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Resumen

Uno de los problemas mas serios que actualmente enfrenta la piscicultura es el brote de
enfermedades, principalmente infecciones parasitarias. El incremento de enfermedades
causadas o relacionadas con dactilogiridos y la necesidad de prevenir y controlar su
transmision se ha convertido en uno de los mayores inconvenientes en el cultivo intensivo
de lutjanidos. En el presente estudio se encontrd que el pargo flamenco, Lutjanus guttatus,
en ambientes silvestres estd parasitado por cinco especies de monogeneos dactilogiridos:
Euryhaliotrema mehen Soler-Jiménez, Garcia-Gasca y Fajer-Avila 2012, Euryhaliotrema
perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008, Haliotrematoides
spinatus Kritsky y Mendoza-Franco 2009, Haliotrematoides plectridium Kritsky y
Mendoza-Franco 2009 y Haliotrematoides guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-
Argumedo 2008. Euryhaliotrema mehen se registra como nueva especie de monogeneo
dactilogirido y se redescriben H. spinatus, H. plectridium y H. guttati para el pargo
flamenco. La comunidad de monogeneos dactilogiridos en pargos flamencos cultivados en
jaulas flotantes estd formada solamente por tres de las cinco especies descritas para pargos
silvestres: E. perezponcei, E. mehen y H. guttati. La mayor parte de la comunidad de
dactilogiridos estuvo compuesta por E. perezponcei que representd el 68%, E. mehen
aportd un 20% y H. guttati el 12%. Euryhaliotrema perezponcei fue la especie de
dactilogirido mas prevalente (90%) y abundante (87 parasitos/pez). Euryhaliotrema mehen
y H. guttati aunque no son especies muy abundantes mostraron prevalencias por encima del
70%. A partir de la secuenciacion de los genes ribosomales de cada especie 28S y 18S, se
desarrollé un método molecular (PCR en tiempo real) para la deteccidon y cuantificacion de
monogeneos dactilogiridos en muestras de tejido branquial de L. guttatus, herramienta util
en el diagnostico temprano y monitoreo epidemiologico de dactilogiriosis en peces. La
técnica de PCR en tiempo real estim6 de forma acertada el nimero de dactilogiridos
presentes en los arcos branquiales del pargo flamenco L. guttatus, durante un ciclo de
engorda en jaulas flotantes. La abundancia de dactilogiridos estuvo favorecida por
intervalos de temperatura entre los 22 y 29°C, por debajo del cual las poblaciones no se
incrementaron y por encima se colapsaron. Las pocas variaciones de oxigeno y salinidad

del agua de las jaulas donde habitaron los pargos los convierten en parametros no
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relevantes en el comportamiento de la comunidad parasitaria. La longitud del hospedero no
representd una variable significativa que modificara en gran medida la dindmica
poblacional de las especies de dactilogiridos que parasitan al pargo flamenco en

condiciones de cultivo en jaulas flotantes.

Palabras clave: Lutjanus guttatus, dactilogiridos, PCR en tiempo real, abundancia,
prevalencia.
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Abstract

One of the most serious problems of aquaculture is the outbreak of diseases, especially
parasitic infections. The increase of diseases caused for dactylogyrids and the need to
prevent and control their transmission has become one of the major drawbacks in lutjanid
intensive culture. In the present study we found that the wild spotted rose snapper, Lutjanus
guttatus, 1s parasitized by five species of dactylogyrids: Euryhaliotrema mehen Soler-
Jiménez, Garcia-Gasca and Fajer -Avila 2012, Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas,
Fajer-Avila and Lamothe-Argumedo 2008, Haliotrematoides spinatus Kritsky and
Mendoza- Franco 2009, Haliotrematoides plectridium Kritsky and Mendoza- Franco 2009
and Haliotrematoides guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila and Lamothe-Argumedo 2008.
Euryhaliotrema mehen is recorded as a new species of monogenean dactylogyrid and, H.
spinatus, H. plectridium and H. guttati are redescribed. The community of dactylogyrids in
farmed spotted rose snapper is composed only for three of the five species described in wild
snappers: E. perezponcei, E. mehen and H. guttati. Most of the community was composed
by E. perezponcei with 68%, E. mehen 20% and H. guttati 12%. Euryhaliotrema
perezponcei was the most prevalent (90%) and abundant (87 parasites/fish) species.
Although Euryhaliotrema mehen and H. guttati are not abundant species, showed
prevalences above 70%. From the sequencing of the 28S and 18S ribosomal genes using
specific primers a molecular method (real time PCR) for the detection and quantification of
dactylogyrids on gill tissue of L. guttatus was developed. The technique of real-time PCR
precisely estimated the number of dactylogyrids present in the gill arches of snappers,
during a cycle of growing in cages. Dactylogyrids abundance was favored by temperature
ranges between 22 and 29°C, below which no increased populations and above collapsed.
The few variations of oxygen and salinity in the water were not relevant on the behavior of
the parasitic community. The length of the host did not represent a significant variable to
modify greatly the population dynamics of dactylogyrids species parasitizing farmed

spotted rose snapper in floating cages.

Keywords: Lutjanus guttatus, dactylogyrids, real-time PCR, abundance, prevalence.
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CAPITULO 1: Generalidades

1.1. Introduccion General

El parasitismo es uno de los estilos de vida mas comunes entre los eucariontes (Poulin y
Morand 2004). La definicion de parasitismo, sin embargo, varia enormemente dependiendo
del interés de investigacion y de los investigadores en particular. Para muchos autores se
define como una asociacion intima entre dos organismos, en la cual uno -el parasito-
depende del otro -el hospedero- obteniendo algunos beneficios de éste. Este beneficio
frecuentemente es alimento y habitat (Baer 1952, Esch y Fernandez 1993, Rohde 1993 y
2001).

Es improbable que alguna especie se escape de ser parasitada, excepto quizd, organismos
tan pequefios que simplemente por su tamafio no pueden ser hogar o dar sustento a otro
(Littlewood 2005). Los parasitos pueden dividirse en diferentes tipos segun su estilo de
vida, tiempo que permanecen sobre el hospedero, capacidad de sobrevivencia dentro o
fuera del hospedero, etc. En este contexto, encontramos los ecfopardsitos que viven en la
superficie de su hospedero y los endoparasitos que viven en el interior del hospedero. Por
ejemplo, la mayoria de los trematodos se encuentran en tejidos internos (como el
mesenterio) y tracto digestivo, mientras que casi todos los monogeneos habitan sobre la piel

y branquias de peces.

Dentro de los ectoparasitos encontramos a los monogeneos. Los hospederos tipicos de este
grupo son los peces, pero también pueden estar presentes en algunos otros vertebrados
como los anfibios, reptiles y ciertos mamiferos. Las especies de la familia Dactylogyridae
parasitan peces de familias como Hemulidae, Scianidae, Sparidae, Serranidae y Lutjanidae;
¢éstos exhiben una gran variedad de formas y tienen una preferencia especifica por sus

hospederos (Klassen 1994, Kritsky y Stephens 2001, Wu et al. 2006).

Los dactilogiridos son pardsitos muy comunes de peces de la familia Lutjanidae, la cual

esta compuesta por 17 géneros y alrededor de 108 especies de peces (Eschmeyer y Fricke
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2011). Lutjanus es el género mas amplio de la familia e incluye 68 especies validas (Froese
y Pauly 2008). El pargo flamenco o lunarejo Lutjanus guttatus (Steindachner, 1869) es una
de las especies comerciales mas importantes a lo largo del norte y centro de las costas del
Pacifico mexicano (CONAPESCA 2010). Se considera una especie de primer nivel que
alcanza un precio por kilo de 40 a 50 pesos (3 a 4 dolares) en la playa y de 80 a 100 pesos
(6 a 8 dolares) en el mercado (precios 2008) (Sarabia-Méndez et al. 2010); con una
pesqueria casi ininterrumpida durante todo el afio, pero siendo més abundante en los meses

de Mayo, Agosto y Diciembre (Diario Oficial de la Federacion 2010).

Su alto valor, amplia aceptacion en el mercado y los avances biotecnologicos sugieren que
esta especies podria ser apropiada para el cultivo comercial (Alvarez-Lajonchere et al.
2007). Herrera-Ulloa et al. (2009) en sus estudios experimentales encontraron que el
desarrollo de un ambiente adecuado para la reproduccion espontanea de Lutjanus guttatus
permite desoves frecuentes y de calidad, mostrando un claro potencial y factibilidad para

que el pargo flamenco se pueda desarrollar en cultivos a gran escala.

En la actualidad, el cultivo de peces marinos en el mundo es una industria en expansion. En
México, ya se realizan cultivos comerciales de algunas especies de lutjanidos, como por
ejemplo el pargo rojo (Lutjanus campechanus) en el Golfo de México (Masuda et al. 2003,
Papanikos et al. 2003 y 2008, Miller et al. 2005). En la zona del norte del pais el cultivo de
peces en jaulas es todavia muy reciente (Garcia-Torcuato et al. 2006); sin embargo, en
varios estados de las costas del Pacifico mexicano se mantienen cultivos en jaulas flotantes
a escala piloto-comercial de huachinango (Lutjanus peru) y pargo flamenco (Lutjanus
guttatus) (Avilés-Quevedo et al. 2008). El cultivo en jaulas flotantes es un tipo de crianza
facilitada de organismos acuaticos (Beveridge 1987), donde el crecimiento de los
individuos depende totalmente del medio externo. El cultivo de jaulas flotantes es definido
como un método de crianza de peces en encierros que permite la libre circulacion de agua
dentro y fuera del mismo, hasta lograr que los peces alcancen tallas de valor comercial
(Schmittou 1970). Este método de cultivo tiene relativamente un bajo costo inicial. Es una
técnica simple y con practicas sencillas de manejo y manipulacion, la cual depende del

habitat para la alimentacion de los peces, aunque en ocasiones algunas especies necesiten
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un suplemento alimenticio. Es una técnica util y economicamente aprovechable con la cual
se pueden obtener altas densidades de produccion en areas limitadas (Rai y Bista 2001). Sin
embargo, existen algunas desventajas que enfrenta este tipo de cultivo, por ejemplo, control
limitado de los factores ambientales dado que las jaulas se disponen en masas de aguas ya

existentes (lagos, rios, mares).

Uno de los problemas mas serios que actualmente enfrenta la piscicultura es el brote de
enfermedades, principalmente infecciones parasitarias y bacterianas (Ogawa 2005) durante
todas las fases del cultivo. La intensificacion en las densidades de cultivo juega un papel
importante, ya que la concentracion de peces puede favorecer la diseminacion de agentes
infecciosos. Los peces cultivados en jaulas flotantes viviendo cerca de cardumenes del

mismo pez o peces relacionados, pueden ser susceptibles a parasitarse por monogeneos.

Los huevos de los parasitos se adhieren en las redes, obstruyéndolas y provocando fuertes
infestaciones debido a que cuando eclosionan las larvas quedan adentro de los encierros
con una gran cantidad de hospederos (Whittington 2005). Estas se ven favorecidas por su
rapido desarrollo (ciclo de vida directo) y por el contacto entre hospederos (por las altas

densidades de siembra) que promueven su eficaz proliferacion.

Los monogeneos dactilogiridos también han sido relacionados con las mayores pérdidas en
el cultivo de peces marinos (Whittington y Chisholm 2008). Varios reportes acerca de los
problemas causados por especies de Haliotrema en sistemas de cultivo de pargos (Leong y
Wong 1987 y 1989, Liang y Leong 1992) han sido registrados. Hasta el momento se han
sefialado nueve especies, las cuales muestran una especificidad restringida a lutjanidos
(Leong y Colorni 2002). Leong y Wong (1987 y 1989) recopilaron datos correspondientes a
los frecuentes eventos de enfermedades en jaulas de cultivo en Asia; donde las altas
intensidades de monogeneos dactilogiridos fue uno de los factores de mayor contribucion.
Por ejemplo, para juveniles enfermos de Lutjanus johnii la intensidad de Haliotrema johnii

(media 314) fue de magnitudes mucho mas altas que para peces sanos (media 29).
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Aunque, los monogeneos dactilogiridos no son considerados responsables de mortalidades
en individuos silvestres, se convierten en un problema importante para criaderos de peces o
sistemas de cultivo en jaulas flotantes (Leong y Colorni 2002). Los impactos que causan
estos parasitos pueden ser catastroficos debido a los altos niveles de infestacion que logran
alcanzar. Sus mecanismos de adhesion al hospedero rompen el tejido branquial y como
resultado, varias patologias pueden aparecer. La respuesta del hospedero se traduce en alta
produccion de mucus como primer mecanismo de defensa, seguido por inflamacién
(Nakayasu et al. 2005) e hiperplasia del epitelio lamelar que, subsecuentemente conlleva a
una fusion lamelar que deriva en una reduccion general del area superficial (Speare y
Ferguson 2006), ademas, se pueden producir hemorragias y edemas. En este estado también
puede ocurrir la atrofia de los vasos sanguineos (Whittington 2005). Los peces fuertemente
afectados pueden morir debido a la asfixia como resultado de la patologia branquial que
interfiere con el intercambio de gases y iones (Stephens et al. 2003, Fajer-Avila et al.
2007). Ademas, se incrementa la susceptibilidad de la entrada de agentes infecciosos

secundarios como virus, bacterias y hongos (Kritsky y Stephens 2001).

