 31 263
(17.74) (41.56) (27.70) (12.98) (16.35) (39.16) (32.69) (11.78)

* El nidmero entre paréntesis debajo de cada valor indica el porcentaje de carias enquistadas en cada arco branquial, por

lado.

En las diez carpas doradas, todas las metacercarias se encontraron vivas. Las
caracteristicas de la larva en el interior del quiste fueron: apariencia transparente, con
movimiento, concreciones del sistema excretor con movimientoy espinas circumorales visibles
{Fotografia 1). En algunas tilapias los quistes branquiales se observaron con apariencia opaca
y granular (Fotografia 2), signo de que las metacercarias estaban muertas (Huffman y Fried,
1990).

Fotografia 1. Metacercaria viva de C.
formosanus enquistada en filamento
branquial de Carassius auratus.




Fotografia 2. Metacercarias muertas de C. formosanus enquistadas en filamento branguial
de Oreachromis niloticus.

El total de metacercarias recobradas en los peces fué de 11,555, de las cuales 11,167
corresponden a diez individuos de la especie C. auratus y 388 a ocho O. niloticus. En el caso
de los ciprinidos éstas se enquistaron en fos filamentos y en la base de los arcos branquiales,
con un 100 % de sobrevivencia. En los ciclidos sélo se presentaron en los filamentos
branquiales, con una mortalidad de 12.8 %. En C. auratus, tanto la intensidad promedio como
la abundancia arrojaron un valor de 1,117, mientras que en O. nifoticus la intensidad promedio
fue de 55.42 y la abundancia de 43.11. El porcentaje de efectividad de la infeccién en las
carpas fue de 39.8 a 69.8 {(55.8 %) vy de 0.15 a 10.3 (2.4 %) en las tilapias, tomando en
cuenta la cantidad de cercarias administradas a cada pez (2,000).

Ei analisis de los resultados para detectar diferencias significativas en la cantidad de
metacercarias enquistadas sobre las branquias de ambos lados (derecho e izquierdo), en las
dos especies de peces infectados experimentalmente, mostré que al igual que eninfestaciones
naturales, hay simetrfa en la implantacién de metacercarias en ambas branquias (C. auratus:
Z =0.320, 0.748; O. niloticus: Z = 9.000, 1.000), de acuerdo con los datos aportados por
la prueba de Wilcoxon.



En la Tabla 19 se muestra la cantidad de metacercarias alojadas en los cuatro arcos
branquiales por lado. En ambas especies el segundo arco branquial albergé una mayor cantidad
de metacercarias en comparacién con los otros pares, siendo el cuarto par el que menor
cantidad contenfa. En la especie C. auratus el primer par contenfa mayor cantidad que el
tercero; mientras que en O. niloticus sucedi6 lo contrario. Sin embargo, al aplicar la Prueba
de Kruskal-Wallis, se observé que sélo existen diferencias estadisticamente significativas en
C. auratus (H = 26.14,gl = 3,P < 0.001), lo cual indica que la distribucién de metacercarias
en sus cuatro pares branquiales no es uniforme en esta especie, tal como sucede en
infecciones naturales en Poecilia sphenops. En relacién a la implantacién no se registraron
diferencias significativas en la especie O. niloticus (H=2.2683, gl=3, P >0.05).

iv. Infecciones experimentales en anfibios.

En los sapos de la especie Spea multiplicata, las metacercarias que se recuperaron
resultaron ser morfol6gicamente idénticas a las obtenidas de infecciones naturales y
experimentales de peces, en las localidades de muestreo y en el laboratorio.

En los renacuajos las cercarias penetraron en su gran mayorfa por la boca a través de
las corrientes respiratorias, sé6lo algunas de ellas lo hicieron a través de la piel. En esta especie
se observé que la penetracién de las cercarias fue mas lenta que en peces, por lo que se
aumenté el tiempo.de exposicién a la infeccion (10 - 14 h). El comportamiento de los
renacuajos durante la etapa de experimentacién no presenté diferencias, en comparacién con
aquellos que se encontraban libres de la infeccién, en acuarios con las mismas condiciones.

La mortalidad fue de tres renacuajos los cuales no fueron sometidos a revisién debido
a que fueron devorados por otros renacuajos.

El nimero de metacercarias recuperadas de nueve sapos fue de 664, resultando una
prevalencia del 100 % y una intensidad promedio de 73.77. Todas las metacercarias se
encontraron vivas. La edad de las metacercarias cuando los sapos se disectaron fue de 30 a
50 dfas, por lo que se observaron facilmente dada su morfologla caracteristica.Las
caracteristicas de la larva en el interior del quiste fueron idénticas a las observadas en los
filamentos y en la base de los arcos branquiales de los peces (ver Fotograffa 1).

Las metacercarias se detectaron en piel, ganglios paladar superior y parte externa de

la pared del intestino. Ninguna metacercaria fue localizada en musculos. Los datos de la
cantidad y distribucién de metacercarias en los nueve sapos se muestra en la Tabla 20.
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‘Tabla 20. Distribucién de metacercarias de C. formosanus en Spea multiplicata {Pefobatidae), i peril

No. de hospedero Cantidad de metacercarias por habitat Total de
. metacercarias

Ganglios Paladar Pared de! Piel
izquierdo deracho superior intestino
1 24 16 a o 0 a4
2 15 18 4 . 2 o C 39
3 a3 62 6. - 2 o 82
N S  57 ’ o“‘-' 5 62,’
\ 5 A 6 129
6 : a e 0 '  74
7 2 0 0 " es
8 28 e’ RS IR T o 60
9 a8 88 2 o 0 98
Total 9 31 312 ' 30 ] ]

664

El porcentaje de efectividad de la infeccién en Spea multiplicata fue del 23.35 - 77.24
% (44.18), considerando que la cantidad de cercarias administradas en promedio a cada
renacuajo fue de 167.

v. Infecciones experimentales en ratones y pollos.
Ratones

Las infecciones experimentales llevadas al cabo con metacercarias de 5y 10 dias de
edad {provenientes de infecciones experimentales en C. auratus) en ratones (Mus musculus)
resultaron negativas, en tanto que las infecciones positivas se registraron sélo en aquellos a
los que se les administraron metacercarias de 16 y 20 dfas (provenientes del mismo
hospedero). En consecuencia se puede afirmar que las metacercarias de C. formosanus son
infectivas a partir de los 16 dfas de edad, a una temperatura de 25°C. En los tres ratones
infestados con metacercarias de 16 dias se registré un total de 181 adultos, todos gravidos;
por otro lado, en los tres infestados con metacercarias de 20 dfas de edad, se obtuvo un total
de 188 adultos, siendo también todos gravidos y con huevos viables {Tabla 21). Los adultos
recuperados de Mus musculus fueron indistinguibles de los obtenidos del intestino de
Butorides striatus (Aves: Ardeidae), hospedero definitivo natural de C. formosanus en "Las
Estacas", Morelos.
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'Tabla 21. Diferencias en la idad de adul btenidos de C. fc en Mus

musculus (30 - 35 grs; 6 hembras; cepa CD,}, infi dos experimental con 250
metacercarias de 16 y 20 dias de edad p! jentes de C. {256 °C)

Metacercarias de 16 dlas Matacercarias de 20 dias

Ratén  No. de adultos Ratén  No. de adultos

1 14 1 16

2 64 2 6

3 103 3 142

Total 181 Total 188

En los tres ratones infectados con metacercarias de 16 dias de edad, el porcentaje de
efectividad de la infeccién por C. formosanus (de acuerdo a la cantidad de metacercarias
administradas y de adultos recobrados) fue de 5.6, 26.6 y 41.2 %, respectivamente y del
2.4, 16.0 y 56.8 % para aquellos infectados con metacercarias de 20 dias de edad. De
acuerdo con estos resultados, el 100 % de los ratones infectados con metacercarias de 16
y 20 dias de edad resultaron positivos a la infeccién. Los adultos de C. formosanus en los
ratones se localizaron tinicamente en el intestino anterior (n = 319) y medio {n = 50). La gran
mayorfa de los gusanos se encontraron solos o en pares, nunca agrupados en mayor
proporcién. Todos se encontraban fuertemente adheridos con su boca, provista de espinas,
a las vellosidades intestinales. Cuando los helmintos eran removidos de éstas Ultimas, la
mayorfa liberaba huevos.

Pollos
La cantidad de gusanos adultos de C. formosanus recobrados de pollos domésticos

(Gallus gallus) infectados experimentalmente con metacercarias de Poecilia sphenops
{infecciones naturales) de! manantial "Las Estacas"”, se presentan en la Tabla 22.

Tabla 22. Cantidad de adultos recobrados de G. gallus inf dos experi | con ias de P. sphenop
{infecciones naturales}.

Cantidad de Dfasfinfeccién Cantidad de adultos grévidos (*)
metacercarias recobrados maduros (-}
administradas .

263 7 [s]

271 7 3 .
255 6 3 »
267 15 58 *
342 5 40 °{+)
444 9 ]

+ El hospedero murié.
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El periodo que transcurrié desde el momento de la infeccién hasta la revisién, varié
entre 5 y 15 dfas. El nimero de adultos recuperados por hospedero fue de 3 a 58, siendo
todos ellos gravidos. Los pollos domésticos que se infectaron con una gran cantidad de
metacercarias (342 y 444) murieron a los 5 y 9 dias postinfeccién, recobrando sélo en uno
de ellos 40 adultos y ningin gusano en el otro. En la infeccién con 263 metacercarias,
después de 7 dias no se recuperé ningin adulto, mientras que en las infecciones con 255 y
271 metacercarias, después de 5 y 7 dfas de infeccién, respectivamente, se recuperaron 3
adultos de cada hospedero. El porcentaje promedio de efectividad de la infeccién de C.
formosanus, de acuerdo al nimero de metacercarias administradas y de adultos recobrados
fue variable de 0 a 21.7 % (5.6). La ubicacién de aduitos en el intestino de los pollos fue muy
similar al patrén observado en los ratones, estos ocuparon principalmente el intestino anterior
{n = 80) y medio {(n = 24).

vi. Hospederols) definitivo(s} natural(es).

Los dos "zanates" Quiscalus mexicanus recolectados en la localidad de estudio,
resultaron negativos a la infeccién por C. formosanus, en tanto que de la "garcita verde"
Butorides striatus, se obtuvieron 207 adultos de C. formosanus localizados en su intestino,
20 de los cuales eran grévidos y 187 maduros. La mayorfa de los gusanos gravidos tenian
cuatro huevos, solo en uno de ellos se observaron diez. El intestino de la garza fue seccionado
en seis partes. En las primeras cinco se encontraron los adultos, siendo mas numerosos en la
primera y segunda parte del intestino. Todos los gusanos se encontraban adheridos al epitelio
intestinal, cubiertos con fa mucosidad.