Las lesiones branquiales asociadas a infestaciones parasitarias varian dependiendo del
agente causal, intensidad de invasion, tiempo de exposicion y el hospedero (Roa et al.
2001). Estudios previos sobre el efecto de altos niveles de infeccion por monogeneos
dactilogiridos en el pargo flamenco mostraron una respuesta epitelial proliferativa severa
con fusion de las laminillas branquiales indicativa de una condicion subletal (Del Rio-
Zaragoza et al. 2010). Estos autores describen las lesiones producidas a nivel histoldgico
por la adhesion del parasito a los filamentos branquiales de su hospedero a tres diferentes
niveles de infeccidon. Peces con bajos niveles de infeccion (22 parasitos en promedio por
pez infectado) mostraron una leve respuesta del tejido y en ocasiones solamente una
depresion en el filamento branquial causado por la adhesion del parasito. Peces con niveles
medios de infeccion (100 parasitos en promedio por pez infectado) presentaron un grado
moderado de severidad sobre los filamentos, caracterizado por infiltracion de células
inflamatorias, incluyendo trombocitos, macréfagos, linfocitos y granulocitos eosinofilos.
También se detectd una distorsion obvia de la estructura lamelar y moderada fusion de las

lamelas branquiales. Peces con altos niveles de infeccion (199 parasitos en promedio por
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pez infectado) mostraron elevada severidad de respuesta del tejido, que estuvo
caracterizada por una proliferacion de células epiteliales dentro del espacio interlamelar con
subsecuente fusion lamelar, incremento de la infiltracion de células inflamatorias y
proliferacion de células mucosas. Ocasionalmente, el parasito produjo rupturas sobre el

epitelio distal e inflamacion de estructuras vasculares.

El incremento de enfermedades causadas o relacionadas con dactilogiridos y la necesidad
de prevenir y controlar su transmision se ha convertido en uno de los mayores problemas en
el cultivo intensivo de lutjanidos (Liang y Leong 1992). El control y manejo de
dactilogiridos en acuicultura de jaulas flotantes depende de la informacion que se tenga de
su biologia bésica, ecologia y epidemiologia. Entendiendo asi la dindmica de poblaciones
parasitas en hospederos cautivos, lo cual proveera fundamentos para evaluar alternativas

terapéuticas o estrategias profilacticas.

La identificacion de especies de monogeneos dactilogiridos por técnicas morfoldgicas y su
cuantificaciéon por métodos convencionales son lentos y laboriosos, lo que los hace
impracticables en estudios epidemioldgicos y de diagnostico donde se requiere la revision
de un gran nimero de muestras en corto tiempo. Considerando las limitaciones de estas
técnicas el desarrollo de métodos alternativos para el diagnostico es imperativo. Una
técnica robusta, sensible, rapida y cuantitativa es requerida para determinar los niveles de
infeccion de las diferentes especies de dactilogiridos. Parte de esta investigacion pretende
implementar técnicas moleculares (PCR cuantitativo en tiempo real) para la deteccion y
cuantificacion de monogeneos en pargo y en un futuro poder ser usada como herramienta

de diagnostico.

En el presente estudio, se evaluaron las prevalencias y niveles de infestacion de las
diferentes especies de monogeneos de la familia Dactylogyridae que parasitan los arcos
branquiales del pargo flamenco (Lutjanus guttatus), mediante el empleo de herramientas
moleculares, en un ciclo de engorda en un sistema experimental de jaulas flotantes ubicado
en la Bahia de Mazatlan. Dos fragmentos fueron amplificados y secuenciados: los genes

nucleares 18S rADN y 28S rADN por cubrir un intervalo de la tasa evolutiva y para
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complementar los datos existentes de la filogenia de monogeneos (Plaisance et al. 2005).
En este sentido se pretenden definir los parametros poblacionales (prevalencia, abundancia
media, intensidad e intensidad media) de las distintas especies de monogeneos, para
posteriormente ser comparados con lo obtenido en estudios previos con la misma especie

de pargo de ambientes silvestres (Soler-Jiménez 2007).
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1.2. Antecedentes

Fajer et al. (2006) investigaron la parasitofauna del pargo flamenco (Lutjanus guttatus) por
un periodo de dos afios aproximadamente y reportaron la existencia de 33 especies de
parasitos incluidos protozoos, helmintos y crustaceos. El objetivo del estudio fue
determinar el impacto potencial de protozoarios parasitos y monogeneos en el cultivo del
pargo flamenco y evaluar tratamientos para su control. Entre los parasitos abundantes se
encontraron los monogeneos dactilogiridos (Haliotrema sp. y Euryhaliotrema sp.), los

cuales provocaron un aumento de la frecuencia respiratoria y anorexia en los peces.

Existen numerosos reportes acerca de los problemas causados por monogeneos; Leong y
Wong (1986, 1987 y 1989) recopilaron datos correspondientes a los frecuentes eventos de
mortalidades en jaulas de cultivo de peces marinos en Penang, Asia, asociados

principalmente a las altas densidades de monogeneos.

En juveniles de Lutjanus johnii enfermos la intensidad media de Haliotrema johnii (314)
fue de magnitudes mas altas que para peces sanos (29) (Leong y Wong 1987). La
prevalencia de Pseudorhabdosynochus epinepheli recolectados de Epinephelus
malabaricus tuvo una intensidad media de 335 individuos en condiciones de cultivo,
comparada con 127 individuos en peces silvestres (Leong y Wong 1989). Para 1986 estos
mismos autores reportaron altas intensidades de P. latesi en Lates calcarifer cultivado en

jaulas flotantes en Asia.

En Penang, Malasia, Haliotrema noncalcaris fue encontrado en todos los cultivos de
Lutjanus argentimaculatus con un intervalo de intensidad media de 45 - 58 por pez
infectado. Tanto H. johnii como H. noncalcaris fueron dominantes numéricamente en L.

johnii 'y L. argentimaculatus (Liang y Leong 1992).

Estudios recientes sobre la parasitofauna de diferentes especies de peces lutjanidos
alrededor del mundo registran 49 especies de monogeneos dactilogiridos, de los géneros

Haliotrematoides y Euryhaliotrema (Kritsky et al. 2009 y Kritsky 2012). En las costas del
7



Dactilogiridos de Lutjanus guttatus

Atlantico Mexicano se conocen seis especies de Haliotrematoides y cinco especies del
género Euryhaliotrema para lutjanidos (Zhukov 1976). Para el Pacifico se han registrado
dos especies de Euryhaliotrema y tres especies mas de Haliotrematoides (Zhukov 1976,
Kritsky et al. 2009, Garcia-Vargas et al. 2008, Kritsky 2012, Soler-Jiménez y Fajer-Avila
2012, Soler-Jiménez et al. 2012).

1.2.1. PCR cuantitativo en tiempo real

Existen pocos estudios en donde se utilice PCR cuantitativo como herramienta de diagnosis
para parasitos en peces. Grabner y EI-Matbouli (2009) usaron esta técnica para encontrar
diferencias en la susceptibilidad de dos especies de trucha (Oncorhynchus mykiss y Salmo
trutta) al parasito Tetracapsuloides bryosalmonae, un myxosporidio agente causal de la
enfermedad proliferativa del rifidén. En este estudio los peces fueron expuestos al parasito
por cinco dias y luego por medio de PCR cuantitativo con muestras de rifion fue
determinada la carga parasitaria. Por otro lado, Kelley et al. (2006) evaluaron la técnica de
PCR en tiempo real como una técnica riapida de valoracion a la exposicion de
Oncorhynchus mykiss a Myxobolus cerebralis. Estos autores compararon cinco métodos de
diagnosis y concluyeron que el PCR en tiempo real suministra buena evidencia biologica y
manifiestan que potencialmente podria ser usado como una herramienta de diagndstico
cuantitativo para predecir la carga parasitaria de peces. En Noruega, esta técnica también
fue implementada por Frost y Nilsen (2003), para validar genes de referencia para su
transcripcion durante todas las fases del ciclo de vida del piojo del salmon. Collins et al.
(2010) consideran que el PCR en tiempo real es una herramienta 1til para el monitoreo
rutinario y los brotes eventuales de Gyrodactylus salaris donde un gran niimero de

parasitos necesitan ser procesados.

Bajo este contexto, en este proyecto se busca dar respuesta a las siguientes
preguntas sobre el comportamiento de monogeneos dactilogiridos que parasitan a L.

guttatus en un sistema de cultivo:
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1. (Cuéles son las especies de monogeneos dactilogiridos que habitan las branquias del

pargo flamenco en sistemas de cultivo en jaula?

2. (Cual es la prevalencia e intensidad de las especies de monogeneos dactilogiridos que

habitan al pargo flamenco cultivado en jaulas de engorda?

3. (Existe una variacion temporal en los parametros de infestacion?

4. ;Cémo se relaciona el nimero de dactilogiridos con variables como la longitud del

hospedero y temperatura del agua?

5. (La técnica de PCR en tiempo real permitird estimar niveles de infestacion de

monogeneos dactilogiridos en branquias de pargo flamenco L. guttatus?

1.2.2. Pargo flamenco (Lutjanus guttatus)

Ubicacion taxonomica segun Nelson (1984):

Phylum: Chordata
Clase: Osteichthyes
Orden: Perciformes
Familia: Lutjanidae
Género: Lutjanus (Bloch 1790)
Especie: Lutjanus guttatus (Steindachner 1869) (Figura 1.1)

Esta especie presenta como diagnosis, un cuerpo color carmesi palido, a menudo con unas
filas horizontales de brillo plateado y puntos azulados a los costados. La cabeza con puntos
azulados especialmente en las mejillas. Una mancha grande, redonda negra lateral, del
tamafio del ojo, sobre la linea lateral; un hocico amarillo; las aletas son amarillas palidas; el

vientre amarillo dorado; amarillo en las inmediaciones del ojo; la aleta dorsal es rojiza con
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marcas rojizas cafés, la aleta caudal es muy roja, las aletas inferiores doradas, la pectoral

casi sin color los lados de la cabeza rosa con puntuaciones doradas.

Esta especie comunmente llamada pargo flamenco, lunarejo o chivato, es un pez demersal
que esta distribuido desde el Golfo de California hasta Perti, incluyendo las Islas Galdpagos
(Fischer et al. 1995). Habita arrecifes costeros, fondos arenosos, lodosos, y areas costeras
de manglar (Amezcua-Linares 1996, Fischer et al. 1995); y se puede encontrar hasta unos
30 metros de profundidad. Generalmente solitarios o en pequefios grupos, pero
ocasionalmente forma grandes cardimenes. Los juveniles viven en estuarios y bocas de rios
(Allen 1995). Carnivoro, se alimenta de invertebrados y peces. Alcanza una talla méxima
de 80 cm. de longitud total y un peso maximo de 1310 gr. Se reproduce todo el afio con dos

periodos importantes: Febrero-Abril y Julio-Noviembre (Espino ef al. 2003).

Las zonas donde se desarrolla el pargo flamenco estin dominadas por diferentes
caracteristicas oceanograficas que influyen en su ciclo de vida y reproduccion. Por ejemplo,
las costas de Sinaloa donde se ha estudiado la reproduccion de esta especie, se consideran
una region de transicion en la que interactan tres grandes masas de agua que producen una
circulacion local compleja: agua fria de la corriente de California con salinidad media de
34.6%o; agua calida del Pacifico oriental tropical con salinidad entre 34.65 y 34.85%o; y
agua locales altamente salina (>34.9%o). El agua de la corriente de California
frecuentemente se encuentra con la corriente del Pacifico oriental tropical produciendo
gradientes bruscos de temperatura (Arellano-Martinez et al. 2001). Esta zona presenta un
sistema permanente de surgencias muy localizado, que le confiere una singularidad
ecologica. Sin embargo, en el habitat del pargo flamenco tienen mas importancia los
fendmenos a microescala, como variaciones puntuales de temperatura y condiciones fisico-
quimicas del ambiente, asi como la biologia intrinseca de la especie (crecimiento,
reproduccidn, asociaciones poblacionales y alimentacion). Este habitat se caracteriza por
ser una masa de agua superficial delimitada por temperaturas entre los 24 y 32°C; con una
salinidad promedio de 35%o, la cual se ve afectada por tasas de evaporacion y precipitacion.
Otros parametros que afectan en el habitat del pargo son las variaciones en la concentracion

de nitritos, nitratos y fosfatos influenciadas por el aporte de las caracteristicas ecoldgicas
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del sistema, las descargas antropogénicas y las aguas continentales. El pH se mantiene

practicamente estable con un promedio de 8 (Amezcua et al. 2006).

Figura 1.1. Pargo flamenco Lutjanus guttatus.

1.2.3. Caracteristicas de la Familia Dactylogyridae

Ubicacion Taxonomica segun Bychowsky (1933):

Phylum: Platyhelminthes Gegenbaur 1859
Clase: Monogenoidea Bychowsky 1937
Subclase: Polyonchoinea Bychowsky 1937
Orden: Dactylogyridea Bychowsky 1937
Familia: Dactylogyridae (Bychowsky 1933) (Figura 1.2)

Poseen cuerpo libre de escamas o espinas. Haptor posterior con 2 pares de ganchos y un
numero de ganchos marginales y barras de unién, sin placas accesorias. Ojos presentes o
ausentes. Intestino bifurcado sin diverticulos. Testis intercecales, postecuatoriales. Vasos
deferentes pasando alrededor de la rama intestinal o no. Vesicula seminal, cuando esta
presente, formada por dilatacion de vasos deferentes o una terminacion carnosa de éstos.
Cirrus tubulares presentes o no, con o sin una pieza accesoria. Poro genital postbifurcado.

Ovario anterior a los testis o sobrelapandolos. Receptaculo seminal usualmente presente.
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Vagina presente o ausente. Vitelaria relacionada con el intestino. Parasito de peces marinos

y continentales.

Las dactilogiridos son oviparos, poseen un ciclo de vida relativamente simple y directo sin
metamorfosis, parasitan las branquias del pargo, que son los sitios accesibles para las
larvas. Producen huevos que son liberados al agua, los cuales generan un oncomiracidio
ciliado. Esta larva, libre nadadora, localiza e infecta un hospedero donde se completa su

maduracion.

1.2.3.2. Caracteristicas bioldgicas

El ciclo de vida de los monogeneos dactilogiridos es directo. Por tanto, no requieren
hospederos intermediarios, las fases del ciclo de vida se presentan en el mismo hospedero,
con excepcion de la larva llamada oncomiracidio (libre nadador). Hay monogeneos
viviparos o poliembrionicos. La reproduccion es cruzada y se alimentan de la epidermis del

hospedero o de las sustancias producidas por éste, como las glicoproteinas del moco.
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Figura 1.2. Esquema general de un monogeneo dactilogirido.

1.3. Area de Estudio

La Bahia de Mazatlan est4 ubicada en el Pacifico Mexicano, en la parte sur del estado de
Sinaloa a los 23°14°29” Norte y 106°24°35” Oeste; 38 km al sur del Tropico de Céancer, por
lo cual se considera zona subtropical (Figura 1.3). Tiene aproximadamente 13.5 km de linea
de costa y estd delimitada al oeste por la isobata de 15 m. Las profundidades fluctian entre
los 1 y 10 metros. El clima de la regiéon es céalido subhumedo con lluvias en verano y
precipitacion media anual de 887.9 mm, su temperatura ambiente media anual es de 25°C.

La temperatura media superficial del agua en la Bahia de Mazatlan es de 25.5°C, la
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temperatura maxima registrada es de 32.2° C y la minima de 14.4° C. La salinidad media

superficial es de 34.9 psu.

Algunas de las caracteristicas propias de esta area son una serie de promontorios rocosos

que originan bahias protegidas del oleaje oceanico, entre las cuales se encuentra la Bahia de

Cerritos y Marmol.

Figura 1.3. Vista aérea de la Bahia de Mazatlan.

1.4. Hipotesis

v" En sistemas de cultivo en jaulas los niveles de infestacion vy prevalencia de especies de

dactilogiridos seran mayores que los que puedan ser encontrados en ambientes

silvestres. La identificacion de las especies de pardsitos y la determinacion de sus
prevalencias e intensidades en ambientes naturales, provee el conocimiento de los

niveles cuantitativos de parasitos que puedan tolerar estos peces. Las rupturas de las
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barreras de transmision fisicas y ecoldgicas que ocurren bajo condiciones de cultivo

pueden dar lugar a hiperinfecciones (Sharp et al. 2003).

Los mayores niveles de infestacion por monogeneos dactilogiridos se presentaran al

término del ciclo de cultivo. Los monogeneos dactilogiridos pueden alcanzar niveles de

infestacion asociados significativamente con la longitud del hospedero, ésta tiene un
efecto sobre la estructura de la comunidad de parasitos. A medida que la longitud del
hospedero aumenta, la riqueza de especies parasitas, asi como la prevalencia e
intensidad, pueden incrementarse significativamente (Timi y Poulin 2003). Los
hospederos mas grandes representan hdabitats mas extensos y suministran mayor
cantidad de nichos y mas amplios para la colonizacion del parésito (Morand et al.
2000). Ademas se sugiere que los parésitos branquiales se acumulan durante el tiempo

de vida del hospedero (Geets et al. 1997).

Un incremento en la temperatura favorecera la prevalencia e intensidad de monogeneos

dactilogiridos. Generalmente, la temperatura del agua se correlaciona positivamente con
la riqueza y abundancia de metazoos parasitos (Poulin y Rohde 1997). Pironet y Jones
(2000) detectaron un incremento en el numero de Haliotrema con relacion al

incremento en la temperatura del agua.

La técnica de PCR en tiempo real podra ser usada como una herramienta de diagnostico

cuantitativo para estimar la carga parasitaria de monogeneos dactilogiridos en pargo

flamenco. La técnica de PCR cuantitativo en tiempo real permite cuantificar la cantidad
del ADN de interés presente en una muestra original y es por esto que puede ser usada
como una herramienta de diagnostico cuantitativo para estimar la carga parasitaria de

peces (Kelley ef al. 2006).
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1.5. Objetivo General

Evaluar las prevalencias y los niveles de infestacion de las diferentes especies de
monogeneos de la familia Dactylogyridae que parasitan los arcos branquiales del
pargo flamenco (Lutjanus guttatus) mediante el empleo de PCR en tiempo real
durante un ciclo de engorda en un sistema experimental de jaulas flotantes ubicado

en la Bahia de Mazatlan.

1.5.1. Objetivos especificos

Describir morfologica y molecularmente las especies de dactilogiridos encontradas.

Construir curvas de calibracion y estandarizacion de la técnica de extraccion,
amplificacion por qPCR para estimar los niveles de infestacion de las diferentes
especies de monogeneos dactilogiridos que parasitan las branquias del pargo L.

guttatus.

Aplicar la técnica de PCR en tiempo real para estimar los niveles de infestacion de
las diferentes especies de monogeneos dactilogiridos que parasitan las branquias del

pargo L. guttatus.

Caracterizar las poblaciones de monogeneos dactilogiridos presentes en las
branquias de pargo utilizando descriptores poblaciones: prevalencia, abundancia

media, intensidad e intensidad media de los mismos.

Estudiar las variaciones de la prevalencia e intensidad de los monogeneos

dactilogiridos a lo largo del tiempo (un ciclo de engorda del pargo flamenco).

Analizar la posible influencia de la temperatura sobre la variacion en los niveles de

infestacion por monogeneos.
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CAPITULO 2: Taxonomia: Descripcion morfolégica y molecular de monogeneos

dactilogiridos presentes en las branquias de pargo flamenco Lutjanus guttatus

2.1. Introduccion

Veintinueve especies de peces marinos perteneciente a la Familia Lutjanidae han sido
examinados previamente para dactilogiridos (Kritsky 2012). Cuatro géneros de
dactilogiridos, Euryhaliotrema Kritsky y Boeger 2002, Haliotrematoides Kritsky, Yang y
Sun 2009, Tetrancistrum Goto y Kikuchi 1917 y Haliotrema Johnston y Tiegs 1922,
actualmente estan presentes en el tejido branquial de diferentes especies de pargos. Otros
dos géneros, Euryhaliotrematoides Plaisance y Kritsky 2004 y Aliatrema Plaisance y
Kritsky 2004, fueron recientemente considerados como sinonimia de FEuryhaliotrema

basandose en la morfologia del 6rgano copulador masculino (MCO) (Kritsky 2012).

Veintisiete especies del género Euryhaliotrema (Kritsky y Boeger 2002, Li et al. 2005, Li
2005, 2006, Pan y Zhang 2006, Fuentes- Zambrano y Silva- Rojas 2006, Li y Yan 2007,
Garcia-Vargas et al. 2008, Kritsky 2012) y 22 Haliotrematoides (Kritsky et al. 2009) se
conocen actualmente como pardsitos de pargos en todo el mundo. Las especies de
Tetrancistrum descritos de pargos incluyen 7. /utiani Tubangui, 1931 para L. monostigma
(Cuvier), y T. lebedevi Gupta y Sharma, 1982 en L. johnii (Bloch). Haliotrema incluye
varias especies de hospederos lutjanidos, por ejemplo, H. nanaoensis Li, Yan, Yu Lan y
Huang 2005 para L. argentimaculatus (Forskai) (L1 et al. 2005). Sin embargo, Kritsky et al.
2009, han transferido muchas especies del género Haliotrema al género Haliotrematoides.
En México, se han reportado 9 especies de Haliotrematoides y 7 de Euryhaliotrema para

especies de la familia Lutjanidae (Zhukov 1976, Kritsky et al. 2009, Kritsky 2012).

Actualmente se han descrito cinco diferentes especies de dactilogiridos para el pargo
flamenco, Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo
2008, y Haliotrematoides guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008
descritas para el pargo flamenco en la costa noroeste de México (Garcia-Vargas et al.

2008). Kritsky et al. (2009) reportaron Haliotrematoides spinatus Kritsky, Yang y Sun,
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2009 y Haliotrematoides plectridium Kritsky, Yang y Sun 2009 en la Isla de Taboga,

Panama. Recientemente se describid Euryhaliotrema mehen en la Bahia de Mazatlan, costa

noroeste de México (Soler-Jiménez et al. 2012).
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2.2. Metodologia

2.2.1. Descripcion morfologica

Se analizaron pargos silvestres (L. guttatus) obtenidos directamente de la produccion de
pesca hecha por los pescadores artesanales del area de estudio, durante los meses de
Febrero a Mayo de 2010. Las branquias fueron removidas de los peces y puestas en cajas
Petri con una solucion de alcohol a 96%. Luego fueron analizadas bajo el
estereomicroscopio donde los monogeneos encontrados eran aislados, colocados sobre un
porta objetos y observados bajo el microscopio Optico (Olympus BX-51) a una
magnificacion de 1000x usando aceite de inmersion. Para una mejor observacion de los
individuos, algunos fueron procesados por el método de digestion proteolitica de Harris y
Cable (2000). Otros especimenes fueron tefiidos con la técnica Tricromica de Gomori y
Paracarmin de Mayer para determinar estructuras internas de acuerdo al método descrito
por Kritsky et al. (1986). La identificacion taxondmica a nivel de especie de los organismos
se baso en la morfologia de las estructuras esclerotizadas (6rganos de adhesion y 6rgano
copulador masculino) bajo los criterios de Kritsky y Boeger (2002), Garcia-Vargas et al.
(2008), Kritsky et al. (2009) y Kritsky (2012). Cada individuo fue identificado y puesto en
un vial con 1.5 ml. de etanol (80%) para preservar su ADN. Iméagenes de su morfologia
general y 6rganos esclerotizados fueron capturados con una camara digital (C-5050zoom)

bajo el microscopio.

Analisis morfométrico: Las medidas morfométricas se basaron en 15 individuos
completos de cada especie. Estas se realizaron de acuerdo con los procedimientos descritos
por Mizelle y Klucka (1953); la direccion de la espiral del 6rgano copulador se determind
utilizando el procedimiento sugerido por Kritsky et al. (1985). La longitud total del cuerpo
incluye el haptor; el ancho del cuerpo se toma en la parte mas amplia del tronco
(excluyendo haptor); las medidas de los 6rganos y otras estructuras representan la longitud
total de cada uno en vista dorsal-ventral. La longitud de las estructuras curvadas o dobladas
(anclas, barras, ganchos) esta representada por la distancia en linea recta entre los puntos

extremos. La medida de los ganchos representa la longitud total del gancho. Las medidas se
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realizaron en las imagenes tomadas a 1000x de magnificacion utilizando el software ImageJ
version 1.43 (abril de 2010). Todas las medidas se hicieron en micrometros y se expresaron
como la media, seguida por el rango y el nimero de estructuras medidas entre paréntesis
(n). El nimero y distribucion de los ganchos marginales se concluyd de acuerdo a lo

recomendado por Mizelle (1936) (ver Mizelle y Price 1963).

2.2.2. Descripcion molecular

Extraccion ADN gendmico: Antes de llevar a cabo las extracciones de ADN, los parasitos
fueron identificados en funciéon de su morfologia comparada. Los individuos fueron
retirados del alcohol y se dejaron secar al aire. El ADN gendmico total a partir de 25
especimenes se obtuvo por precipitacion de sales “salting out” (Miller er al. 1988),

siguiendo los pasos descritos a continuacion:

1. Retirar por completo el etanol.

2. Incubar en 400 pl de solucion buffer de lisis (100mM NaCl, 20mM Tris pH 8.0,
10mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS) con 20 ul de proteinasa K (sol stock 20 mg ml™)
a 65°C durante 20 min. Agitar vigorosamente € incubar por 10 min mas.

Afiadir 200 pl de NaCl saturado (~6M) y nuevamente agitar vigorosamente.

Incubar en hielo por 10 min.

Centrifugar a 10000 rpm por 10 min.

AR

Transferir el sobrenadante a un tubo con 1 ml de etanol absoluto e invertir varias
veces para precipitar el ADN.

7. Centrifugar a 13000 rpm por 10 min.

8. Lavar con etanol al 70% y centrifugar a 13000 rpm por 5 min.

9. Resuspender con 25 pl de TE.

Todas las extracciones fueron visualizadas en geles de agarosa al 2% tefiidos con RedGel y

almacenadas a -20°C.
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Amplificacion: La mezcla maestra para las amplificaciones de PCR se realizo con 1 pl del
ADN gendémico extraido, 0.13 ul por primer (0.25 mg ml"') en la combinacion
correspondiente, 7.23 pl de agua estéril, 0.75 pl de MgCl, 25 mM, 0.66 pul dANTPs 2.5 mM,
2.5 ul de buffer 5x y 0.1 pul de Taq polimerasa 5 U pul™. Los primers utilizados para la
amplificacion del gen 28S rADN fue la combinacion de Ancy55F y LSU1200R (Tabla 1),
propuestos por Plaisance y colaboradores (2005). La reaccion se inicid con una temperatura
de desnaturalizacién de 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de PCR (94°C por 1 min,
55°C por 1 y 72°C por 1 min).