Los adultos recobrados del intestino de la garza resuitaron ser morfol6gicamente
idénticos a aquellos recuperados de infecciones experimentales en Mus musculus y Gallus
gallus y coinciden con las descripciones realizadas por Chen {1942}, Premvati y Pande (1974)
y Arizmendi (1992).

7.4.4. Discusién

i. Distribucién de la infeccién en peces infectados natural y experimentalmente

Los datos acerca de las prevalencias mostrados por las especies de peces revisados
en los arroyos del manantial "Las Estacas", revelan diferencias estad(sticamente significativas
entre Heterandria bimaculata y Poecilia sphenops, lo cual podria deberse tinicamente a la
diferente susceptibilidad que muestran los peces a la infeccién por cercarias, ya que ambas
especies se recolectaron del mismo sitio y por lo tanto las condiciones de ta infeccién fueron
muy similares. No obstante, podria deberse ademds a que P. sphenops tienen hébitos
alimenticios, reproductivos o de comportamiento diferentes a los que muestra H. bimaculata,
y, que el primero por lo tanto, tienen mayor probabilidad de contacto con las cercarias que el
segundo, sin embargo no existe informacién en la literatura sobre patrones de comportamiento
y de alimentacién de estas especies, que aporten elementos para la discusién de este
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supuesto, Por otro lado, si consideramos que la distribucién de cercarias en el ambiente no es
aleatoria, debido a que éstas son fotopositivas y tienden a acumularse en regiones iluminadas
del habitat, esta agregacién de cercarias podria incrementar la probabilidad de contacto con
el hospedero potencial que permaneceria mayor tiempo {ver patrén de emergencia, Cap. 3) en
lugares iluminados o en las cercanfas de los caracoles (con hébitos benténicos) y en
consecuencia elevando la incidencia de las infecciones y favoreciendo la transmisién del
tremétodo (Kennedy, 1975).

Anderson (1982) establece que el tiempo de exposicién a la infeccién, la densidad de
estadios infectivos y la distribucién de la poblacién de hospederos, también influencian el éxito
de la infeccién a un hospedero. De tal manera que existe la posibilidad de que hospederos de
la misma o de diferentes especies estén expuestos a diferentes niveles de infeccién (Madhavi
y Rukmini, 1991).

Los niveles de infeccién en las poblaciones de peces mantenidos en los estanques en
condiciones de cultivo, a diferencia de las silvestres, dependieron de la densidad de los
caracoles M. tuberculata, determinada a su vez por |las caracteristicas fisicas del ambiente. De
tal forma que en los arroyos naturales del manantial "Las Estacas" la densidad de los
caracoles es de 1,626 a 3,339 individuos/m? mientras que en los estanques del Centro
Piscicola de Zacatepec y de la granja particular (localizada frente al mencionado Centro
piscicola) es muy baja o nula (com. pers. del dueiio de la granja), ya que en estos el paso de
los caracoles es controlado por medio de mallas y el substrato de los estanques (concreto) no
favorece su proliferacién y en consecuencia las prevalencias e intensidades de la infeccién son
menores, en estos. Por el contrario en el Centro Pisclcola de Tezontepec de Aldama, Hgo,
donde a pesar de que el método de control del caracol es el secado y posterior encalamiento
de los estanques, la presencia de M. tuberculata durante el tiempo que permanecen los
estanques llenos, es constante (Arizmendi, 1989). Asimismo autores como Madhavi y Rukmini
{1991), sostienen que las elevadas intensidades de infeccién en peces se deben a las altas
densidades de caracoles en el hébitat.

Por otra parte, a pesar de que las diferentes especies de peces recolectadas en los
arroyos del manantial "Las Estacas" no se muestrearon mensualmente, se realizaron colectas
en las dos épocas del afio marcadas para la localidad (de lluvias y sequfa), observédndose que
las condiciones fisicas del ambiente son muy homogeneas en estos dos perfodos y que por lo
tanto el "manantial" es un habitat muy estable (flujo de agua constante, abundantes recursos
alimenticios para los primeros y segundos hospederos intermediarios, poca variacién en la
temperatura del agua, etc.) para que las infecciones en los caracoles se presenten durante
todo el afo {ver Cap. 3) y esto a su vez favorezca las infecciones hacia los peces en en
cualquier época del afio, aunado también a la presencia constante de aves piscfvoras.
Paralelamente se observé que algunos caracoles recolectados en este sitio y mantenidos en
el laboratorio a temperatura ambiente {18 - 20 °C) liberaron cercarias continuamente durante
més de un afo (16 meses). Estos eventos nos permiten suponer que existe un reclutamiento
continuo del parasito durante todo el afio dentro de la poblacién de hospederos en condiciones
silvestres, al igual que lo observado en Lebistes reticulatus ("guppies") en Japén por Yanohara
{1985) y en el ciprinido Aplocheilus panchax en la India por Madhavi y Rukmini (1991). Este
continuo reclutamiento junto con la alta longevidad de las metacercarias en los peces, podria
explicar las altas prevalencias e intensidades medias de la infeccién en condiciones naturales.
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Es importante mencionar que Madhavi y Rukmini {1991) hacen una comparacién de lo
que sucede con infecciones de metacercarias en peces, en regiones tropicales y templadas.
Mencionan que en regiones templadas la temperatura es el factor extrinseco més importante
que gobierna los ciclos estacionales de los helmintos y que el reclutamiento de las
metacercarias en la poblacién de hospederos se encuentra comiinmente confinado a un
perfodo corto durante la primavera o el verano, debido a que las cercarias no emergen de los
caracoles durante el invierno por las bajas temperaturas que prevalecen. De esta manera
muchas infecciones por metacercarias en peces muestran distintos ciclos estacionales con
picos de infeccién al final de la primavera o verano, lo cual no ocurre asl en regiones tropicales
{p.e. en la India o en el caso particular del Estado de Morelos), donde la temperatura fluctda
sélo ligeramente en el curso de todo el afio y por lo tanto no es un factor de gran importancia
en regulacién de ciclos estacionales y por ende en la dindmica poblacional de los parésitos.
Ademds si se considera que el manantial de "Las Estacas", especificamente es una habitat
muy estable, permite suponer que las condiciones son muy favorables para que ia infeccién
en los peces se presente durante todo el afio. Por lo tanto, debido a las temperaturas
favorables de regiones tropicales, el caracol, hospedero intermediario y los estadios infectivos
de C. formosanus se presentan a lo largo de todo el afio, a diferencia de regiones templadas,
donde muchos caracoles también son estacionales, posibilitando que las metacercarias de los
gusanos que utilizan estos caracoles como hospederos intermediarios, puedan exhibir distintos
patrones de ciclos estacionales (Wetzel, 1975 in Shostak y Esch, 1990).

Por otro lado, en las infecciones experimentales realizadas en peces, la "carpa dorada"
demostré ser la especie méas susceptible a la infeccién, con valores que oscilan entre 39.8 y
69.8 (55.8 %), mientras que en la "tilapia” varfan de 0.15 a 10.3 (2.4 %), lo cual indica que
existe mayor peligro de que C. formosanus infeste los cultivos de ciprinidos que los de
ciclidos, cuestién que se ha corroborado en centros piscicolas del Estado de Hidalgo (Lépez-
Jiménez, 1987a; Arizmendi, 1989, Anénimo, 1990)y Morelos (presente estudio), aun cuando
en ambos existe una gran cantidad de caracoles parasitados. Ademas la familia Cyprinidae
cuenta con el mayor niimero de representantes registrados con infecciones por metacercarias
de C. formosanus (ver Tabla 1). En las infecciones experimentales realizadas en Hawaii por
Martin (1968) con ciprinidos, poecilidos, ciclidos y mugflidos mencioné que las diferencias en
la susceptibilidad se deben a que los terceros y cuartos (7ilapia mossambica y Mugil cephalus)
presentan filamentos branquiales muy delgados, lo que le impide a la cercaria enquistarse,
mientras que los primeros y segundos presentan filamentos més gruesos (C. auratus, X. helleri
y Gambusia affinis) en los cuales se cobservan grandes cantidades de metacercarias. Lo
anterior también fue observado durante esta investigacién, sin embargo, suponemos que la
susceptibilidad de los hospederos a la infeccién no sélo se debe al grosor de sus filamentos
branquiales sino que ademas, el pardsito se encuentra més adaptado a las carpas, ya que
ambos son originarios del sureste de Asia, mientras que el ciclido es de origen africano,
continente en el que no existe registro alguno del heterdfido.

Sin embargo, debemos considerar que a pesar de que los ciclidos son menos
susceptibles a la infeccién y que trabajos como los de Martin {1958) mencionan que estos no
se parasitan, es necesario que también existan medidas de control en el cultivo de estas
especies ya que existen antecedentes del parésito en estos, en Israel en Tilapia sp. (Paperna
1964 in Yamaguti 1971) y en Veracruz, México en Petenia splendida {Almeyda-Artigas et al.
1994).
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Enlos peces con infecciones naturales y experimentales la mayoria de las metacercarias
de C. formosanus mostraron preferencia por los filamentos branquiales y no por 1a base de los
arcos, al igual que lo observado en cuatro especies de peces de Hong-Kong (Chen, 1942) (ver
Tabla 1). Lo anterior puede deberse a que los filamentos estan mas irrigados que la base de
los arcos, debido a que en los primeros es donde se lleva al cabo el intercambio gaseoso y las
metacercarias se encuentran en [ntima asociacién con sus capilares, que les proveen
requerimientos o estimulos esenciales para su crecimiento y organogenia {Madhavi, 1986). Por
lo anterior puede decirse que existe una seleccién activa por preferir el habitat y tal seleccion
podrfa ocurrir, adem4s, en todos los casos en donde el grado de desarrollo de la metacercaria
es muy avanzado que le permite transformarse en muy poco tiempo en adulto en el hospedero
definitivo. Asf 1a metacercaria de C. formosanus es muy desarroliada y una vez ingerida por
el hospedero definitivo, en un dia se transforma en adulto (Chen, 1942) y en dos o tres dfas
es capaz de producir huevos (Premvati y Pande, 1974; Chen y Tung, 1990; Arizmendi, 1989;
Salgado-Maldonado et a/. 1994).

Chen y Tung (1990) demostraron por otra parte que histopatolégicamente la
metacercaria de C. formosanus se encuentra casi siempre parasitando el eje medio de los
filamentos branquiales, causando deformidad a la branquia, hiperplasia y fusién del epitelio
branquial, al igual que lo observado por Ramirez-Lezama (com. pers.- Fac. Veterinaria, UNAM)
en carpas del Centro Piscicola de Tezontepec de Aldama Hidalgo.