El gen 18S rADN fue amplificado usando varias combinaciones de los primers WormA,
WormB, 600F, 600R, 18SF, 18SR, Dact18SF y Dact18SR (Tabla 2.1), tratando de obtener
la secuencia completa. Los ciclos térmicos iniciaron con una temperatura de 94°C por 5
min., seguido por 40 ciclos de PCR (94°C por 1 min, 52°C por 1 min y 72°C por 2 min),

finalizando con un ciclo de extension de 72°C por 10 min.

Los productos finales fueron purificados usando Wizard SV Gel y PCR Clean-Up System
(Promega) y enviados a Macrogen, Inc. (Seul, Corea) para su secuenciacion. La edicion de
las secuencias se realizo utilizando el sofward BioEdit version 7.0.5.3 y luego sometidas al
GenBank. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de especies de
dactilogiridos disponibles en la base de datos, a través de busqueda en BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Zhang et al. 2000).
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Tabla 2.1. Secuencias de los primers utilizados para amplificar de los genes 28S y 18S

rADN
Gen Primer Secuencia 5°- 3’ Fuente
28S rADN Ancy55F GAGATTAGCCCATCACCGAAG Plaisance ef al. (2005)
LSU1200R GCATAGTTCACCATCTTTCGG Littlewood et al. (2000)
18S rADN WormA GCGAATGGCTCATTAAATCAG
WormB CTTGTTACGACTTTTACTTCC
1270R CCGTCAATTCCTTTAAGT
930F GCATGGAATAATGGAATAGG Littleweod y Olson (2001)
600R ACCGCGGCKGCTGGCACC
600F GGTGCCAGCMGCCGCGGT
Dact18SF GTTATGACGGGTAACGGGGAATAC GGG Disefiados a partir de
Dact18SR CAG CTC GTA CCA CGA ACT AAG AAC secuencias alineadas de
GGC Dactilogiridos
18S rRNAF GTT AAT TCC AGC TCC AAT AGC GTA Disefiados a partir de
18S rRNAR GAA CTA CGA CGG TAT CTG ATC GTC secuencias alineadas de

Eucariontes
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2.3. Resultados

2.3.1. Descripcion morfologica y molecular

Se registraron cinco especies de dactilogiridos en el pargo flamenco silvestre, de las cuales
dos pertenecen al género Euryhaliotrema Kritsky y Boeger 2002 y tres al género
Haliotrema Johnston y Tiegs 1922. Sin embargo, Kritsky ef al. (2009) consideran el género
Haliotrematoides como un grupo potencialmente monofilético el cual incluye al género

Haliotrema (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Listado de especies de monogeneos dactilogiridos encontradas en las branquias

de pargo flamenco (Lutjanus guttatus).

Especies de monogeneos

Autoridad
dactilogiridos
Euryhaliotrema mehen Soler-Jiménez, Garcia-Gasca y Fajer-Avila 2012
Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008
Haliotrematoides spinatus Kritsky y Mendoza-Franco 2009

Haliotrematoides plectridium Kritsky y Mendoza-Franco 2009

Haliotrematoides guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008

Al realizar una revision taxondmica detallada de las especies de dactilogiridos encontradas
en el pargo flamenco, se llegd a la conclusion que algunas de las especies referenciadas
anteriormente no correspondian con las recientes descripciones hechas por Kritsky et al.
(2009) para las especies propuestas. Siendo necesario solicitar el material depositado
(placas voucher) en el U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service, U.S.
National Parasite Collection para su confirmacion. H. spinatus (paratipos, USNPC 101354,
101355), H. plectridium (paratipo USNPC 101368; voucher USNPC 101369) y H. guttati
(paratipos USNPC 101370, 101371). También fue necesaria su redescripcion (Garcia-

Vasquez et al. en prensa).
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Se solicitd el material depositado en la Coleccion Nacional de Helmintos (paratipos
CNHES5733) Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM); y
fotos de los paratipos consignados en The Harold W. Manter Laboratory Collection (Cat.
No. 48568) University of Nebraska State Museum, para el reconocimiento de E.

perezponcei.

Se describié una nueva especie de monogeneo, Euryhaliotrema mehen basado en criterios
morfoldgicos y moleculares. Este resultado se publico en una revista internacional indexada
bajo la siguiente referencia: Soler-Jiménez L.C., Garcia-Gasca A. and E.J. Fajer-Avila
(2012). A new species of Euryhaliotrematoides Plaisance y Kritsky 2004 (Monogenea:
Dactylogyridae) from the gills of spotted rose snapper, Lutjanus guttatus (Steindachner)
(Perciformes: Lutjanidae). Systematic Parasitology 82: 113-119.

Euryhaliotrematoides mehen Soler-Jiménez, Garcia-Gasca y Fajer-Avila 2012

Tipo de hospedero: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perciformes: Lutjanidae).
Localidad: Cerritos (23°18'44"N; 106°29'37"W) Mazatlan, Sinaloa, México.

Sitio de infeccion: Branquias.

Especimenes estudiados: Holotipo (CNHE 7290) y tres paratipos (CNHE 7545)
depositados en la Colecciéon Nacional de Helmintos, México; y cuatro vouchers (USNPC
104737 a USNPC 104740) depositados en la Coleccion Nacional de Parasitos, Estados
Unidos (Tabla 2.3).

Referencia Secuencia de ADN: las secuencias parciales de los genes 28S rRNA y 18S
rRNA han sido depositadas en GenBank (numeros de acceso HQ615997 y JF938069

respectivamente).

Descripcion morfologica (Figura 2.1): Cuerpo robusto, periforme, ligeramente aplanado
dorsoventralmente (region cefalica, tronco, pedinculo, haptor). Tegumento suave. Lobulo
cefalico redondeado, tres pares de lobulos bilaterales bien desarrollados, glandulas cefélicas
unicelulares. Cuatro manchas oculares evidentes, miembros del par posterior con lentes de

mayor tamafio y un poco mas cerca que el par anterior, manchas accesorias de tamafo
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variable dispersos en toda la region cefalica. Boca subterminal, medioventral, prefaringea.
Faringe muscular subesférica, bulbo glandular, es6fago corto, dos cecas intestinales,
confluentes posterior a las goénadas, sin diverticulos. Poro genital comun a nivel
medioventral, cercano a la bifurcacion intestinal. Las gonadas intercecales, en tandem o
ligeramente superpuestas. Germarium pretesticular ventral, testiculos piriformes.
Conductos deferentes a lo largo del lado izquierdo del ciego intestinal; reservorio prostatico
ovalado ventral al 6rgano copulador. Organo copulador masculino (MCO) tubular, en
espiral, con una base bulbosa que comprende alrededor de un anillo moévil que aparece con
frecuencia en forma de anzuelo, base con borde engrosado, base del érgano copulador en
forma de embudo, espiral hacia la izquierda. La pieza accesoria es membranosa y esta
articulada con la base del 6rgano copulador, que cubre aproximadamente 60% de la porcion
distal del organo copulador. Receptidculo seminal pregermarial ventral; poro vaginal
dextral, la vagina tubular débilmente esclerotizada. Vitelaria densa en el tronco y
pedunculo, ausente en la region de los organos reproductivos. Pedunculo corto y ancho.
Haptor globoso y ancho, con un complejo de anclaje, dos barras dorsal y ventral, cuatro
ganchos y siete pares de ganchos marginales con distribucion similar a ancirocefalinos.
Gancho ventral, cada uno con la raiz externa mas desarrollada que la raiz interna, eje fuerte.
Gancho dorsal fuertemente recurvado con el eje alargado y un poco ensanchado antes de la
curvatura del gancho; raiz interna poco desarrollada. La barra ventral mas grande que la
barra dorsal, barra ventral curvada en el medio con los extremos ligeramente amplios. Barra
dorsal recta, con irregularidades subterminales y extremos bulbosos. Ganchos marginales
delgados y rectos, con una membrana filamentosa en posicion vertical aguda més corta que

la longitud del eje.

Medidas: Cuerpo 292.5 (243-385, n=13) largo; ancho de 91,5 (57,7 a 120, n = 13) por lo
general a nivel de los testis. Faringe 25,67 (20,74-32,26, n = 9) de largo y 23,88 (18,8 a 28,
n =9) de ancho. Organo copulador 37,2 (28,1 a 43,3, n = 14) de largo. Haptor 65,39 (44,04
a 128, n = 6) de largo, 99,99 (66,35 a 175,7 n = 6) de ancho. Gancho ventral 29,32 (26,11-
32,21; n = 14) de largo y la base de 11,12 (9,84 a 12,52, n = 15) de ancho. Gancho dorsal
39,69 (37,41-43,08; n = 15) de largo y 8,32 de base (7.31 a 9.29, n = 15) de ancho. Barra
ventral 45,73 (38,43-53,25; n = 15) de largo, barra dorsal 33,67 (31,21-37,18; n = 13) de
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largo. Ganchos marginales 13,9 (12,4 a 15,16; n = 15) de largo. Germarium 35,5 (31 - 40
de, n = 4) de largo, 19 (18-24, n = 4) de ancho; testis 22 (19-25, n = 4) de largo, 27 (23-30,

n =4) de ancho.

Diagnostico diferencial: Esta especie se distingue de sus congéneres por poseer un érgano
copulador con una base que tiene un borde engrosado. Euryhaliotrematoides mehen es muy
similar a FEuryhaliotrema longibaculum (Zhukov 1976) en la morfologia general,
armamento haptoral y morfologia del MCO. Las figuras originales de Zhukov (1976) son
muy esquemadticas (elaboradas al parecer a mano) y no estin muy detalladas. La
descripcion de una nueva combinacion propuesta por Kritsky y Boeger (2002) basada en la
descripcion original de Zhukov (1976) no es exhaustiva. Sin embargo, E. mehen se
distingue de E. longibaculum por poseer un 6rgano copulador masculino tubular con una
base que presenta un borde engrosado, con una pieza accesoria membranosa que cubre
aproximadamente 60% de la parte distal del 6rgano copulador como una bufanda; en
contraste con un bulbo simple de la base del 6rgano copulador descrito por Zhukov (1976)
y el proceso articulado robusto y recto para E. longibaculum. Ademas, la forma de los
gancho y barras es ligeramente diferente; la raiz interna de gancho ventral aunque poco
desarrollada estd presente en E. mehen, mientras que en E. longibaculum es inexistente. La
apertura de la curvatura del gancho dorsal es mayor en E. longibaculum que en E. mehen 'y
la barra ventral es ligeramente mas recta en E. longibaculum. Un espécimen voucher de E.
longibaculum de L. synagris (USNPC 91427) fue examinado, y a pesar de que esta
severamente dafado y aplanado, confirm¢6 las diferencias entre ambas especies. También,
fotos del espécimen voucher (USNPC 91428) enviadas por la Coleccion Nacional de
Parasitos, Estados Unidos fueron examinados, mostrando las caracteristicas ya descritas

para E. longibaculum.

Caracterizacion molecular: Un producto de PCR de 831 pb del gen de ARNr 28S y uno
de 662 pb del genl8S rRNA fueron secuenciados y sometidos a GenBank (nimeros de
acceso HQ615997 y JF938069 respectivamente) (Tabla 2.4). La busqueda en BLASTn
(Zhang et al. 2000) llevada a cabo en septiembre de 2010 (para el gen de ARNr 28S) revelo

que la secuencia mas parecida a la obtenida fue Euryhaliotrema sp. que muestra 85% de
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identidad, seguido por Euryhaliotrematoides sp. (EU836197), con un 84% de identidad. En
mayo del 2011 para el gen 18S rRNA, la busqueda en BLASTn reveld 93% de identidad
con Euryhaliotrematoides sp (EU836217) y Euryhaliotrematoides pirulum Plaisance y

Kritsky 2004 (AY820607).

Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008.

Tipo de hospedero: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perciformes: Lutjanidae).
Localidad: Costas del Pacifico, Mazatlan, Sinaloa, México (23°18'N; 106°29'W).

Sitio de infeccién: Branquias.

Especimenes estudiados: Quince especimenes. Dos paratipos (CNHES5733) y fotos de los
paratipos consignados en The Harold W. Manter Laboratory Collection (Cat. No. 48568)
University of Nebraska State Museum.

Referencia Secuencia de ADN: Las secuencias parciales de los genes 28S rRNA y 18S
rRNA han sido depositadas en GenBank (numeros de acceso HQ615996 y JN054405

respectivamente).

Redescripcion morfologica (Figura 2.2): Organismo fusiforme. Tres lobulos cefalicos
bien desarrollados. Glandulas cefalicas laterales o anterolaterales a la faringe. Cuatro
manchas oculares; las dos posteriores mas evidentes que las anteriores; granulos accesorios
comunmente en la region cefalica. Boca subterminal; faringe subesférica. Esofago corto,
tubo intestinal confluente inmediatamente después del testis. Pedunculo corto conectado al
haptor semihexagonal. Ganchos similares bien desarrollados, cada uno con la raiz interna y
externa cortas; el arbol y puntas de los ganchos eventualmente curvados. La barra ventral
con la proyeccion anterior trapezoidal chata en la parte media de la barra y los extremos
ligeramente extendidos. La barra dorsal mas grande que la barra ventral en forma de “U”
con los extremos ligeramente ensanchados. Organo copulador masculino con una pieza
accesoria caracteristica en forma de pinza con un movimientos de palanca, cirro con tres
vueltas en sentido contrario de las manecillas del reloj y una base bulbosa grande. Testis
semiovales posterior al germarium. Germarium alargado, sobrelapando el extremo anterior

de los testiculos. El oviducto corto y un ttero liso, a menudo ocupado con un solo huevo
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grande y triangular. La vagina parcialmente esclerotizada. El canal vaginal estrecho,
conecta al receptaculo seminal que queda anterior al germarium. Glandulas vitelogenas
muy abundantes en las regiones laterales del cuerpo que sobrelapan los cecos intestinales

pero no los 6rganos reproductores.

Medidas: Cuerpo 350 (109-502, n = 14) de longitud y 125 (101-175, n = 13) de ancho a
nivel del testis. Faringe 34 (25-42, n = 15) de largo, 33 (28-38, n = 15) de ancho. Haptor
semihexagonal de 34 (25-42, n = 13) de largo, 33 (28-38, n = 13) de ancho. Ganchos
ventrales 26 (24-30, n = 15) de largo, 20 (15-25, n = 15) de ancho; ganchos dorsales con 28
(24-32, n= 33) de longitud y 22 (18-26, n=33) de ancho en la porcién basal. La barra
ventral 32 (24-36, n = 12), la barra dorsal 38 (29-48, n= 11) de largo, Organo copulador
masculino, incluyendo el cirro y pieza accesoria, 300 (249-352, n = 10) de largo; cirro 264

(225-306, n = 10) de largo. Pieza accesoria de 36 (24-48, n = 10) de largo.

Diagnostico diferencial: El nimero de vueltas en el 6rgano copulador de las especies de
Euryhaliotrema y la direccion que tomen dichas vueltas son caracteristicas importantes
para su clasificacion taxonomica. Euryhaliotrema perezponcei podria ser confundido con E.
torquecirrus por poseer una morfologia similar de los ganchos, MCO y barra dorsal. Sin
embargo, la morfologia de la pieza accesoria del MCO es caracteristica para cada especie.
La barra ventral de E. perezponcei es en forma de “W” comparada con una barra ventral
mas recta en E. torquecirrus. Ademads, otra diferencia muy marcada es la longitud del

MCO, la cual es menor en E. perezponcei.

Caracterizacion molecular: El producto de PCR para los genes 28S y 18S rADN de 10
organismos fue secuenciado, logrando un fragmento parcial de 848 bases para 28S y 1616
para el gen 18S. Se realizé una busqueda de la secuencia BlastN (Basic Local Alignment
Search Tool) (Zhang 2000) en GenBank (Septiembre 2010) revelando que no existen
secuencias idénticas. Sometidas a la base de datos del GenBank bajo los nimeros de acceso

HQ615996 y JN054405 respectivamente.
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Haliotrematoides spinatus Kritsky y Mendoza-Franco 2009.

Tipo de hospedero: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perciformes: Lutjanidae).
Localidad: Bahia de Mazatlan, Sinaloa, México (23°18'N; 106°29'W).

Localidades adicionales: Isla de Taboga, Panama (8°49'N / 79°34’'W), Perlas
Archipiélago de Panama (8°22°N, 79°01°'W) y Bahia de Chamela, Jalisco, México
(19°31749"'N / 105°04°55" "W).

Sitio de infeccion: Branquias.

Especimenes estudiados: Doce especimenes voucher, un espécimen voucher depositado
(CNHE 7291) (Tabla 2.3). Un paratipo (USNPC 101354), dos paratipos (CNHE 6464-
6465), cuatros vouchers (CNHE 7291 y CNHE 7546) y 4 vouchers (CNHE 8355).
Referencia Secuencia de ADN: Las secuencias parciales de los genes 28S rRNA y 18S
rRNA han sido depositadas en GenBank (numeros de acceso HQ615995 y JN054404

respectivamente).

Redescripcion morfolégica (Figura 2.3): Gancho dorsal largo y perforado en la raiz
externa, una membrana en la superficie externa de la raiz, tronco recto que termina en una
pequefia joroba antes de la curvatura, con surcos superficiales. Gancho ventral, raiz externa
corta y redondeada, raiz interna en un dngulo de 45° desde la base y cada vez mas gruesa
alcanzando el eje; eje corto que termina en una joroba mas grande que la del gancho dorsal,
con ranuras superficiales. Barra ventral con dos muescas submediales en el margen
anterior, cresta triangular en la porcion media del margen anterior que termina en muescas
subterminales anteriores y los extremos redondeados. Barra dorsal concava, recta en los
extremos medio y redondeado con espinas gruesas. Ganchos marginales, con eje corto,
filamento corto, casi de la misma longitud del eje. MCO bulboso en la base, alargado,
tubular y con vastago alargado y entorchado. Una membrana en la porcion media del eje, se

estrecha terminando en un delgado hilo.

Medidas: Gancho dorsal 62 (58-68, n = 11) de largo, joroba 24 (23-26, n = 11) de largo.
Gancho ventral 52 (49-56, n = 11) de largo, joroba 29 (24-31, n = 11) de largo. Barra
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ventral 40 (37-45, n = 10) ancho. Barra dorsal 40 (35-44, n = 11) de ancho. Ganchos
marginales 12 (11-14, n =9) de largo. MCO 75 (72-76, n = 8) largo.

Diagnostico diferencial: La descripcion original fue hecha por Kritsky et al. (2009) a
partir de muestras colectadas en pargos de Panama. Algunas de las estructuras del complejo
haptoral y copulador no fueron descritas y/o ilustradas, o insuficientemente descritas. Por
ejemplo, la raiz exterior lleva una membrana delicada y corta, que no es mostrado por
Kritsky et al. (2009); esta especie posee un eje recto y relativamente corto; en Kritsky et al.
(2009), el eje del gancho es mas grande y estd curvado. El gancho ventral tiene una raiz
interna pequefia, mientras que en Kritsky et al. (2009), la raiz interna es mas grande. Barra
dorsal concava, no en forma de U como Kritsky et al. (2009) lo describen, con
proyecciones cortas como espinas dirigidas anteriormente en cada extremo. Barra ventral
recta, con dos huecos submediales a lo largo del margen anterior y muescas anteriores
subterminales (vista dorsal), con una cresta triangular en la porcion media del margen
anterior; en Kritsky et al. (2009), la estructura de este ultimo no fue descrita. En Kritsky et
al. (2009), una pequefia espina cerca de la base en el anillo del MCO es descrita, sin
embargo, nuestra observacion de los especimenes paratipo, y en nuestras muestras de

Mazatlan y la Bahia de Chamela, dicha estructura no esta presente.

Caracterizacion molecular: El fragmento obtenido para la amplificacion del gen 28S
rADN fue de 823 bases, comprendido en la parte final de la subunidad 3’ y el comienzo del
5’ (Tabla 2.4). Se realizd una busqueda de la secuencia en el BlastN (Zhang, 2000) en
GenBank (Septiembre 2010) revelando algunas secuencias similares pertenecientes a
especies de la familia Dactylogyridae, pero ninguna idéntica. Numero de acceso HQ615995

GenBank. De igual forma para el gen 18S rADN con numero de acceso JN054404.
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Haliotrematoides plectridium Kritsky y Mendoza-Franco 2009.

Tipo de hospedero: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perciformes: Lutjanidae).
Localidad: Bahia de Mazatlan, Sinaloa, México (23°18'N; 106°29'W).

Localidades adicionales: Isla de Taboga, Panama (8°49'N / 79°34’'W), Perlas
Archipiélago de Panama (8°22°N, 79°01°'W) y Bahia de Chamela, Jalisco, México
(19°31749"'N / 105°04°55" "W).

Sitio de infeccion: Branquias.

Especimenes estudiados: Cuatro especimenes voucher depositado (CNHE 7292) (Tabla
2.3). Holotipo (USNPC 101367), dos paratipos (USNPC 101368), un voucher (USNPC
101369), 3 paratipos (CNHE 6466) y cuatro voucher (CNHE8353).

Referencia Secuencia de ADN: La secuencia parcial del gen 28S rRNA ha sido depositada
en GenBank (niimeros de acceso HQ615994) (Tabla 2.4).

Redescripcion morfolégica (Figura 2.4): Gancho dorsal, raiz interna larga, ligeramente
recta y perforada, con una estructura como talon en el medio de la raiz con una membrana
en la superficie; raiz externa no desarrollada. El eje largo y recto con una espina en su base.
Gancho ventral con raiz externa corta y redondeada; raiz interna bien desarrollada. Eje
delgado y ligeramente curveado, con surcos superficiales. Barra ventral ligeramente
convexa en el margen anterior, con dos pequeflas muescas y una depresion en el extremo de
cada muesca, extremos redondeados y dirigidos posterolateralmente. Barra dorsal delgada y
concava, con los extremos redondeados, un borde en la parte media de la barra. Ganchos
marginales con un mango cilindrico y grueso con una membrana filamentosa que presenta
casi la misma longitud del véstago. Base conica MCO, tubular y alargada, pieza accesoria
membranosa alrededor de casi la mitad de la MCO, con un filamento en el extremo

terminando con una “C” invertida.

Medidas: Gancho dorsal 59 (53-65, n = 19) de largo, base 16 (13-19, n = 19) de ancho.
Gancho ventral 44 (38-49, n = 19) de largo y base 19 (17-21, n = 19) de largo. Barra ventral
16 (13-19, n = 19) ancho. Barra dorsal 42 (37-49, n = 18) ancho. Ganchos marginales 12
(10-14, n = 18) de largo. MCO 120 (107 a 136, n = 3) de largo.
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Diagnostico diferencial: Esta especie fue descrita originalmente por Kritsky et al. (2009)
en Panamé. Algunas de las estructuras esclerotizadas del armamento haptoral no fueron
descritas de manera suficiente y/o ilustradas y, debido a eso, la especie requiere una
revision. La observacion del material paratipo nos permitié determinar que la base exterior
del gancho dorsal posee una estructura similar a una membrana, como la que se presenta en
H. guttati. Esta membrana no fue descrita por Kritsky et al. (2009). El gancho ventral
muestra una raiz externa deprimida y una raiz interna larga; Kritsky et al. (2009) por su
parte, presenta la raiz interna similar en longitud y forma, la raiz externa es redondeada y
mas ancha que la descripcion original, la raiz interna es delgada y larga. Barra ventral
concava con dos muescas subterminales en el margen anterior, con una depresion en forma
de “M” entre las muescas (en el margen anterior y posterior). En la descripcion original es
de forma convexa, también en cada lado de las muescas presenta un hundimiento profundo,
extremos ensanchados y dirigidos posterolateralmente. Barra dorsal en forma de U o V
(Kritsky et al. 2009); sin embargo, en la observacion de esta estructura se llegd a la
conclusiéon que es delgada y coéncava. EI MCO posee un filamento en el extremo,
terminando con una " C " invertida. Esta estructura no es descrita por Kritsky et al. (2009)

y tampoco se observo en los paratipos.

Caracterizacion molecular: Para esta especie se amplificd y secuencid parcialmente el
gen 28S rADN, obteniendo un fragmento de 821 bases. Se realiz6 una busqueda de la
secuencia en el BlastN (Zhang 2000) en GenBank (Septiembre 2010) revelando algunas
secuencias similares pero ninguna idéntica. Actualmente, el proceso de lectura y edicion de
la secuencia ya ha sido culminado y ya fue sometida a la base de datos del GenBank, con

numero de acceso HQ615994.
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Haliotrematoides guttati (Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008).

Syn. Haliotrema guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008.

Tipo de hospedero: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perciformes: Lutjanidae).
Localidad: Bahia de Mazatlan, Sinaloa, México (23°18N; 106°29'W).

Localidades adicionales: Isla de Taboga, Panama (8°49'N / 79°34'W), Perlas
Archipiélago de Panama (8°22°N, 79°01°'W) y Bahia de Chamela, Jalisco, México
(19°31749"'N / 105°04°55" "W).

Sitio de infeccién: Branquias.

Especimenes estudiados: Neotipo, 5 paratipos y 9 especimenes voucher fueron
depositados (CNHE7293) (Tabla 2.3). Neotipo (CNHE 8460), 1 voucher (USNPC 101371)
y 4 voucher (CNHE 8354).

Referencia Secuencia de ADN: Las secuencias parciales de los genes 28S rRNA y 18S
rRNA han sido depositadas en GenBank (numeros de acceso HQ615993 y JN054406
respectivamente) (Tabla 2.4).

Redescripcion morfologica (Figura 2.5): Gancho dorsal delgado; raiz interna alargada
dirigida hacia el lado interior del gancho, perforada, con una membrana curvada en lado
exterior; raiz externa no desarrollada; eje largo y recto con una protuberancia cerca de la
curvatura, la punta esbelta, con ranuras en la curvatura y parte del eje. Gancho ventral con
raices desarrolladas, la raiz interna mas larga que la raiz externa y terminada en una punta
redondeada, raiz externa corta y redondeada; eje corto y recto con una protuberancia cerca
de la cobertura del gancho que se proyecta sobre la raiz interna, ranuras superficiales. Barra
ventral en forma de meseta, la parte media mas alta que el resto de la barra como una "V"
invertida, terminaciones redondeadas. Barra dorsal ligeramente curvada, una muesca
redondeada en el centro del margen superficial, extremos cuadrados. Ganchos marginales
cortos y con el mango ligeramente curvado, con una membrana fibrosa, delicada y corta,
casi la mitad de del eje. MCO con base conica, tubular que se elonga hacia la parte anterior

del cuerpo, sinuoso en la parte media y termina con un largo latigo cerca de la faringe.
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Medidas: Gancho dorsal 55 (52-57, n = 5) de largo, base 15 (14-16, n = 5) de largo.
Gancho ventral 43 (41-45, n = 5) de largo, base 24 (23-25, n = 5) de largo, raiz interna 22
(21-23, n =5) de largo. Barra ventral 43 (40-46, n = 4) de ancho. Barra dorsal 45 (44-48, .n
= 4) de ancho. Ganchos marginales 12 (11-13, n = 5) de largo. MCO 88 (86-93, n = 9) de

largo.