L os quistes estan districuidos uniformemente sobre las branquias derecha e izquierda
en todas las especies de peces revisados, al igua!l que lo registrado en el ciprinido Aplocheilus
panchax en la India {Madhavi, 1986). Sin embargo, la distribucién de las metacercarias de C.
formosanus en los arcos branquiales de peces con infecciones naturales y experimentales no
fue uniforme, sélo en Poecilia sphenops (infectado naturalmente) y en C. auratus (infectado
experimentalmente) se encontraron diferencias significativas, al igual que lo observado en A.
panchax (Madhavi, 1986). Las metacercarias demastraron preferencia por los filamentos de
los primcros tres arcos branquiales, especialmente por el segundo y tercer par,
independientemente de la densidad de la infeccién y la talla del pez.

Madhavi (1986), sefiala que los factores involucrados en la distribucién espacial de las
metacercarias sobre las branquias, puede ser explicado de manera diferente a lo que se ha
mencionado acerca del sitio-especifico en el caso de los monogéneos, pero que existe muy
poca informacién al respecto. Se ha observado que varias especies de monogéneos también
muestran preferencia por e! segundo arco branquial, que puede ser debida a la direccién y
fuerza de ventilacién de las corrientes durante las diferentes fases de la actividad respiratoria
y a la seleccién del sitio por parte del parasito {Llewellyn 1956 in Kennedy, 1975; Rohde,
1982 in Lester, 1989). La cercaria de C. formosanus es muy pequeiia y es llevada
pasivamente a la cAmara branquial a través de las corrientes respiratorias del hospedero, con
un inicial establecimiento sobre un arco branquial particular, que pueda esperarse que dependa
del volumen y la velocidad del flujo de agua sobre éste. Asimismo la Unica informacién
disponible indica que la mayorfa de las corrientes respiratorias en los tele6steos pasan sobre
las branquias anteriores, particularmente sobre el segundo arco branquial, lo cual podria
explicar la preferencia de las cercarias en A. panchax {(Madhavi, 1986) y en todas las especies
de peces con. infecciones naturales y experimentales revisados en este trabajo. Asf la
preferencia de las metacercarias por los arcos branquiales anteriores puede solamente ser
explicado con base a las corrientes respiratorias. Sin embargo, el mismo autor menciona que
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la preferencia por el segundo par branquial podria deberse ademds, a que éste par presenta
mayor tamaiio ofreciendo una 4rea de superficie mayor lo cual permite el establecimiento de
una gran cantidad de cercarias a diferencia de los otros arcos que presentan menor tamafio.

De acuerdo a los planteamientos de Madhavi (1986) podemos considerar que la
distribucién de metacercarias observada de C. formosanus sobre la superficie branquial de
todas las especies de peces revisados tanto de los arroyos del manantial "Las Estacas” como
del Centro Piscicola y granja particular de Zacatepec, Morelos es debida a los mismos factores:
a) las corrientes branquiales, b) el comportamiento del parasito y c) el tamafio del arco
branquial. Sin embargo se requieren més estudios, enfocados desde otros puntos de vista,
para apoyar este supuesto.

ii. Infeccién en relacion a la talla del hospedero - peces.

Las repetidas exposiciones del pez a las cercarias y la longevidad de la metacercaria
aumenta la tendencia a acumular parasitos a lo largo de toda su vida. Estas condiciones
pueden explicar Jas mayores intensidades de la infeccién en peces de mayor edad (Madhavi
y Rukmini, 1991), sin embargo en P. sphenops y en H. bimaculata no se obtuvo ninguna
relacién entre la talla de los peces y la cantidad de metacercarias en las branquias, lo cual
indicaria que las metacercarias se distribuyen indistintamente entre las diferentes tallas de los
peces, a pesar de que se observa un incremento en la intensidad promedio en P. sphenops y
un incremento en la prevalencia en H. bimaculata, en relacién al aumento de talla. A pesar de
esto, consideramos que debido a la gran variabilidad que se presento en la intensidad promedio
de la infeccién en H. bimaculata para las diferentes tallas no es posible asumir alguna relacién
entre ambos factores. Las razones podrfan ser que las distintintas tallas muestran una
probabilidad muy diferente de infectarse y que por lo tanto la intensidad de la infeccién es
independiente de la talla del hospedero, o bien que el tamarfio de muestra es muy pequefio en
las ultimas clases de talla, condiciones que no permiten ser concluyentes a este respecto.

En relacién a lo anterior Kennedy (1975) menciona que los hospederos més viejos han
permanecido més tiempo en contacto con el parasito. Asf la incidencia y el nivel de infeccién
de muchas especies de parédsitos cambian y se incrementan con la edad del hospedero. Sin
embargo, los cambios en la edad, frecuentemente también significan cambios en la estructura,
comportamiento o dieta y por lo tanto cambios en la probabilidad de infectarse.

Sin embargo, tanto en H. bimaculata como en P. sphenops no podemos sugerir lo que
plantea Kennedy (1975) debido a que no se encontré relacién entre la talla y la cantidad de
metacercarias en las branquias y por lo tanto consideramos que las probabilidades de la
infeccién en las distintas tallas de los peces son muy diferentes, siendo ademas necesario
realizar mas estudios sobre esta relacién.
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iii. Infecciones experimentales en anfibios

En 1948 Chen realizé infecciones experimentales en varias ranas adultas de Rana
limnocharis, en las que la infeccién fue negativa, indicando que posiblemente los renacuajos,
mas que los adultos de los anuros, eran susceptibles a la infeccién. Asfi llevé al cabo
infecciones en solo dos renacuajos, sin precisar a qué especie pertenecian y en uno de ellos
encontrd una metacercaria de C. formosanus en la pared del intestino, siendo este el Unico
trabajo de referencia que permite establecer comparaciones de infecciones experimentales en
anuros. Por otro lado los tnicos registros de infecciones naturales en anfibios son los
realizados por Chen {1942) quien encontré metacercarias de C. formosanus en la pared del
estémago y los musculos de la rana Rana limnocharis y en el sapo Buffo melanostictus. En las
infecciones experimentales realizadas en los renacuajos de la especie Spea multiplicata, no
encontramos las metacercarias en los habitats registrados por este autor.

Chen (1942} menciona que el hecho de encontrar metacercarias de C. formosanus en
ranas es de considerable importancia. Desde el punto de vista biolégico, demuestra que la
metacercaria del hetérofido, {a cual hasta esas fechas se conocfa que sélo parasitaba peces
en este estado, puede también infectar otros hospederos de un grupo totaimente diferente.
El descubrimiento hizo necesario que se modificara la diagnosis de la familia Heterophyidae
Odhner, 1914 y la subfamilia Centrocestinae Looss, 1899, Desde el punto de vista de salud
publica el hallazgo es de adicional interés debido a que se puede demostrar que cualquier
especie de rana comestible, tal como Rana rugulosa, puede estar involucrada en la infeccién
en la regién de Canton en Hong Kong (Chen, 1942). Nishigori habfa anteriormente demostrado
que esta especie es transferible al hombre, ingiriendo metacercarias del treméatodo (Faust y
Nishigori, 1926).

Ademids Chen (1942}, enunci6 que los Gnicos peces infectados en la regién de Canton
son muy pequeiios y ordinariamente no son usados como alimento, sin embargo las ranas si
son comestibles y pueden estar involucradas como otra posible fuente de infeccién para el
hombre. Asimismo consideré que las ranas son méas deliciosas cuando se cocinan
"ligeramente"” y que por lo tanto se puede facilmente predecir el peligro potencial, sefialando
que Centrocestus en el hombre quizd pasa desapercibido debido a que los parasitos son muy
pequerios y los huevos son muy similares a especies de gusanos comunes en el hombre como
Clonorchis sinensis o Heterophyes heterophyes.

A diferencia de lo que sucede en Canton, en México las especies de peces a las que
se ha encontrado parasitadas con C. formosanus constituyen la segunda familia {Cyprinidae)
de mayor importancia en pesquerfas de agua dulce, sin embargo la infeccién hacia humanos
por esta via es muy diflcil, ya que la metacercaria se ha encontrado enquistada Gnicamente
en filamentos branquiales, los cuales no consume el hombre, y no se ha observado en
mudsculo. Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos por nosotros en las infecciones
realizadas en los sapos (Spea multiplicata) consideramos que este trematodo es capaz de
parasitar cualquier especie de anfibio en México y, que especies de ranas que se consumen
comuinmente poco cocidas en algunas regiones del pals como la rana toro (Rana catesbiana)
podrfan parasitarse facilmente por cercarias de este tremétodo, de existir las condiciones para
que se dé la infeccién, constituyendo asf una via potencial de infeccién para el hombre como
lo argumenta Chen (1942} con las especies de ranas que se consumen en Hong Kong.
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iv. Infecciones experimentales en ratones y pollos.

El 100% de las hembras de Mus musculus, de la cepa CD, llegaron a infectarse con
metacercarias de 16 y 20 dias de edad y el promedio de gusanos recuperados fue de! 24.6%
(2.4 - 56.8), en tanto que solo el 66.6% de los pollos fueron positivos a la infeccién y el
promedio de gusanos recuperados fue del 5.64% (0 - 21.7). Estos resultados concuerdan con
Martin (1958} quien establece que las ratas y ratones de laboratorio son hospederos méas
favorables, debido a que un gran porcentaje de metacercarias administradas llegaron a
desarrollarse en adultos con una mayor cantidad de huevos en el Gtero, en comparacién con
aquellos que se desarrollaron en pollos. Sin embargo, por otra parte, Premvati y Pande (1974)
mencionan que los hamsters {Crisetus crisetus) y los monos rhesus (Macaca mulata) actian
como hospederos definitivos méas favorables para esta especie en la India. Esto hace
recomendable realizar mayor nimero de experimentos tendientes a determinar el hospedero
6ptimo y que ademd&s tenga una mayor relacién con los hospederos definitivos que puedan
actuar en la naturaleza.

En la infecciones realizadas en pollos {(Gallus gallus) se obtuvo una cantidad variable
de adultos de cada uno de los hospederos, ya que las metacercarias con las que fueron
infectados se encontraban en diferentes etapas de desarrollo debido a que los peces (Poecilia
sphenops) estuvieron expuestos a infecciones continuas a causa de la presencia constante de
caracoles en los arroyos, debiendo considerar ademds, las condiciones digestivas, fisiol6gicas
e inmunolégicas de cada hospedero, asi como la viabilidad de los quistes, al igual que lo
observado por Arizmendi (1989) en estos hospederos. Sin embargo en las infecciones con
ratones también se obtuvo una cantidad muy variable de gusanos adultos {ver Tabla 20) a
pesar de que las metacercarias con las que se infestaron estos, tenfan igual edad y provenfan
de la misma especie de hospedero experimental, asimismo los ratones pertenecifan a la misma
cepa, sexo, grupo de edad y peso, de tal modo que podemos considerar que la cantidad de
adultos recobrados depende tdnicamente de la susceptibilidad y condicién fisiolégica e
inmunolégica de cada individuo (hospedero). De la misma forma Premvati y Pande (1974)
argumentan que la tasa de recuperacién de adultos de C. formosanus obedece solo a
disponibilidad y susceptibilidad del hospedero. En otros estudios se ha observado que el
establecimiento de los parésitos, la sobrevivencia y la fecundidad estan afectados por factores
" relacionados Unicamente con el hospedero, como la susceptibilidad, la cepa genética y la edad
{Huffman, Sabol y Fried, 1991).

En las infecciones severas con 342 y 444 metacercarias, los pollos se murieron a los
5 y 9 difas postinfeccién, sin embargo no podemos considerar que esta cantidad de
metacercarias sea letal para estos hospederos debido a que no realizamos un anélisis
minucioso {autopsia) para argumentarlo. Por otra parte, en los pollos en los que se obtuvo
igual nimero de adultos después de 5 y 7 dias postinfeccién y en los de mayor nimero de
adultos recobrados después de 5 y 15 dias postinfeccién, se observé también que las
metacercarias administradas estaban en diferentes etapas de desarrollo y los hospederos
tenfan diferente condicién fisiolégica e inmunolégica.

Al comparar la localizacién de los gusanos adultos en pollos y ratones de laboratorio

concuerda ampliamente con los resultados obtenidos por Martin (1958) en estos mismos
hospederos.
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Con respecto a la observacién realizada por Arizmendi (1989) de que en los ratones
infectados experimentalmente con metacercarias de 25 dfas de edad provenientes de
Ctenopharyngodon idellus (hospedero que resulté muerto accidentalmente a los 25 dias de
haber sido infectado) no se recuperaron adultos, argumentando que este tiempo no
corresponde al minimo requerido para la maduracién de las metacercarias de C. formosanus,
el cual es de 30 a 40 dias de acuerdo con Yamaguti {1971), no concuerda con nuestros
resultados ni con los de Chen y Tung (1990), ya que nosotros encontramos que la
metacercaria es madura e infectiva a partir de los 16 dias de edad a una temperatura de 25
°C, en el mismo hospedero {Mus musculus) y Chen y Tung (1990} registran que esto sucede
a partir de los 21 dias a una temperatura de 21 + 2°C. Asimismo Chen (1948) observa que
es madura a partir de los 28 dias y Nishigori (1924) lo observa que es a partir de los 18 a 21
dfas.

En relacién a otros trabajos, Nishigori (1924), Chen (1948}, Yamaguti (1971) y
Arizmendi (1989) no mencionan las temperaturas en las cuales se mantuvieron a los peces,
por lo que comparando los resultados obtenidos en este trabajo con los Chen y Tung (1990),
la edad a la cual la metacercaria es infectiva depende en gran medida de la temperatura a la
cual se mantiene el segundo hospedero intermediario y es evidente que este factor es de gran
importancia para la maduracién de esta fase (Faust y Nishigori, 1926; Anderson, 1982),
siendo necesario reforzar esta aseveraciéon cuando contemos con los elementos suficientes
para hacer tal comparacién.

Arizmendi (1989) menciona que Ics ratones revisados 18 dias después de haber sido
infectados no resultan positivos debido probablemente a que este periodo es demasiado
prolongado para la sobrevivencia de los tremétodos, sin embargo, Chen (1942) en el mismo
hospedero recuperé cuatro y 31 adultos gravidos después de 24 y 26 dias de infeccion,
respectivamente y Martin (1958) recuper6 25 gusanos después de 29 dfas, en tanto que en
otros hospederos (pollos, conejos, hamsters, cachorros de perros,) se han recuperado gusanos
adultos de esta especie después de 20, 45, 52 y 58 dlas (Chen, 1942; Pande y Shukha,
1972; Premvati y Pande, 1974), por lo que el argumento de Arizmendi {(1989) no puede ser
concluyente y resulta necesario realizar un mayor nimero de experimentos tendientes a
determinar el perfodo de sobrevivencia del pardsito en hospederos experimentales.

v. Hospedero definitivo natural.

La localizacién de los gusanos adultos en la "garcita verde" Butorides striatus, difiere
de lo encontrado en infecciones experimentales en ratones y pollos, ya que en la garza
ocuparon casi toda la longitud del intestino, sin embargo la mayorfa de los gusanos se
encontraron al igual que en los ratones y pollos en la primera parte del intestino. El hecho de
que la distribucién espacial de gusanos adultos en el intestino de la garza fuera mayor se debe
aque encontramos mayor cantidad de gusanos en esta, que en las infecciones experimentales.
Este efecto es muy frecuente en los parasitos y puede ser producto del amontonamiento
"crowding" de los gusanos facilitado por alguna forma de competencia intraespecifica
{Huffman y Fried, 1990).
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Es importante mencionar que a nivel mundial el registro de C. formosanus en aves solo
se encuentra en representantes de la familia Ardeidae y Tresquiornitidae (Orden:
Ciconiiformes), sin embargo las infecciones experimentales en polios y patos son exitosas, lo
que podria indicar que existe una baja especificidad hospedatoria del heteréfido en la
naturaleza en garzas y en representantes afines a esta familia de aves.

Butorides striatus (Ardeidae) constituye el primer registro de hospedero definitivo
natural de C. formosanus para México y para el mundo, sin embargo creemos que esta garza
no solo actia como hospedero definitivo de este tremétodo en la localidad de "Las Estacas”,
sino ademds otras especies como Ardea spp., Egretta spp., Nycticorax nycticorax, Ixobrychus
exilis y Bubulcus ibis, las cuales se encuentran presentes en la regién y han sido registradas
como hospederos definitivos del heteréfido en otras palses. Ademds es probable que las aves
migratorias como Nycticorax nyticorax estdn ayudando a la dispersién del parasito en otras
localidades del Estado de Morelos. Sin embargo la captura de estas aves es muy dificil en la
zona debido a la restriccién que hay de la caza y la baja densidad que pudimos observar. A
pesar de esto y debido a que el nimero de gusanos adultos que fueron recuperados de la
"garcita verde" es considerable, nos permite suponer que la transmisén del parésito hacia el
hospedero definitivo es exitosa en las localidades de estudio.
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8. DISCUSION GENERAL

A continuacién se desarrolla una discusién breve de los factores encontrados a lo largo
de este estudio, que contribuyen a la dispersién y transmisién de Centrocestus formosanus
en el estado de Morelos, México, en virtud de que al final de cada capitulo se incluye la
discusién correspondiente en forma detallada.

A partir del estudio de la quetotaxia de las cercarias emergidas de poblaciones
naturales de Melanoides tuberculata Miller, 1774, se confirma en México la presencia de
Centrocestus formosanus Nishigori, 1924 (Price, 1932), de origen asidtico. El empleo del
patrén de papilas nerviosas en las cercarias demostré ser un método préctico, econémico y
de gran utilidad por su importancia filogenética y taxonémica, ademds de que permitié una
identificacién rapida del parasito.

Se considera que la introduccién de este tremé&todo a nuestro pals se realizé mediante
caracoles (M. tuberculata) infectados, los cuales son los primeros hospederos intermediarios,
contrariamente a lo que se habfa argumentado con anterioridad (L6pez-Jiménez, 1987a) en
relacién a que el parasito habfa sido introducido en 1979 junto con reproductores de la "carpa
negra" (Mylopharyngodon piceus) provenientes de Shangai. Si esto Ultimo fuera cierto, habrfa
que asumir t4citamente la existencia de hospederos (primeros, segundos intermediarios y
definitivos) potenciales preexistentes, necesarios para completar su ciclo de vida exitosamente
y establecerse permanentemente en el érea. De acuerdo con las observaciones de campo en
zonas contiguas al Centro Piscicola de Tezontepec de Aldama, Hidalgo (donde se registré por
primera vez al heteréfido), se ha observado la presencia de varias aves (Ardeidae) que pueden
actuar como hospederos definitivos y que han sido sefialadas en otros pafses (Chen, 1942;
Martin, 1958; Premavti y Pande, 1974 y Yanohara, 1985) y confirmado en este estudio en
el Estado de Morelos. No obstante, resulta poco probable que alguna de estas aves haya
consumido las "carpas negras” de 1.5 metros (vivas o muertas). Adem4s, este ciprinido nunca
ha sido registrado de forma autdéctona como segundo hospedero intermediario de C.
formosanus.

Aun considerando la existencia previa del prosobranquio en Tezontepec, Hidalgo,
cientos de caracoles M. tuberculata fueron introducidos simultaneamente como alimento del
ciprinido malacéfago (L6pez-Jiménez, com. pers.), lo cual nos permite disentir con la hip6tesis
referida en anteriormente y consideramos que el pardsito arrib6 en estado de esporocisto o
redia. La rapida colonizacién hacia otros cuitivos de carpas —donde cinco especies fueron
introducidas desde 1965 para ser cultivadas— permitié la emergencia de la cercaria y la
invasién de los filamentos branquiales de los peces para, como consecuencia, facilitar su
posterior desarrollo.

Como ya se ha establecido, M. tuberculata ha demostrado su capacidad de colonizar
rapida y densamente muchos tipos de habitats (Pointier, 1989a). En México, esta especie fue
colectada por primera vez en las proximidades de la ciudad de Veracruz por Abbot (1973),
quien relacioné su presencia con el rapido patrén de dispersién hacia el sur, desde el sureste
de los Estados Unidos de América hasta Centro y Sudamérica. Cabe mencionar que, a pesar
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de su actual distribucién, dicha especie nunca ha sido registrada como primer hospedero de
C. formosanus en otro pals neotropical. Del mismo modo, es improbable que la presencia de
este heteréfido en México {en los estados de Hidalgo, Morelos, Veracruz, Michoacén y
Tabasco) esté directa y causalmente asociada con introducciones previas accidentales de
moluscos, migraciones y/o patrones de distribucién de! tidrido.

Es probable que M. tuberculata haya llegado al estado de Morelos debido a su répida
expansién hacia el sur. Sin embargo, consideramos que la presencia de C. formosanus en las
localidades de estudio del estado de Morelos, estd Intimamente relacionada con la dispersién
de huevos por aves icti6fagas (posiblemente de ardeidos naturalmente infectados en
Tezontepec, Hgo.), cuya ruta migratoria incluye seguramente los estados de Hidalgo vy
Morelos. El papel de otras "garzas", "egretas" y "aves toro" (Nycticorax nycticorax, Ardea
spp., Egretta spp., Bubulcus ibis e Ixobrychus exilis, entre otros) como hospederos definitivos
naturales en México es presumible; sin embargo, es necesario que se realicen més estudios
a este respecto.