Diagnéstico diferencial: Esta especie fue descrita originalmente para pargo flamenco en
México como Haliotrema guttati por Garcia-Vargas et al. (2008). Las figuras de la
descripcion original son erréneas. Como resultado de ello, y con base en los especimenes
colectados por Kritsky et al. (2009), del mismo hospedero en Panamad, estos autores
transfieren la especie al género Haliotrematoides, como H. guttati (Garcia-Vargas, Fajer-
Avila y Lamothe-Argumedo 2008) n. comb. Sin embargo, cuando hacen la transferencia de
la especie al género Haliotrematoides, Kritsky et al. (2009) sefialaron que la redescripcion
era necesaria. Después de un estudio detallado de los especimenes del museo (Neotipo en el
CNHE de México, y especimenes voucher de la USNPC), hemos descrito adecuadamente
la especie. De este modo, se han encontrado algunas inconsistencias con respecto a la
descripcion original (Garcia-Vargas et al. 2008), asi como algunos detalles de los dibujos
proporcionados por Kritsky et al. (2009). En este estudio, se presentan algunos detalles que
se afladen a la descripcion. Por ejemplo, el gancho dorsal posee una membrana bien
desarrollada que no se describié en Garcia-Vargas et al. (2008). Otra diferencia es que la
raiz externa presenta un espolon proximal interior en la curvatura del gancho. Ademas, la
parte externa de la curvatura del gancho exhibe algunas estrias, y éstas no fueron ilustradas
por Garcia-Vargas et al. (2008). El gancho ventral con las dos raices bien desarrolladas: la
raiz interna mucho mayor que la raiz externa. La barra ventral presentada por Garcia-
Vargas et al. (2008) es en forma de W, mientras que en Kritsky ez al. (2009) es casi recta.
Nuestros especimenes muestran una barra ventral en forma de V pronunciada, con
extremos redondeados donde se encaja el gancho ventral. La barra dorsal es fina, recta,
redondeada en el medio con una pequena protuberancia, extremos cuadrados. En Kritsky e?
al. (2009), la barra dorsal no es recta y es mas ancha en el medio, mientras que en Garcia-
Vargas et al. (2008), la barra dorsal es ligeramente en forma de U. El MCO es de forma

tubular formando una espiral, como una abertura de la base como una ventosa, la parte
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anterior mas estrecha que la base y al final lleva un largo latigo. El dibujo MCO hecho por
Garcia-Vargas et al. (2008) es incorrecto, ya que se muestra una membrana alrededor del
tercio basal del MCO y el latigo terminal del MCO no fue dibujado. Del mismo modo, la

forma del MCO del neotipo corresponde con el de nuestros especimenes.

Caracterizacion molecular: El producto de amplificacion fue secuenciado resultando en
un fragmento de 817 bases para el gen 28S rADN (Tabla 2.4). Se realiz6 una busqueda de
la secuencia en el BlastN (Zhang 2000) en GenBank (Septiembre 2010) revelando algunas
secuencias similares pero ninguna idéntica. Actualmente, el proceso de lectura y edicion de
la secuencia ya ha sido culminado y la secuencia sometida a la base de datos del GenBank,
con numero de acceso HQ615993. Al igual una secuencia parcial de 1803 bases fue

obtenida para el gen 18S rADN y sometida bajo el nimero de acceso JN054406.

Tabla 2.3. Numero de catdlogo y tipo de espécimen depositado en la Coleccion Nacional
de Helmintos del Instituto de Biologia Universidad Nacional Autéonoma de México

UNAM.

Especies No. de catalogo Tipo (# de especimenes)
Euryhaliotrema mehen CNHE 7290, 7545 Holotipo, paratipos (3)
Haliotrematoides spinatus CNHE 7291 Vouchers (1)
Haliotrematoides plectridium CNHE 7292 Voucher (4)
Haliotrematoides guttati CNHE 7293 Neotipo, paratipos (5)
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Tabla 2.4. Longitud del fragmento y nimero de acceso a GenBank de las secuencias de los
genes 28S y 18S rADN para Euryhaliotrema perezponcei, Euryhaliotrema mehen,

Haliotrematoides spinatus, Haliotrematoides plectridium y Haliotrematoides guttati.

Especie Gen Longitud del fragmento Numero de acceso

(Numero de bases)

Euryhaliotrema perezponcei 28S 848 HQ615996
18S 1616 JN054405
Euryhaliotrema mehen 28S 831 HQ615997
18S 662 JF938069
Haliotrematoides spinatus 28S 823 HQ615995 IN054404
18S 1835
Haliotrematoides plectridium 28S 821 HQ615994
18S - -
Haliotrematoides guttati 28S 817 HQ615993 IN054406
18S 1803
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@ Md-

Figura 2.1. a-f. Dibujos de Euryhaliotrema mehen. a. Gancho dorsal, b. Gancho ventral, c.

Barra ventral, d. Barra dorsal, e. Gancho marginal, f. MCO. Escalas: a-d =20 um; e =5

um; f=15 pm.

\/

a
b
Figura 2.2. a-f. Dibujos de Euryhaliotrema perezponcei. a. Gancho dorsal, b. Gancho

ventral, c. Barra ventral, d. Barra dorsal, e. Gancho marginal, f. MCO. Escala 25 pm.
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Figura 2.3. a-f. Dibujos de Haliotrematoides spinatus. a. Gancho dorsal, b. Gancho

ventral, ¢. Barra ventral, d. Barra dorsal, e. Gancho marginal, f. MCO. Escalas 20 pm.

Figura 2.4. a-f. Dibujos de Haliotrematoides plectridium. a. Gancho dorsal, b. Gancho

ventral, c. Barra ventral, d. Barra dorsal, e. Gancho marginal, f. MCO. Escalas 20 pm.
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Figura 2.5. a-f. Dibujos de Haliotrematoides guttati. a. Gancho dorsal, b. Gancho ventral,

c. Barra ventral, d. Barra dorsal, e. Gancho marginal, f. MCO. Escalas 20 pm.
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2.4. Discusion

Actualmente se refiere que 26 de 29 especies de pargos (Lutjanidae) examinados alrededor
del mundo son parasitados por dactilogiridos de la clase Monogenoidea. De las cuales 21
especies albergan 27 especies del género Euryhaliotrema y 17 se registran parasitados por
22 especies del género Haliotrematoides (Kritsky et al. 2009 y Kritsky 2012). En México,
5 especies del género Euryhaliotrema y 6 especies de Haliotrematoides han sido reportadas
para lutjanidos en el Atlantico. Para el Pacifico, se han registrado 2 especies de
Euryhaliotrema y 3 especies mas de Haliotrematoides (Zhukov 1976, Kritsky et al. 2009,
Garcia-Vargas et al. 2008, Kritsky 2012, Soler-Jiménez y Fajer-Avila 2012, Soler-Jiménez
et al. 2012). Las caracteristicas morfologicas de las especies de dactilogiridos encontradas
en este estudio coinciden con las descripciones hechas por Garcia-Vargas et al. (2008) para
E. perezponcei 'y H. guttati, Kritsky et al. (2009) para H. plectridium y H. spinatus y Soler-
Jiménez et al. (2012) para E. mehen.

La presencia de una base bulbosa en el 6rgano copulador masculino en dos de las especies
encontradas permitié su ubicacion dentro del género Euryhaliotrema (Kritsky y Boeger
2002), con variaciones morfologicas en su 6rgano copulador y haptor posterior, que las

separan en dos diferentes especies.

Euryhaliotrema perezponcei fue descrita originalmente por Garcia-Vargas et al. (2008) y
redescrita por Kritsky (2012). Euryhaliotrema perezponcei podria ser confundida con E.
torquecirrus por presentar similaridad en la morfologia de sus MCO, ganchos y barra
dorsal. Kritsky (2012) considera que estas dos especies podrian representar un ejemplo

claro de especies cripticas o especies hermanas.

E. mehen fue ubicada originalmente dentro del género Euryhaliotrematoides por presentar
caracteristicas propias del género (Soler-Jiménez et al. 2012). Sin embargo, Kritsky (2012)
realiz6 una revision detallada considerando el género Euryhaliotrematoides como
sinonimia de Euryhaliotrema. Euryhaliotrema mehen es muy parecido a Euryhaliotrema

longibaculum (Zhukov 1976) en la morfologia general del armamento haptoral y del 6rgano
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copulador masculino. Estos dos especimenes fueron comparados a través de las figuras
originales de Zhukov (1976). Ademas, se realizo la descripcion de una nueva combinacion
propuesta por Kritsky y Boeger (2002) para ser transferido del género Haliotrema a
Euryhaliotrema. Sin embargo, la comparacion puntual entre E. mehen y E. longibaculum y
con apoyo del material disponible en el museo se confirman las diferencias entre ambas
especies. No obstante, no se puede descartar la posibilidad de considerar estas dos especies

como especies cripticas.

Haliotrematoides es un género recientemente descrito por Kritsky ez al. (2009), el cual fue
detallado a partir de la especie tipo H. hatzenbuehlerae. La diagnosis de este género incluye
caracteristicas que comparten con Euryhaliotrema y Haliotrema. Sin embargo, presenta
rasgos propios para el género: 1. Una distribucion unica de los ganchos marginales, excepto
el par 5, y por lo general los pares 4 y 6, situados en el tronco o pedinculo anterior
posterior del haptor; 2. Ausencia de pieza accesoria en el complejo copulador; 3. Gancho
dorsal con la base perforada que carece de raiz interna, vastagos alargados relativamente
rectos y ranuras superficiales en la parte distal de los ejes; 4. Ganchos ventrales con raices
basales desarrolladas, vastagos alargados y ranurados y 5. Barra ventral generalmente con
dos muescas submediales. Haliotrematoides plectridium y H. spinatus fueron originalmente
descritos por Kritsky y Mendoza-Franco (2009), pero a consideracion de Garcia-Vasquez et
al. (en prensa) fue necesaria su revision por falta de detalle en la descripcion.
Haliotrematoides guttati inicialmente fue descrita como Haliotrema guttati por Garcia-
Vargas et al. (2008). Pero como resultado de una descripcion inconsistente y basada en
especimenes colectados del mismo hospedero en Panama, Kritsky et al. (2009) redescriben
y transfieren esta especie al género Haliotrematoides, como H. guttati (Garcia-Vargas,

Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008) n. comb.

La semejanza entre E. mehen y E. longibaculum,; E. perezponcei y E. torquecirrus, H.
plectridium y H. cornigerum; H. spinatus y H. longihamus,; H. guttati y H. heteracantha,
parece indicar que se tratan de la misma especie. Sin embargo, la posibilidad de que sean
especies cripticas puede estar involucrada (especies morfologicamente similares pero
genéticamente distintas). Euryhaliotrema mehen, E. perezponcei, H. plectridium, H.

spinatus 'y H. guttati fueron colectados en la costa del Pacifico del norte de México,
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mientras que sus especies hermanas (E. longibaculum, E. torquecirrus, H. cornigerum, H.
longihamus y H. heteracantha) fueron descritas a partir de lutjanidos de la vertiente del
Atlantico (Zhukov 1976). Las especies de monogeneos que son (o casi) morfologicamente
indistinguibles y que se producen en ambos lados del Pacifico y el Atlantico no son
inusuales. Este fenomeno estd bien documentado para una gran variedad de taxones
animales (Lessios et al. 1995, Lessios 1998, Tringali et al. 1999), y se hace alin mas comun
a medida que aumentan los estudios de filogeografia (Criscione et al. 2005). Un ejemplo
evidente de especies cripticas se encuentra entre FEuryhaliotrema atlantica 'y
Euryhaliotrema paralonchuri de las branquias de los scianidos Paralonchurus brasiliensis
del Océano Atlantico y Paralonchurus peruanus del Océano Pacifico, respectivamente

(Kritsky y Mendoza-Franco 2008).

La morfologia es aun considerada el pilar de la identificacion y la taxonomia (McManus y
Bowles 1996), sin embargo, la determinacion de especies parasitas es a menudo dificil
debido a sus limitados caracteres morfologicos (Criscione et al. 2005). Actualmente, la
validez taxondmica de algunas especies de ancyrocephalinos ha sido cuestionada debido a
la falta de detalles morfoldgicos en las descripciones originales, lo que resulta en esquemas
de clasificacion inestables para este grupo de monogeneos. Dada esta problematica, es claro
que la morfologia de los parasitos puede ser poco fiable si es usada como un unico criterio
de distincion. Es por esto que actualmente se utilizan metodologias alternas como
complemento de la taxonomia tradicional; la identificaciéon genética de las especies se ha
convertido en gran medida en la aplicacion mas utilizada de las herramientas moleculares

en la parasitologia (McManus y Bowles 1996).