La distribucién del tidrido, aunada a la extensiva trasplantacién de carpas a diferentes
ambientes acuéticos (centros piscfcolas, cultivos rusticos, presas, rios, lagos, etc.) y la baja
especificidad exhibida por C. formosanus dentro de sus segundos hospederos intermediarios
y definitivos, asf como la falta de control sanitario, son factores que facilitan su dispersidn,
y por ende, es muy probable que colonice el territorio nacional casi por completo en muy
pocos aiios. Como se estableci6é anteriormente, la diseminacién de huevos por aves
migratorias puede jugar un papel importante en la dispersién del parésito. La alta densidad de
caracoles en una zona dada puede permitir una invasién masiva de miracidios, asf como el
incremento en la densidad de estadios infectivos y el reclutamiento de la cercaria en casi
cualquier poblacién de peces. De igual forma, podria ocurrir un incremento en {a intensidad de
la infeccién en peces (Madhavi y Rukmini, 1991). Finalmente, el establecimiento de las
metacercarias dentro del intestino de aves piscfvoras y mamiferos carnivoros podrfa
desarrollarse faciimente en 4reas recientemente invadidas.

De acuerdo con {o anterior, es de interés reconocer si Centrocestus formosanus puede
ser considerado un buen colonizador. McArthur y Wilson {1967) in Kennedy (1994) mencionan
que los atributos deseables de un invasor exitoso o un buen colonizador son: poseer una
buena habilidad de dispersién {capacita a la especie a cruzar barreras mas facilmente para
dispersarse); tener un alto potencial reproductivo (construye una nueva poblacién rapidamente
después de una introduccién a una nueva localidad); ser hermafrodita o tener reproduccién
asexual [capacita a la especie a establecer una nueva poblacién con una densidad {propéguio)
inicial pequefia, sin embargo las densidades iniciales de los propagulos colonizadores deben
ser tales, que la colonia resultante pueda tener un "pool" genético amplio para tener un buen
potencial adaptativol y poseer una amplia especificidad hospedataria {las especies generalistas
pueden ser colonizadores o invasores més existosos que las especies especialistas). En tanto,
Kennedy (1994) menciona que, de acuerdo a los trabajos de Bauer y Hoffman (1976) y Bauer
{1991), se pueden hacer ciertas generalizaciones con respecto a las habilidades de
colonizacién de los parasitos, las cuales son: 1) la habilidad de colonizacién es inversamente
proporcional a la complejidad del ciclo de vida del parésito. Entre méas hospederos requiera, es
menos probable que sea un buen colonizador, ya que las condiciones necesarias para
sobrevivir son més complejas y demandantes y es menos probable que sean reunidas. Asf, los
pardsitos con ciclo de vida directo son invasores més exitosos; 2) si el parasito requiere un
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hospedero intermediario, la amplia especificidad a este nivel podria ser una gran ventaja. Los
parésitos que utilizan invertebrados cosmopolitas como algunas especies de copépodos,
podrfan ser colonizadores. més exitosos y 3) la probabiliad de una colonizacién exitosa podria
ser directamente proporcional a la similitud de las condiciones biéticas y abidticas que hay
entre la localidad fuente y la localidad a ser invadida. Si las condiciones son idénticas, esto es,
que los ambientes {factores fisico-quimicos) sean congruentes, las unicas barreras para la
colonizacién podrfan ser las estocésticas. Mientras que las barreras para una invasién exitosa
podrfan ser: a) las condiciones fisico-quimicas, especialmente la temperatura del agua y la
composicién iénica en el nuevo habitat, b) las condiciones bi6ticas, esto es, los factores
asociados a los hospederos: la nueva localidad puede contener hospederos (intermediarios y
definitivos) potenciales adecuados, en densidades apropiadas con una correcta ecologia, asf
como una cadena alimentaria y comportamiento alimenticio que permitan la transmisién de!
parésito. La existencia de densidades iniciales bajas de hospederos puede provocar que la
transmisién del parasito decline y que la poblacién llegue a extinguirse y c) los factores y
atributos del pardsito, incluyen su especificidad y su habilida para infectar hospederos
diferentes a aquellos preferidos, dominando las defensas e inmunidad de los hospederos
potenciales. De manera tal que, si el ambiente es compatible y estas tres barreras estdn
"abiertas", entonces hay una alta probabilidad de que el parésito introducido pueda ser capaz
de establecerse y colonizar una nueva localidad. Ademés, el tiempo preciso de la introduccién
es particularmente importante para determinar la probabilidad de éxito. Muy relacionado al
tiempo es el concepto de ventana de transmisién que es el tiempo disponible que tiene un
parasito para infectar a uno o més hopederos en su ciclo de vida, p. e. este puede ser un
periodo de Gnicamente dos o tres semanas, cuando el pez susceptible esté disponible y los
estadios infectivos del parédsito sean liberados de su hospedero intermediario y la duracién de
este periodo puede variar afio con afio. Las condiciones 6ptimas para una invasién exitosa son,
cuando las ventanas de transmisién estén abiertas todo el afio o en la mayor parte de éste.
Un ditimo factor importante es el estocéastico, ya que puede ser un asunto de azar cuando el
invasor arriba y éste puede ser un elemento responsable de las fallas de muchas
introducciones. Muchos paréasitos con potencial para colonizar una nueva ‘ocalidad,
simplemente llegan a ésta por azar, en un tiempo erréneo, en condiciones erréneas, o cuando
las ventanas de transmisién son demasiado "estrechas" o estan cerradas.

Tomando en cuenta las generalizaciones anteriores, para el caso particular de
Centrocestus formosanus en México, ademas de los resuitados obtenidos en este trabajo y
los recientes registros del pardsito en otras localidades del pals, podemos considerar que éste
posee caracteristicas que lo hacen un buen colonizador. A continuacién se enunciaréan los
aspectos que, a nuestro juicio, hacen posible dicha consideracién:

1) Posee una buena habilidad de dispersién, por una parte la intrinseca o natural del
parasito [como es el caso de su cercaria, ya que una gran cantidad de éstas (880 + 122) es
liberada diariamente de cada uno de los caracoles infectados, durante periodos muy extensos
que pueden llegar a ser de hasta 16 meses o més, en condiciones silvestres] y por otra parte,
aquella que le ofrecen sus hospederos intermediarios secundarios y definitivos, ya que puede
ser diseminado e introducido por los movimientos de éstos, p. e. los peces poseen habilidades
de dispersién naturales debido a que pueden desplazarse f4cilmente a través de los rfos y las
aves lardeidos principalmente) son migratorias, por lo que la dipersiéon de huevos, a través de
ellas es presumible. Sin embargo, si se considerase que los propios mecanismos de dispersion
son pobres, un factor importante que podrfa suplirla serfa la antropogenia’, la cual fue la via
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de introduccién del parésito a México. Asf, la antropogenia podria ser el factor més importante
para {a diseminacién del parasito, facilitandole cruzar las barreras més répidamente y
propiciando su introduccién hacia otras localidades del territorio nacional. Por otra parte, es
importante sefialar que el lugar {Centro piscicola de Tezontepec de Aldama, Hidalgo)} donde
se introdujo al parasito por primera vez, resulté ser la ruta méas idénea para su dispersién, ya
que, como se mencioné anteriormente, este Centro es el principal productor de crias de
ciprinidos en México v es el que se encarga del traslado y siembra de carpas a otros cuerpos
de agua del pafls. Por lo tanto, es probable que muchas de las caracteristicas biéticas
(presencia de hospederos potenciales en densidades adecuadas) y abi6ticas (clima, quimica
del agua, etc.) de las localidades a donde se trasladaron crfas infectadas, fueron muy similares
a las condiciones del centro piscicola de Tezontepec, lo cual facilité la invasién del parésito,
propiciando el establecimiento y colonizacién en esas nuevas localidades. Este proceso ha sido
demostrado por los altos valores de intensidad y prevalencia registrados en poblaciones de
peces silvestres de 13 localidadades del pals (Arizmendi, 1989; An6nimo, 1990; Salgado
Maldonado et a/., 1994; Arévalo et al. 1994; Caspeta et al.. 1994; Veladzquez et al. 1994;
Pineda-L6pez com. pers. y resultados del presente trabajo);

2) De acuerdo con Kennedy (1994), la habilidad de colonizacién de los parésitos es
inversamente proporcional a la complejidad de su ciclo de vida. Sin embargo, C. formosanus
tiene un ciclo de vida indirecto, lo que harfa suponer que su habilidad es pobre. A pesar de lo
anterior, este trematodo es una especie "alogénica"? y compensa lo anterior con el hecho de
que es una especie "generalista"® con respecto a sus segundos hospederos intermediarios y
definitivos. Un factor en contra que podria suponerse es que es "especialista"* con respecto
a su primer hospedero intermediario (M. tuberculata), a pesar de esto, el caracol tiene una
amplia distribucién (ver Fig. 2), as{ como una gran adaptabilidad y presenta altas densidades
en las localidades donde se distribuye actualmente (Contreras-Arquieta, com. pers). De este
modo, el parésito, a pesar de poseer un ciclo de vida indirecto, suple su habilidad colonizadora
por los factores asociados a sus hospederos, ya que por un lado, su primer intermediario tiene
una dispersion eficiente, con una distribucién amplia y es muy abundante en las localidades
donde se localiza, y por otro, tiene una baja especificidad hospedatoria en peces, aves y
mamiferos, ya.que puede infectar una gran variedad de especies de peces de familias muy
diferentes (ver Tabla 1), asf como mamfferos tan comunes como gatos, perros y ratas, ademés
de diferentes especies de garzas, por lo que la probabilidad de una colonizacién exitosa en
otras localidades de México es muy elevada.

.0

1. Antropogenia: es la accién que se ejerce, por la influencia del hombre, en la introd o di icién de especies. 2. Son
pardsitos cuyo ciclo de vida involucra 8 peces como hospederos intermediarios y a otros vertebrados como hospederos
definitivos, los cuales pueden moverse facilmente entre localidades. Estos parasitos han demostrado tener una gran habitidad
y potencial de colonizacién, y su dispersidn se ve favorecida debido a que sus haspederos definitivos (aves o mamifaros) tienen
una mayor vagilidad y habilided para cruzar barreras terrestres o marinas (Esch et a/. 1988). 3. Son especies que pueden
encontrarse parasitando a un amplio intervalo de hospederos no relacionados filogéneticamente entre sf {Esch y Ferndndez,
1993). 4. Son espacies que normalmente se restringen a una sola especie de hospederos o a un grupo de especies muy
relacionadas entre sf (Esch y Ferndndez, 1993).
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3) Las ventanas de transmisién en la localidad de "Las Estacas"”, permanecen abiertas
todo el afio o gran parte de éste, ya que hay hospederos potenciales {caracoles, peces y aves)
disponibles todo el afio y las condiciones climéaticas no varfan mucho en la regién. Ademés,
por tratarse de un "manantial” con caracterfsticas muy homogeneas, las condiciones son
propicias para el establecimiento, transmisién y dispersién del parasito durante todo el afio.
Consecuentemente, los peces a lo largo de todo el afio pueden estar parasitdndose
continuamente, debido a que la emergencia de cercarias de los caracoles también es continua
durante todo el afio.

A continuacién se mencionaran otras caracteristicas particulares, registradas en las
localidades estudiadas, que determinan que los procesos de transmisién y dispersién de C.
formosanus se facilten :

A partir de este estudio se reconoce que existen ciertas caracterfsticas fisiolégicas y
etol6gicas que facilitan el ciclo de vida, la transmisi6n y la dispersién de C. formosanus en las
localidades de estudio. Lo anterior se confirma con los recientes hallazgos del parésito en
poblaciones de peces silvestres y de cultivo en otros estados de nuestro pals {Salgado-
Maldonado, et a/. 1994; Aimeyda-Artigas, et al. 1994; Arévalo, et al. 1994; Veldzquez, et al.
1994; Caspeta, 1994; Pineda-Lépez, com. pers.).

La transmisién y dispersién de C. formosanus es muy eficiente en las localidades de
estudio, debido a que existe una gran cantidad de gusanos adultos en los hospederos
definitivos en forma natural e igualmente existe una gran cantidad de peces parasitados con
una elevada cantidad de metacercarias. Asimismo, la prevalencia, intensidad promedio y
abundancia de la infeccién de C. formosanus en peces son muy elevadas, a pesar de que la
prevalencia de la infeccion en caracoles es muy baja, siendo las dos primeras caracteristicas
las que demuestran que el proceso de transmisién de C. formosanus de caracol a pez es muy
eficaz. De pez a ave es obvio debido a la gran cantidad de peces parasitados, lo que
consecuentemente incrementa la intensidad de infeccién en las aves.

Por lo tanto, dadas esas condiciones, los factores que facilitan la transmisién y
dispersion del heteréfido en los ambientes estudiados son los siguientes: una gran cantidad
de cercarias (880 + 122) es liberada diariamente de cada uno de los caracoles infectados,
durante periodos muy extensos que pueden llegar hasta 16 meses o més en condiciones
naturales. Adicionalmente, el patré6n de emergencia de las cercarias de C. formosanus es de
tipo circadiano, en el que coinciden el periodo de méxima emisién de cercarias y las horas de’
mayor actividad de los peces a los cuales va infectar. Esto hace suponer que los habitos y
comportamiento de ambos hospederos {caracol y pez) hacen eficiente el encuentro de las
cercarias con el pez, penetrando pasivamente a los peces por medio de las corrientes
respiratorias. Por otra parte, las temperaturas de la regién no varfan considerablemente,
propiciando una liberacién de cercarias durante todo el afio. Asimismo, la reproduccién de
caracoles M. tuberculata se lleva al cabo a lo largo de todo el afio, permitiendo la presencia
de tidridos disponibles para ser infectados, durante todas las épocas del afio. Debido a esto,
el periodo de las infecciones patentes en los caracoles es muy prolongado en las localidades
de estudio, er comparacién con otras zonas del mundo donde se presentan ciclos estacionales
de infeccién, debido a las temperaturas que prevalecen (Madhavi y Rukmini, 1991).
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Otro factor importante que favorece la transmision del treméatodo es el periodo durante
el cual el caracol es potencialmente susceptible a la infeccién, el cual puede ser bastante
considerable, dada la alta longevidad del caracol. Dicho periodo puede iniciar desde los dos
meses de vida hasta los cuatro afios, aproximadamente, de acuerdo con la curva de
crecimiento obtenida del prosobranquio. Por altimo, las altas densidades poblacionales de los
caracoles se ven muy favorecidas por ciertos factores como la disponibilidad de alimento, las
temperaturas que se presentan en las localidades de estudio y la homogeneidad del ambiente.
La alta densidad poblacional propicia una prevalencia o susceptibilidad de infeccién mayor
hacia los peces. De igual forma, la alta capacidad de dispersién del caracol y su elevada
capacidad competitiva con la malacofaunaregional, ha propiciado que este tigrido se encuentre
ya distribuido en méas de 13 estados de nuestro pals (Contreras-Arquieta et a/. 1991}, sin que
hasta la fecha existan medidas eficaces de control en centros piscfcolas.

Por otro lado, resulté obvio que no existe una especificidad hospedatoria en segundos
intermediarios debido a que, tanto poblaciones de peces silvestres como en cultivo, se
encontraron parasitadas sin haber registrado metacercarias muertas ni quistes calcificados, con
elevados valores de prevalencia e intensidad promedio en cada una de las especies. Asimismo,
se determiné experimentalmente que la cercaria es capaz de infectar a algunas de las
principales especies de cultivo comercial en México y a algunas de importancia ornamental.
Esto, aunado al traslado o siembra de crias de ciprinidos y peces de ornato infectados, a otros
cuerpos de agua o centros piscicolas — que constituyen una practica comuin en México—, -
potencia la dispersién e introduccién del pardsito a otras regiones. Adema4s, se determiné, por
primera vez en México, que los anfibios son altamente susceptibles a la infeccién por cercarias
de C. formosanus. En infecciones experimentales con hospederos definitivos, se demostré que
la metacercaria es infectiva en periodos muy cortos (16 dfas) y que los adultos gravidos se
presentan a los 2 6 3 dias postinfeccién con una gran cantidad de huevos, con una baja
especificidad en hospederos definitivos.

Es de fundamental importancia considerar el registro, por primera vez en México, del
hospedero definitivo natural de Centrocestus formosanus: Butorides striatus (Ardeidae), ya que
constituye, ademads, un nuevo registro de hospedero a nivel mundial. Sin embargo, creemos
que no so6lo la "garcita verde" actiia como hospedero definitivo en la regién, sino que también
lo hacen otras especies, como se mencion6 anteriormente, que se encuentran registradas en
el estado de Morelos y que han sido sefialadas como hospederos definitivos en otros paises
del mundo.

Cabe sefialar la importancia de los estudios de transmisién y dispersién de los
trematodos, indispensables parz el mejor conocimiento de la biologfa poblacional de los
parésitos y cuyos beneficios a la postre redundarédn en el control de parésitos que afectan a
organismos de importancia comercial, como es el caso de los peces.
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9. CONCLUSIONES

1.- Se confirma 1a presencia de Centrocestus formosanus (Nishigori, 1924), Price, 1932
(Trematoda: Heterophyidae) en México, por medio del estudio quetotéxico de su cercaria
liberada de poblaciones silvestres de Melanoides tuberculata Miller, 1774 (Gastropoda:
Thiaridae).

2.- Se considera que la introduccién de este tremétodo a México se realizé mediante caracoles
(M. tuberculata) infectados con esporocistos o redias, que se introdujeron simultdneamente
como fuente de alimento de la "carpa negra” Mylopharyngodon piceus en 1979, en el centro
pisclcola de Tezontepec, Hidalgo. El hallazgo del parésito en el Estado de Morelos se debe a
la dispersién de huevos por algunos de sus hospederos definitivos (principalmente aves
representantes de la familia Ardeidae), los cuales cubren en su ruta migratoria ambos estados.

3.- El patrén de emergencia de la cercaria de C. formosanus liberada de M. tuberculata es de
tipo circadiano. La acrofase de emisién de las cercarias coincide con el periodo de mayor
actividad de los peces a los cuales va a infectar. Este factor, conjuntamente con las 880
cercarias liberadas diariamente, en promedio, por caracol parasitado, durante periodos de 16
meses o més, es lo que determinan las altas prevalencias e intensidades promedio registradas
en los peces. De esta manera se asegura la transmisién y la continuacién del ciclo de vida del
pardésito.

4.- Las densidades de M. tuberculata més altas corresponden al substrato limoso (lodo),
mientras que la presencia de arena o grava esta asociada con bajas densidades. Los factores
que regulan la distribucién de M. tuberculata son el tipo de substrato y la velocidad de
corriente. El haber encontrado una prevalencia mayor en los sitios de mayor densidad de
caracoles, permite suponer que existe una mayor probabilidad de transmisi6n del parasito hacia
el segundo hospedero intermediario y que el substrato lodoso (limo) favorece las altas
densidades de los caracoles, asf como la prevalencia de la infeccién en los mismos. Sin
embargo, debido a la capacidad de desplazamiento de M. tuberculata los caracoles infectados
se pueden encontrar en diferentes substratos, siendo posible que la infecci6n hacia el segundo
hospedero intermediario se lleve a cabo en cualquier tipo de substrato, lo cual se ve favorecido
por la gran movilidad de los peces.

5.- La estructura poblacional de M. tuberculata en las localidades de estudio, se encuentra en
su mayor parte compuesta por individuos pequenios y la infeccién por C. formosanus estéa
distribuida en las tallas grandes, mayores a 11.7 mm, lo cual explica las bajas prevalencias
registradas en los caracoles.
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6.- La prevalencia de infeccién en los caracoles M. tuberculata varla de acuerdo a su talla y/o
edad. A partir de una edad de dos meses, con una talla de 11.7 mm, los caracoles pueden
presentar infeccién por cercarias de C. formosanus. Las prevalencias més altas corresponden
a las tallas de 19 a 25 mm, con una edad de 4 a 6 meses y las méximas tallas parasitadas {31
a 42.8 mm) tienen una edad de 9 a 14 meses. Estos datos ponen en evidencia que la
susceptibilidad de la infeccién por C. formosanus en M. tuberculata depende de la edad,
densidad y comportamiento del tiarido y el miracidio. .

7 .- Aun cuando la tasa de crecimiento de M. tuberculata es lenta en las localidades de estudio,
el caracol obtiene la talla minima mas rapidamente para infectarse y en consecuencia muestra
una infeccién en menor tiempo, en comparacién con otros paises. La longevidad estimada del
tiarido en el manantial "Las Estacas" es de 5 aiios.

8.- Las infecciones con cercarias de C. formosanus en M. tuberculata se presentan a lo largo
de todo el afio, lo cual permite un continuo reclutamiento de las cercarias en los segundos
hospederos intermediarios. Este hecho, aunado a la alta longevidad de las metacercarias en
los peces, explica las elevadas prevalencias e intensidades promedio de la infeccién en
condiciones silvestres.

9.- Las especies Xijphophorus maculatus, Poecilia sphenops, P. latipinna, y Heterandria
bimaculata (Pisces), constituyen nuevos registros de hospedero para C. formosanus en el
estado de Morelos, México y a nivel mundial.

10.- El patrén de distribucién de las metacercarias de C. formosanus sobre los arcos
branquiales de Carassius auratus y Oreochromis niloticus obedece a tres factores: a) las
corrientes respiratorias, b) el comportamiento del parésito y c) el tamaiio de cada arco
branquial.