Para facilitar la diferenciacion de especies cripticas es necesario el uso de marcadores
moleculares y la comparacion de las secuencias de ADN de las especies en conflicto. En
este estudio se obtuvo la descripcion molecular de los genes ribosomales 28S y 18S ADN
para las especies encontradas. Sin embargo, para validar o rechazar la posibilidad de
especies cripticas debemos direccionar un nuevo estudio que se enfoque en obtener y

comparar las secuencias de ADN de las especies mencionadas.
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El analisis de las secuencias de ADN ofrece la aproximacion mas directa para la
caracterizacion de especies distintas, el cual estd enfocado en el porcentaje de
diferenciacion (o de similitud) de las secuencias de genes, evitando problemas de variacion
de estadio de ciclo de vida, estacionalidad o incluso modificaciones inducidas por el
hospedero. Zietara y Lumme (2003) usaron secuencias de nucleotidos del gen ITS rADN
para confirmar la identificacion morfologica de tres pares de especies morfologicamente
similares (especies cripticas) de Gyrodactylus. Asi mismo, numerosos autores han hecho
uso de herramientas moleculares para la determinacion precisa de las especies (Schallig y
Oskam 2002, Li et al. 2005a y 2005b, Collins et al. 2010), incluso para distinguir formas
patogenas o no patdégenas del mismo parasito sobre un grupo de hospederos (Kania et al.
2007). La identificaciéon basada en el ADN y el descubrimiento de nuevas especies
parésitas también tiene implicaciones en nuestro conocimiento de la biodiversidad global
(Poulin y Morand 2004, Criscione et al. 2005). Los limitados caracteres morfologicos de
algunos grupos de parasitos pueden probablemente tener como resultado una subestimacion
de la biodiversidad existente. Por ejemplo, el analisis de mtADN sugiere que el nimero de
especies que producen malaria aviar se acerca a los 10000, nada comparable con las 175
especies que fueron previamente identificadas por métodos morfologicos (Bensch et al

2004).
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2.5. Conclusiones

El pargo flamenco, Lutjanus guttatus, en ambientes silvestres esta parasitado por cinco
especies de monogeneos dactilogiridos: Euryhaliotrema mehen Soler-Jiménez, Garcia-
Gasca y Fajer-Avila 2012, Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila y
Lamothe-Argumedo 2008, Haliotrematoides spinatus Kritsky y Mendoza-Franco 2009,
Haliotrematoides plectridium Kritsky y Mendoza-Franco 2009 y Haliotrematoides
guttati Garcia-Vargas, Fajer-Avila y Lamothe-Argumedo 2008.

Euryhaliotrema mehen se registra como nueva especie de monogeneo dactilogirido y se

redescriben  Haliotrematoides  spinatus, = Haliotrematoides  plectridium 'y

Haliotrematoides guttati para el pargo flamenco.
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CAPITULO 3: PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR) como herramienta

alternativa en la cuantificacion de dactilogiridos

3.1. Introduccion

Para un diagnostico efectivo, que nos permita indicar a tiempo el tratamiento adecuado para
el control de enfermedades parasitarias, es esencial ademas de la identificacion precisa de
las especies, la estimacion de sus niveles de infestacion. La identificacion y cuantificacion
de especies de monogeneos dactilogiridos por técnicas convencionales son lentas y
laboriosas, lo que las hace poco practicas en estudios epidemiologicos y de diagndstico
donde se necesita la revision de un gran numero de muestras en poco tiempo. Considerando
las limitaciones de estas técnicas, se requiere el desarrollo de una técnica robusta, sensible y

rapida para determinar los niveles de infeccion de las diferentes especies de dactilogiridos.

El PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) es una herramienta molecular que se ha
utilizado recientemente para la deteccion y cuantificacion de patdgenos (Kania ef al. 2007,
Jansson et al. 2008, O'Regan et al. 2008, Collins et al. 2009, Konnai et al. 2009, Jefferies
et al. 2009, Robert et al. 2009, Collins ef al. 2010, Griffin ef al. 2011). La técnica de qPCR
permite cuantificar la cantidad del ADN de interés presente en una muestra. Esta técnica
estd basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se usa para amplificar y al
mismo tiempo cuantificar moléculas de ADN especificas y asi acceder a datos fiables y
precisos sobre la abundancia del patogeno en estudio (Heid ef al. 1996). En esta prueba el
producto de PCR se mide al final de cada ciclo de amplificacion. Los datos pueden ser
analizados mediante un software informatico y el niimero de copias de ADN obtenidas

pueden calcularse (Vinueza-Burgos 2009).

Para obtener estos resultados, este sistema incluye dos componentes: elementos Opticos
integrados al termociclador y marcadores fluorescentes intercalantes en el ADN que
proporcionan informacion acerca de la amplificacion a lo largo de los ciclos de la PCR
(Heid et al. 1996). Los marcadores fluorescentes (como SYBR GREEN o Eva GREEN) se
unen a todas las secuencias de doble cadena de ADN en una reaccion de PCR. Una vez que

el colorante se une al acido nucleico formado en la reaccion, éste emite una sefial
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fluorescente que se procesa en tiempo real (Walker 2002). Por lo tanto, un aumento del
producto del PCR conduce a un aumento de la fluorescencia detectada en cada ciclo del
PCR, permitiendo que las concentraciones de ADN puedan ser cuantificadas (Ririe et al.
1997). El método de PCR en tiempo real es totalmente automatizado, pero lo mas
importante, la precision y la resolucion de los resultados y sensibilidad del método se
mejoran (Dias et al. 2008). PCR en tiempo real permite el procesamiento de hasta 96
reacciones a la vez, con todas las detecciones se informa en tiempo real y se expresa como
valores numéricos. Los resultados pueden ser por lo tanto mas faciles de reproducir e

interpretar (Dias et al. 2008).

Es cierto que, aunque la reaccion de PCR en tiempo real es mas costosa que la de PCR de
punto final, esto es compensado por el ahorro de tiempo y costos subsecuentes (Collins et
al. 2010). Varios métodos se han desarrollado para cuantificar el producto de PCR de punto
final, sin embargo, se ha aplicado principalmente como un método cualitativo, ya que para
llevar a cabo la cuantificacion en los productos de estas reacciones se necesita mucho
tiempo y los métodos para realizarla son relativamente dificiles y poco precisos (Lee et al.
2004, Valasek y Repa 2005). Por el contrario, la ventaja mas importante del PCR en tiempo
real es que el proceso completo se realiza en el termociclador. Esta caracteristica ayuda a
disminuir el riesgo de posterior contaminacion en el laboratorio y permite aumentar el

rendimiento de la prueba (Valasek y Repa 2005).

El PCR en tiempo real tiene amplias aplicaciones en investigacion cientifica y como
herramienta de diagnostico. Vale la pena resaltar que se han hecho grandes logros en el
estudio de virus que afectan al hombre y a los animales (Bustin 2005) asi como en la
investigacion de bacterias y hongos patdgenos, pues esta prueba ofrece una gran
sensibilidad y especificidad en menor tiempo y a un menor costo. También es ampliamente
utilizada en identificar mutaciones o polimorfismos genéticos (Valasek y Repa 2005). Es
actualmente uno de los métodos mas usados en estudios bioldgicos de genes expresados

(Frost y Nilsen 2003).
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La técnica de PCR en tiempo real ha sido usada como herramienta de diagnosis para
parasitos en peces. En Noruega, por ejemplo, esta técnica fue empleada por Frost y Nilsen
(2003) para validar genes de referencia y su transcripcion durante todas las fases del ciclo
de vida del piojo del salmon. Collins ef al. (2010) consideran que el PCR en tiempo real es
una herramienta util para el monitoreo rutinario y los brotes eventuales de Gyrodactylus
salaris en salmén. De forma cuantitativa el PCR en tiempo real fue usado para determinar
la carga parasitaria de Tetracapsuloides bryosalmonae, un myxosporidio agente causal de
la enfermedad proliferativa del rifidon, en trucha (Oncorhynchus mykiss y Salmo trutta)
(Grabner y El-Matbouli 2009). Kelley et al. (2006) evaluaron la técnica para el diagnostico
de Myxobolus cerebralis en trucha (Oncorhynchus mykiss), comparandola con cuatro
métodos de diagnosis mas, y concluyeron que el PCR en tiempo real suministra buena
evidencia bioldgica y manifiestan que potencialmente podria ser usado como una
herramienta de diagndstico cuantitativo para predecir la carga parasitaria de peces. Sin
embargo, han sido pocos los estudios relacionados a la parasitosis por monogeneos.
Ademas de Collins et al. (2010), Ek-Huchim et al. (2012) recientemente plantearon un
método no invasivo para la deteccion de Cichlidogyrus spp. (Monogenea,

Ancyrocephalinae) en el mucus de las branquias de tilapia Oreochromis niloticus.

Existe informacion sobre los niveles de parasitacion por dactilogiridos capaces de causar
diferentes grados de severidad en las branquias y afectaciones fisioldgicas que danan la
salud del pargo flamenco (Del Rio —Zaragoza ef al. 2010). Por lo cual, la técnica de PCR en
tiempo real, puede ser usada como una herramienta de diagnostico cuantitativo para estimar
la carga parasitaria por dactilogiridos en el pargo flamenco. Esto es particularmente util en
los sistemas de cultivo en jaulas, donde las altas densidades de siembra favorecen el
desarrollo de altas infestaciones por este parasito en corto tiempo, poniendo en riesgo la
vida de los peces; por lo que su deteccion temprana permitiria la aplicacion de las medidas

de control antes de que aparezcan signos de enfermedad o mortalidades.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Método de la curva estandar y PCR en tiempo real (QPCR)

Disefio de Primers para gPCR: Se realizé una alineacion de secuencias del gen 28S para
las tres especies de dactilogiridos encontradas en pargos cultivados en jaulas (E.
perezponcei, E. mehen 'y H. guttati), utilizando el programa MULTALIN:

http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html para detectar areas conservadas que

ayudardn al disenio de oligos apropiados (Figura 3.1). Los oligos disefiados fueron
analizados por medio del programa OLIGO ANALYZER

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx  teniendo en

cuenta las siguientes caracteristicas:

e Amplicon de 200 nucledtidos.

e Tamaifio de los oligos: 18—26 pb.

e Tm: 65°C (para lograr una temperatura de alineacion de 60°C).

e Contenido de GC: 40—60%.

e No tener hileras largas de bases iguales (ej. AAAAA o0 GGGGCCQG).
e Evitar la auto-complementacion (formacion de asas).

e Evitar la formacion de dimeros en el extremo 3°.
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Figura 3.1. Alineacion de secuencias del Gen 28S para las especies de dactilogiridos

encontradas: E. perezponcei, E. mehen 'y H. guttati.

Colecta de parasitos y Extraccion de ADN gendmico: A partir de peces silvestres

obtenidos directamente de la produccion de pesca hecha por pescadores artesanales del area

de estudio,

se colectaron individuos de E. perezponcei, E. mehen y H. guttati, en nimeros

seriados: E. perezponcei (1, 5, 10, 50, 100, 150, 200, 300 y 500); E. mehen (1, 5, 10, 50,
100, 150, 200 y 300) y H. guttati (1, 5, 10, 30, 50 y 100) (Figura 3.2), y fueron puestos en

microtubos de 1.5 ml con alcohol al 96%. A cada una de las muestras se le realizo

extraccion de ADN gendmico con kit DNeasy Blood y Tissue (Qiagen) de acuerdo con el

protocolo del fabricante. Todas las extracciones fueron visualizadas en geles de agarosa al

2% tefiidos con Redgel y almacenadas a -20°C.
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Figura 3.2. Esquema de parasitos colectados en nimero creciente.

Amplificacion: La cuantificacion absoluta del ADN obtenido se llevo a cabo por qPCR
utilizando EvaGreen®. El ciclo umbral de amplificacion (Cq: ciclo donde se detecta la
primera emision luminosa, inicio de la fase exponencial de amplificacion) para cada
muestra fue calculado. Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador para PCR
en tiempo real, CFX 96 Real-Time PCR Detection System (BioRad). La mezcla maestra
para las amplificaciones de qPCR se realizaron con 0.5 pl del ADN gendmico extraido, 2.5
ul de SsoFast™ EvaGreen® Supermix, 0.1 pul por primer (0.25 mg ml™) y 1.8 ul de agua
estéril. Las reacciones de qPCR fueron hechas por triplicado bajo las siguientes
condiciones: Un ciclo inicial de desnaturalizacion de 95° C por 180 segundos; seguido por
34 ciclos de 95°C por 40 segundos, 60° C por 50 segundos y 72° C por 50 segundos. Por

cada placa de qPCR procesada se incluyo un control negativo.

Construccion de curva de calibracion: Para la construccion de la curva estdndar, los
valores de Cq obtenidos del qPCR fueron graficados contra el logaritmo en base 10 del
numero de individuos, y por medio de un andlisis de regresion lineal se gener6 una linea de
tendencia con su respectiva ecuacion y coeficiente de correlacion (R?). Se realizé un

andlisis de prueba de errores para corroborar el ajuste lineal.
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3.2.2. Aplicacion de PCR en tiempo real para la estimacion de niveles de infestacion de

dactilogiridos en muestras de campo (diagndstico molecular).

Obtencion de Muestras: Los peces fueron colectados durante muestreos de rutina en jaulas
flotantes y transportados al laboratorio. Se realizaron 10 muestreos mensuales de Febrero a
Noviembre 2012, de los cuales solamente 7 fueron incluidos en este analisis. Un total de 85
individuos fue examinado. Las branquias se diseccionaron, separando el segundo arco
branquial del lado izquierdo, el cual fue conservado en frascos con etanol al 96%. Estos
arcos se procesaron bajo el estereomicroscopio (Olympus SZ61) donde se aislaron,
identificaron y cuantificaron cada uno de los monogeneos dactilogiridos encontrados en el
tejido. A continuacion, los individuos fueron colocados en viales de 1.5 ml con etanol al

96% y almacenados.