11.- Al no haberse encontrado relacién entre la talla de los peces (H. bimaculata y P.
sphenops) y la cantidad de metacercarias en las branquias, se concluye que la intensidad de
{a infeccién es independiente de la talla de los peces.

12.- La diferencia de susceptibilidad a la infeccién con cercarias entre la "carpa dorada"
(Carassius auratus) y ta "tilapia" {Oreochromis niloticus), se debe a la diferencia de grosor de
los filamentos branquiales entre ambas y a que el parasito est4 mejor adaptado a las carpas
por ser, al igual que éstas, originario del sureste de Asia, mientras que el ciclido es de origen
africano, continente en el que no existe registro alguno del heteréfido.

13.- La metacercaria de C. formosanus exhibe una considerable progénesis en el segundo
hospedero intermediario, portando casi todas las caracteristicas del adulto, de manera que la
produccién de huevos comienza a los 2 6 3 dias después de la ingestibn y de su
establecimiento en el intestino del hospedero definitivo.
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14.- Las metacercarias de C. formosanus son infectivas para el hospedero definitivo a partir
de los 16 dias de enquistamiento, en el segundo hospedero intermediario, a una temperatura
de 25°C.

15.- La alta capacidad de infeccién que mostraron las cercarias de C. formosanus en los sapos
—Spea multiplicata— sugiere que este trematodo es capaz de parasitar cualquier especie de
anfibio en México, por io que algunas especies de ranas —que se consumen semi-cocidas
cominmente en algunas regiones del pals, como la rana toro (Rana catesbiana)—, podrian
parasitarse facilmente, constituyendo asf una via potencial de infeccién para el hombre.

16.- Se registra por primera vez en México a Butorides striatus (Aves: Ardeidae) como el
hospedero definitivo silvestre de Centrocestus formosanus, el cual constituye, ademds, el
primer registro de este hospedero a nivel mundial.

17.- La baja especificidad hospedatoria de C. formosanus en sus segundos intermediarios
(peces) y la rdpida maduracién en sus hospederos definitivos (aves y mamiferos), en
conjuncién con la densidad, la distribucién, la longevidad y la gran capacidad de dispersién
de su primer hospedero intermediario (M. tuberculata), son factores que propician la dispersién
del parésito a otras localidades, conviertiendo a esta parasitosis en un problema sanitario
potencial, tanto para peces de importancia comercial, como de ornato. Lo anterior, propiciado
ademds por el traslado o siembra de crlas de ciprinidos y peces de ornato infectados a otros
cuerpos de agua o centros piscicolas del pais, ha favorecido subsecuentemente una
diseminacién mas amplia del parasito a través de México.
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11. APENDICE 1. ESTADISTICA CIRCULAR

En este apéndice se desarrolla un resumen de las bases de la Estad(stica Circular con
algunos ejemplos de su aplicacién en estudios cronobiolégicos, asf como las pruebas
estadisticas para demostrar su significancia y su correspondiente interpretacién (tomado de
Batschelet, 1981; Mardia, 1972 y Chassé y Théron, 1988).

1.- Bases de la Estadistica circular.

La estadistica circular se ocupa del anélisis de puntos distribuidos alrededor de un
circulo. Tales datos pueden obtenerse como direcciones u orientaciones en un solo plano, por
ejemplo en estudios biol6gicos, tales como la orientacién y la navegacién de los animales,
relacionadas con la migracién, el regreso al hogar, el escape y la actividad exploratoria. Estas
direcciones u orientaciones son medidas por &ngulos que flucttan entre 0° y 360° y pueden
por lo tanto, ser representadas por puntos alrededor de un circulo.

Ademads, los andlisis circulares tienen aplicaciones maés alld de las fronteras de la
Biologfa, en &reas tales como la Geologia, la Paleontologfa, la Geografia, la Meteorologia, la
Astronomia, la Fisica, la Economia y fa Medicina.

Las variables circulares también se observan en el drea de los ritmos biolégicos. Un
perfodo de 24 horas corresponde a una vuelta completa de 360°. Asi, se puede comparar una
hora con un angulo de 15° y medio dia con 1809, etc. igualmente, un mes, un afio o cualquier
otro perfodo de un evento ciclico puede ser representado por una rotacién de 360°, de manera
que se pueda obtener un tipo similar de representacién (Fig. 21). Cuando un evento ocurre
repetidamente al mismo tiempo dentro de un periodo, le es asignado un dngulo de fase. Los
patrones de frecuencia diarios o estacionales tienen mucho en comun con las distribuciones
circulares, por lo que no es sorprendente que los métodos estadisticos empleados para los
ritmos biolégicos se asemejen a aquéllos que se aplican a direcciones.

LT ] 17000
shi1e 17h30
11838 18015 — 18 . <
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Fig. 21. Instantes de tiempo de accidantes graves de tréfico,
registrados en una ciudad, a lo largo de varios dfas (A). La
variable es una variable circular (B} {Tomado de Batschelet,
1981).
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2.- Aspecto estadistico.
i. Definici6én del vector promedio

Los datos circulares no pueden ser estudiados por métodos estadisticos clasicos,
bésicamente debido a que la media aritmética carece de significado para este tipo de datos.
Por ejemplo, ;cémo podria ser definido el 4ngulo promedio de una muestra de tres valores ¢,
= 50°, ¢, = 90° y ¢, = 340° ?. La media aritmética [m = (¢, + ¢, + ¢;)/3 = 160°]nos
conduce a un resuitado inaceptable (Fig. 22A). La idea fundamental es la de representar cada
4&ngulo por medio de un vector unitario (e,, e, y &;), para después calcular el vector promedio:
m = (e, + e, + e,}/3. (Fig. 22B).

I1e® (4 e ©
- .Z
e3
s
Fig. 22. Célculo del vector p dio para una a de tres
valores: {A) media aritmética; (B) vector pr di

Si se tiene una muestra de n vectores unitarios ¢, (i = 1, 2, ..., n) que corresponden
a n dngulos observados ¢,. El vector promedio m = (1 / n) X e, puede ser definido por sus
coordenadas polares (modulus r = || m ||, argumento ¢),

siendo X; = cos @,
¥, = sen ¢,
x = (1/n) % x,
y=mzy,

entonces r = (1/n) {Z cos ¢)? + (Z sen ¢)21'?
y el arc tg (37/;) six >0
'1 80° + arc tg (\7/;) six<0
= 90°six=0yy>0
270°six =0yy <O
Indeterminado six = O y_y =0.
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En el ejemplo anterior, r = 0.798 y ¢ = 41°12'. Ademés, la longitud del vector
promedio es una funcién de la concentracién de los dngulos alrededor del dngulo promedio.
El vector promedio es, por lo tanto, un pardmetro tanto de la posici6n como de la dispersién.
Por analogfa con la estadistica lineal, es posible definir una varianza angular s? = 2(1-r) =
(1/n) X (¢, - )2. Al considerar a la desviacién angular s = 2[{1-)]* en radianes 0 s = 180°/
m[2(1-11* en grados), es posible hacer una representaci6n grafica de esta dispersién (Fig. 23).

sue® se21° sa58°

Flg. 23. Rep taciéngréfica de la dispersién. La longitud del vector promedio
disminuye a medida que la dispersién se ta. s: Desviacié tand
34 del vector p di

ii. Correccién para agrupamientos

El agrupamiento de datos circulares se da cuando el circulo se subdivide en arcos de
la misma longitud y se cuentan los puntos de la muestra en cada arco. No es necesario
efectuar una correccién en el 4ngulo promedio, pero sf para la longitud del vector promedio
(1), ya que de otra manera estarfa sesgado. Sin correccién, r tiende a ser menor, por lo que
debe multiplicarse por un factor ¢ > 1. El valor corregido es rc¢ =cr. Si la longitud de clase es
medida en grados, el factor de correccién tendra un tamaiio:

c = (8 /360°)/ sen (5/2)

iii. Significado del vector promedio

Una vez que ha sido calculado el vector promedio, surgen las siguientes preguntas:
2Cudl es su significado? gTiene algin sentido la expresidn de un dngulo promedio?. Por io
menos intuitivamente no, si la dispersién es muy grande. Asf que es necesario probar esta
dispersién. Un modelo de referencia seria aquél en el que se involucrara una distribucién
angular uniforme; la prueba de Rayleigh, basada en la longitud del vector promedio, permite
determinar su significancia.
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iv. Comparacién de una muestra (Prueba de Rayleigh).

El propésito de esta prueba (Mardia, 1972; Batschelet, 1981) es probar si la poblacién
de la que se obtuvo la muestra difiere significativamente del azar. En otras palabras, si existe
evidencia estadfstica de unimodalidad o direccionalidad. La idea central de esta prueba es que
fa longitud del vector promedio {r} da cierto indicio de unimodalidad. La hipé6tesis nula (Ho) es
que la poblacién original esté4 distribuida uniformemente (al azar). El estadistico empleado es
r = longitud del vector promedio. La Tabla H en Batschelet, {1981) enlista el valor critico (P}
en relacién al tamafio de la muestra {n) y la longitud del vector promedio (r). Si el valor critico
{P) obtenido de la Tabla H es menor al nivel preasignado {a}, la Ho es rechazada. En este caso,
la longitud del vector promedio difiere significativamente de cero. Para P > a, sin embargo,
no existe evidencia estadistica de que la Ho sea falsa; es decir, no puede excluirse una
distribucién uniforme.

Para valores mayores de n no incluidos en la Tabla H, se emplea la estadistica z = nr2.
En general, para n > 30 (hasta el infinito), con un nivel de significancia de 0.05, el valor
critico [z(a)] fluctda entre 2.97 y 3.00 (Tabla 4.2.1. en Batschelet, 1981). En este caso existe
significancia cuando z = z{a) y por lo tanto, la Ho se rechaza.

Si existe una buena razén para asumir que la distribucién original es unimodal, esta
prueba también hace patente una concentracién de las direcciones alrededor del &ngulo
promedio; es decir, que existe una "direccién preferida”.

Esta prueba es de las mas empleadas en el caso de estadistica circular, ya que el
célculo de la estadistica {r o z), también ofrece medidas de la concentracién (r), la direccién
promedio (@) vy la dispersién (s).

Interpretando la idea central de esta prueba y aplicandola al andlisis para el caso
particular de los ritmos circadianos de emergencia de distintas especies de cercarias, permitiria
demostrar si los picos individuales arrojados por un caracol en dfas consecutivos y/o los picos
de un grupo de caracoles en dfas consecutivos son periédicos o no, independientemente de
las variaciones individuales mostradas en la aparicién de los picos durante los dfas que durase
el experimento.

v. Comparacién de dos o més muestras (Prueba de Mardia-Watson-Wheeler).

El objetivo de esta prueba (Mardia, 1972; Batschelet, 1981) es probar si dos o més
muestras difieren significativamente entre sl. En las situaciones méas simples, las muestras
pueden diferir en su dngulo promedio, en su varianza o en ambos. La prueba es no-paramétrica
y esto evita suposiciones restrictivas sobre la naturaleza de las poblaciones originales. Sélo
se observa el orden en el que se distribuyen los dngulos promedio de ambas muestras. Se
alteran los espacios entre los puntos sucesivos de las muestras, de tal manera que todos los
espacios se vuelvan del mismo tamafio, es decir 6 = 360°/n(donde n = n, + n,). Asl, laidea
central es distribuir los puntos representantes de las dos muestras uniformemente alrededor
del circulo (Fig. 24). Si los puntos de una muestra estdn separados suficientemente de los
puntos de la otra, se espera que exista una diferencia significativa entre ambas. Tal separaci6n
de los puntos de las muestras esta indicado por la magnitud de los vectores resultantes. Si
"sumamos" las dos muestras, el vector resultante se vuelve cero, debido a la distribucién
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uniforme de los puntos de las muestras alrededor del cfrculo. Por lo tanto, los vectores
resultantes se cancelan, ya que son de la misma longitud {R, = R,). Mientras més grande sea
R, (o R,), las muestras estdn mas separadas entre si y el vector resultante se incrementa con
las diferencias entre ellas. Asi, la estadistica puede basarse en R;.

Fig. 24, Los puntos de las dos tras (A) se t
distr s unif lrededor del circulo (8). La
fongitud del vector p es calculada posteri I
para una de las muestras (R, = R,), cuyo cuadrado
representa la estadistica.

La hipétesis nula es: Ho = las poblaciones originales de las dos muestras son idénticas.
La hip6tesis alternativa, Ha = las poblaciones difieren en su dngulo promedio y/o en su
varianza angular,

Una vez que se han espaciado uniformemente los puntos alrededor del cfrculo, fas
nuevas direcciones (c) son clasificadas con los ndmeros 1, 2, ..., n, comenzando en una
direccion arbitraria (en sentido de las manecillas del reloj o viceversa). Para la primera muestra,
las clases son: ¢y, ¢,, ..., cn,. Los dngulos de los puntos de ambas muestras se convierten en
B=¢c,li=1,2,..,m)donded = 360°/ny n = n1 + n2. El vector resultante de la primera
muestra tiene los componentes ¢, = X cos B,y s, = Z sen &, La longitud del vector resultante

— %
es Ry = (¢, + ;)"

En ia practica, se emplea el estadistico 8 = (R,). Los valores criticos de B{a) para n,
+ n, < 17, para los niveles de significancia @ = 0.001, 0.01, 0.05 y 0.10, est4n tabulados
en la Tabla Q del apéndice de Batschelet (1981). La Ho es verdaderasin, = n, > 17y la
cantidad es 2{n, + n, - 1{R,)?*/ n\n, esté distribuida aproximadamente como una X2 con dos
grados de libertad. En este caso, puede empiearse la Tabla G (Batschelet, 1981) para
encontrar los valores criticos {P) de la distribucién X2,

Si B > B (a), se rechaza la hipétesis nula y se concluye que las dos muestras difieren
entre sf de manera significativa. Sin embargo, si 8 < 8 (a), no es posible excluir que las dos
muestras fueron obtenidas de la misma poblacién. En el caso de n > 17, la Tabla G indica si
el valor critico (P) estéa por debajo o no de nuestra (a) preasignada.

Esta prueba puede generalizarse para & muestras, en donde el tamafio de la muestra
combinada esn = n, + n, + ... nk. Se asume que no existen "empates” (4ngulos promedio
delas diferentes muestras con valores idénticos). En caso de haberlos, no debe existir objecién
alguna en romperlos.



En este caso, la estadistica utilizada es:

Kk
W=21%Z (Rl)zln,
i=1
Para valores criticos se empleala Tabla R (Batschelet, 1981) parak = 3yn, < 5. Para
otros valores de k y n,, si la Ho es verdadera, se puede demostrar que la W se encuentra
distribuida aproximadamente como una X2 con 2(k-1) grados de libertad.

Una interpretacién de esta prueba y su aplicacién para el andlisis de los patrones
cronobiolégicos de emisién de cercarias, permitiria demostrar si los moluscos muestreados al
azar, de una o varias poblaciones, se encuentran parasitados con la misma especie de cercaria
{mediante la obtencién de las acrofases de los ritmos exhibidos), independientemente de las
variaciones individuales mostradas en las acrofases, a lo largo del-experimento.

3.- Un ejemplo de la aplicacién de la estadistica circular en estudios cronobiolégicos: anélisis
del polimorfismo de los ritmos de emergencia de la cercaria de Schistosoma mansoni.

Los primeros investigadores que utilizaron la estadistica circular para analizar los
patrones de emergencia de cercarias fueron Chassé¢ y Théron (1988). Los autores
transformaron a variables circulares 222 ritmos de emergencia de la cercaria de Schistosoma
mansoni, liberada de nueve poblaciones de moluscos recolectados en tres ambientes: urbano,
manglar pantanoso y selvatico. La estadistica circular permitié distinguir tres patrones
cronobiolégicos para las poblaciones estudiadas del parasito. Para tal efecto, se probaron la
homogeneidad de las muestras para cada grupo y las diferencias significativas entre ellos.

La aplicaci6bn de esta metodologia ha permitido, en trabajos posteriores, la
caracterizacién de los hibridos de Schistosoma mansoni con S. rodhani (Théron, 1989), asf
como la diferenciacién entre dos razas geogréficas de S. intercalatum de Zaire y Cameron
(Pagés y Théron, 1990a) y el andlisis y comparacién de tres especies de Schistosoma (S.
haematobium, S. intercalatum y S. bovis) incluyendo sus hibridos (Pagés y Théron, 1990b).
La caracterizacién de S. curassoni de Nigeria y la comparacién con tres especies simpatricas
de Schistosoma (S. haematobium, S. bovis y S. mansoni) han sido establecidas mediante la
estadistica circular (Mouchet et a/. 1992).

Los patrones etolégicos, en particular con un componente cronobiolégico, son utilizados
cada vez mas en estudios biol6gicos y genéticos de poblaciones animales. En un trabajo
reciente, relacionado con los ritmos de emergencia de la cercaria de S. mansoni, Théron
{1985) demostré la existencia de una variabilidad cronobiolégica, lo que permitié distinguir
f4cilmente a las poblaciones de esquistosomas genéticamente distintas, en una misma regién
endémica. A partir de este ejemplo de polimorfismo cronobiolégico y con el empleo de la
estadistica circular para el andlisis de los datos, se ha resaltado la importancia de esta
herramienta en el estudio de los ritmos biol6gicos.

Con respecto al foco de esquistosomiasis en la Isla Guadalupe, las poblaciones
parésitas de S. mansoni pueden distinguirse por los ritmos de liberacién de sus cercarias.
Desde un punto de vista biolégico, esta variabilidad cronaobiolégica, cuya constitucién genética
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ha sido demostrada con anterioridad (Théron y Combes, 1988), se ha relacionado con: (a) el
contexto eco-epidemiolégico de los distintos tipos de transmisién estudiados (urbano, manglar
pantanoso y selvético) y (b) los respectivos grados de participacién del hombre y/o de un
hospedero reservorio murido (Ratius rattus) en la dindmica de la transmisién del parasito
{Théron, 1985).

Las poblaciones estudiadas fueron divididas empleando histogramas promedio, de la
emergencia diaria de las cercarias, en tres tipos cronobiol6gicos: temprano, intermedio y
tardio. Los patrones de emergencia tardios muestran una adaptacién a la infestacién del
hospedero reservorio murido, cuyo comportamiento es preferentemente crepuscular. Dicha
distribucién esta basada, principalmente, en la hora del dia en la que se presentan los picos
de emergencia de las cercarias {acrofases).

Este método permitié definir la tipologia de los ritmos, sin embargo, demostré ser
insuficiente para un andlisis mas profundo de los datos, por lo.cual deja sin respuesta las
siguientes preguntas: jEs homogéneo cada grupo? jSon estadisticamente diferentes los
grupos? En un intento por resolver dichas interrogantes, propusieron un método basado en el
uso de la estadistica circular.

i. Datos

A partir de nueve poblaciones de esquistosomas, se obtuvieron 222 ritmos diarios de
emergencia de cercarias, que representaban los distintos sitios de transmisién existentes en
el foco de la isla Guadalupe (1, 2 y 3 para el urbano; 4, 5a, 5b, 6a, 6b, 7 y 8 para el manglar
pantanoso y 9a y 9b para el selvético).

ii. Célculos

£l primer paso fue calcular el vector promedio correspondiente a cada ritmo diario de
emergencia (variable circular). Cada ritmo, inicialmente representado por un histograma, es
ahora "convertido” en un punto que representa tanto la hora promedio de liberacién como la
dispersién de la emergencia de las cercarias.

El segundo paso fue calcular el promedio global para cada poblacién del parasito, asf
como las elipses de confianza (con un nivel de significancia de 0.05). El examen de los
resultados sugiri6 indicar la existencia de tres grupos de poblaciones (temprana, intermedia y
tardfa), tal y como fue descubierta al comparar los histogramas.

El tercer paso fue probar la homogeneidad de los grupos y fa existencia de una
diferencia real entre ellos {aunque a primera vista pueda parecer obvio). Para lo anterior, se
aplicé la prueba de Mardia-Watson-Wheeler.

Se encontr6 que el grupo de las tres poblaciones 1, 2 y 3 fue heterogéneo y que la
poblacién 3 difiere de las otras dos por su acrofase mdas temprana (11H 24’ vs, 12HO1' y
12H 08’, respectivamente), mientras que los otros dos grupos de poblaciones son
homogéneos. Las comparaciones llevadas a efecto entre las poblaciones 5a y 8 y entre las 1
vy 5b, mostraron que existe una diferencia significativa entre los tres grupos previamente
descritos. La inspeccién del diagrama muestra que tales diferenicias entre los grupos involucran
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. tanto al dngulo promedio como a la longitud de sus vectores promedio. El resultado de la
prueba de Kruskall y Wallis {ANOVA no paramétrica) confirma dicha suposicién (H = 9.346
para los 4ngulos promedio y H = 8.692 para la longitud; 5.991, nivel critico).

*

Al igual que para 1a longitud del vector promedio, los resultados graficados muestran
una correlacién entre la dispersién de la emergencia y la hora promedio de las acrofases:
mientras més tarde se da la emergencia, mayor es su dispersi6n (para la poblacién 3, la hora
promedio de liberacién fue 11H 24’ y su desviacién angular 1H 03’; parala 9, 16H 08’ y 2H
38’). El coeficiente de Spearman, que relaciona el tiempo promedio de liberacién con su
varianza angular, es de hecho altamente significativo (p = 0.916 para un valor critico de
0.587). ’
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