Para las muestras tomadas en los meses de Julio y Noviembre, se realizo la identificacion y
conteo de los individuos encontrados, sin ser separados de los filamentos branquiales.
Luego los filamentos fueron puestos en viales de 1.5 ml con etanol al 96%. Esto para hacer

la estimacion del numero de individuos incluyendo ADN del hospedero.

Extraccion y amplificacion: Posteriormente se procedid a la extraccion de ADN por la
técnica de precipitacion de sales, similar al procedimiento antes descrito en el epigrafe 2.2.2

(CAPITULO 2), pero con algunas modificaciones, mencionadas a continuacion:

1. El tiempo de incubacion en solucion buffer de lisis y proteinasa K aument6 a 30
minutos.

2. El producto fue resuspendido en 100 ul de TE.

El producto obtenido de extraccion de ADN gendmico se dejo en reposo al menos por una
hora para proseguir con la técnica de qPCR, la cual se llevd a cabo con el producto original
de extraccion (ADN sin diluir) y bajo las mismas condiciones con las cuales se

construyeron las curvas de calibracion.
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Cuantificacion: La estimacion del numero de individuos fue calculada usando la ecuacion
de la curva arrojada por el analisis de regresion lineal para el numero seriado de individuos.
Cada valor de Cq obtenido de las muestras fue reemplazado en la ecuacion y al resultado se
le calculd el anti-logaritmo en base 10, para conseguir el valor calculado del nimero de

individuos (Co).

Validacion de la prueba: Para responder a la pregunta si los valores obtenidos por el
método molecular (Co calculados) son similares a los valores observados, es decir que tanto
se corresponden los valores observados con los calculados, se aplicO un andlisis de
regresion lineal simple para todo el grupo de datos. Un andlisis de regresion multiple fue
aplicado para relacionar y comparar dos épocas muy marcadas por las diferencias en el
nimero de dactilogiridos (Mayo y Junio; Julio a Noviembre). Asi mismo, se empleé un
analisis de comparacion de medias para ver diferencias entre grupos (observados vs

calculados).
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3.3. Resultados

3.3.1. Especificidad y sensibilidad de la prueba (real-time PCR) para la deteccion de

dactilogiridos

Para evaluar la sensibilidad de la prueba de qPCR para la deteccion y cuantificacion de la
parasitosis por dactilogiridos, primero se determiné el limite de deteccion. Para esto se
realizd la amplificacion de un solo individuo, asi se confirmo si la prueba era capaz de
detectar la cantidad minima de ADN del parasito que puede ser encontrada, obteniendo

resultados positivos (Cq=25.3) (Figura 3.3).

Para evaluar la especificidad de la prueba, los primers disefiados (Tabla 3.1) fueron
probados en tejido del hospedero, verificando asi que estos s6lo amplifican ADN de

dactilogiridos, evitando resultados falsos positivos (Figura 3.4).

Standard Curve

Log Starting Quantity

Figura 3.3. Graficas arrojadas por el sofward BioRad CFX Manager 3.0 qPCR.
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ox

Figura 3.4. Fotografia de gel de agarosa.

Tabla 3.1. Secuencia y caracteristicas de los primers disefiados en este estudio para la

amplificacion del gen 28S rADN para PCR en tiempo real.

Primer Secuencia 3°- 57 Caracteristicas
Forward GTGAACGGAGATTAGCCCATCA Longitud: 22
Tm: 63.46 °C
%GC: 50
Reverse GATTGCTTGAGAATGCAGTCCA  Longitud: 22
Tm: 62.59 °C
%GC: 45.45

3.3.2. Método de la curva estandar y PCR en tiempo real (qPCR)

Curva de calibracion: La curva estandar fue generada usando el ADN gendémico extraido
de los parésitos en numero seriado. El andlisis de regresion lineal reveld un buen ajuste de
los datos a la linea de tendencia (R?=0.96) y un valor de P por debajo del error (P<0.05),
expresando una correspondencia significativa del valor de Cq con la cantidad de ADN
presente. Adicionalmente, en la ecuacion de la recta obtenida se observa una pendiente
negativa que se traduce en una relacion inversa entre las variables, lo que indica que a
menor valor de Cq es mayor la cantidad de ADN, es decir, es mayor el numero de

individuos presentes (Figura 3.5).
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El valor de Cq de cada muestra nuevamente fue usado y reemplazado en la ecuacion que se
obtuvo de la regresion para generar un grupo de datos de valores calculados (Co calculado),
que al ser comparados con el nimero conocido de individuos (Co observado = nimero
seriado de individuos) no se evidenciaron diferencias significativas entre estos grupos

(P>0.05) (Tabla 3.2), a simple vista se puede ver la gran similaridad entre los valores.

Tabla 3.2. Valores calculados y observados de Co (Co observado: nimero conocido de

individuos; Co calculado: nimero estimado por medio de gPCR).

E. perezponcei E. mehen H. guttati Mezcla d.e fas 3
especies
Co Co Co Co Co Co Co Co
observado calculado observado calculado observado calculado observado calculado
1 1,592 1 1,188 1 0,689 1 1.941
5 5,437 5 4,293 5 10,730 5 5.241
10 11.876 10 13,225 10 13,456 10 4.486
50 56,004 100 100,746 30 35,532 50 51.995
100 95,511 200 206,072 50 42,327 100 79.303
150 143,211 300 277,649 100 87,488 150 153.616
200 218,595 200 258.016
300 307,732 300 345.694
500 487,893 500 438.141
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25 - y =-0.22x + 5.6945

R?=0.9668

1.5 4

Numero de individuos (Log10)

O T T T T T T T 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26

Cq

Figura 3.5. Curva estandar generada a partir del andlisis de regresion lineal para la relacion
entre el Log;o del nimero de individuos y el Cq obtenido para cada uno. Ecuacion de la

curva y su coeficiente de correlacion.

3.3.3. Aplicacion de PCR en tiempo real para la estimacion de niveles de infestacion de

dactilogiridos en muestras de campo (diagnostico molecular).

A partir de ensayos preliminares con respecto a la estandarizacion de la extraccion de ADN
de los arcos branquiales y la técnica de qPCR; se realizd la extraccion de ADN de sélo
individuos parésitos previamente contados e identificados, para 4 de los muestreos (Junio,
Agosto, Septiembre y Octubre). Para los muestreos de Julio y Noviembre, se seleccion6
hacer el conteo e identificacion de los individuos sin que fueran separados del filamento
branquial. Se procedié a llevar a cabo extraccion de ADN gendmico y técnica de qPCR
para cada muestra con el producto original de extraccion. Un total de 85 muestras de tejido
branquial fueron colectadas y analizadas individualmente, en todas las muestra el resultado

fue positivo para la presencia de dactilogiridos.

En la figura 3.6 se muestran los valores promedio de los individuos contados y para el
nimero estimado por la técnica qPCR, evidenciando una sobreestimacion por parte del

método molecular. Esta sobreestimacion es muy marcada para los muestreos de Mayo y
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Junio, valordndola en un 197% y 116% mas del porcentaje de individuos contados y
evidenciando diferencias significativas entre los grupos (P<0.05). Sin embargo, para los
muestreos de Julio, Agosto, Septiembre, Octubre y Noviembre la estimacion del numero de
individuos por el método en prueba fue acertada, no se encontraron diferencias
significativas entre el nimero de individuos estimados por qPCR y el numero de individuos
contados (P>0.05). El andlisis de regresion lineal indicé que el nivel de prediccion por parte

de la técnica en prueba es razonablemente bueno (R>=0.63 y P<0.05).

500 -+

197% H Co Observado
450 - 0 116%

400 4 id Co calculado
350 -
300 -
250 -
200 - -40% 50%

150 - 9% 14%
0,
100 - 11%

Promedio de dactilogiridos

50 -

May Jun Jul Ago Sep Oct Nov

Figura 3.6. Valores promedio del nimero de dactilogiridos contados (Co observado) y el
numero de dactilogiridos estimado por qPCR (Co calculado). Valor porcentual de la

sobreestimacion del método de qPCR.
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3.4. Discusion

En este estudio, se ha desarrollado un método molecular (PCR en tiempo real) capaz de
detectar y cuantificar especies de monogeneos dactilogiridos utilizando EvaGreen®, un
colorante intercalante en el ADN de doble cadena, que emite fluorescencia con una
intensidad proporcional a la cantidad de ADN de doble cadena presente, y puede ser
detectado en tiempo real. El método ha demostrado ser directo, altamente sensible, efectivo,
fiable y aplicable para reconocer y cuantificar especies de dactilogiridos de muestras de
tejido branquial de L. guttatus. Por lo tanto, estos resultados nos permiten considerar la
prueba como un primer paso para el diagnostico y control de enfermedades producidas por
dactilogiridos (dactilogiriosis). De la misma manera como se ha hecho en la evaluacion de
otro tipo de pardsitos, por ejemplo especies de tripanosomas, para los cuales se han tenido
avances importantes y ya cuentan con un importante registro de investigaciones para su
cuantificacion (Cummings y Tarleton 2003, Becker et al. 2004, Freitas et al. 2005, Piron et
al. 2007, Taylor et al. 2008, Konnai et al. 2009).

Para generar la curva estandar se usaron dactilogiridos adultos en niimeros seriados de
individuos, estableciendo que el limite minimo de deteccion cuantitativa en la prueba fue de
un individuo (Figura 3.4). Sin embargo, la estimacion del qPCR para niveles de
dactilogiridos muy bajos (<10 individuos) no fue precisa; los valores de Cq obtenidos para
muestras con 1 a 9 individuos no mostraron diferencias relevantes para poder determinar si
la parasitacion fue de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 6 9 individuos. No obstante, la relacion entre el
numero de parasitos y el valor de Cq fue buena, resulta ser una relacion inversa, es decir,
que a mayor cantidad de ADN (mayor nimero de individuos) es menor el valor de Cq.
Desafortunadamente no existe algun estudio que ayude a hacer una comparacion solida en
cuanto a la sensibilidad del método. Sin embargo, Konnai et al. (2009) determinaron que
muestras con menos de 25 tripanosomas por ml de sangre no fueron suficientes para
generar un punto en la curva estandar. El primer punto usado en la curva fue a partir de 10
parasitos por ml de sangre. Konnai y colaboradores afiaden que no hay sefiales de que
puedan ser obtenidas muestras de bovinos que contengan 10' parasitos por ml de sangre.

Por otra parte, Ek-Huchim et al. (2012) determinaron que el limite minimo de deteccion
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para su prueba fue de 1.2 ng de ADN purificado del parasito, teniendo en cuenta que este
estudio se realizd con la técnica de PCR en punto final. Pero este valor es comparable con

0.98 ng de un sdlo individuo cuantificado en este estudio.

A pesar que la técnica de qPCR para dactilogiridos no tiene la sensibilidad suficiente para
diferenciar entre 1 ¢ 9 parésitos y necesita al menos una escala de magnitud para una
estimacion cuantitativa precisa, ésta se considera adecuada. A niveles de infeccion
superiores a 22 dactilogiridos en promedio por pez es que empiezan a ocurrir los primeros
dafios en los filamentos branquiales de los pargos flamencos y no es sino hasta 100
parésitos que puede haber afecciones en el intercambio respiratorio (Del Rio-Zaragoza et
al. 2010). Por lo tanto, desde el punto de vista diagndstico, la estimacion precisa de qPCR
para niveles de infeccion mayores a 10 dactilogiridos puede ser aplicada en los sistemas de
jaulas flotantes de pargo flamenco para realizar una deteccion temprana de este parasitismo

y recomendar la terapia adecuada.

En el estudio del comportamiento del parasitismo por monogeneos dactilogiridos presentes
en los arcos branquiales del pargo flamenco L. guttatus cultivado en jaula, usando el
método de la curva estandar, se estimo acertadamente el namero de dactilogiridos de cada
hospedero. La estimacion de la abundancia de dactilogiridos por el método molecular fue
muy aproximada al conteo real (Tabla 3.2). Sin embargo, los primeros muestreos (Mayo y
Junio) mostraron una sobreestimacion de més del 150% con respecto al ntimero de
individuos observados. Esto puede corresponder con la biologia del parasito. Estudios sobre
la produccion de huevos de diferentes especies de dactilogiridos (Iziumova 1956, Prost
1963, Paperna 1963, Molnar 1971, Kashkovskii 1982), han demostrado estar influenciados
por diferentes componentes. Iziumova (1956), por ejemplo, estudi6 la puesta de huevos de
Dactylogyrus vastator mientras estaba adherido a su hospedero y concluyé que en general,
la produccion de huevos se incrementa con la edad del parasito. Kearn (1985), atribuye el
aumento en la produccion al tamafo del pardsito y asegura que pardsitos grandes pueden
producir mds de 60 huevos al dia. Asi mismo, la temperatura es un factor con gran
importancia en la produccién de huevos de dactilogiridos (Kearn 1986). Un estudio

comparativo dirigido por Kearn (1986), ilustra la tendencia de los monogeneos a
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incrementar la produccion de huevos con el aumento de la temperatura, sin embargo, a
temperaturas por encima del limite, la produccion disminuye. Por ejemplo, D. vastator
puso 29 huevos por parasito por dia a 28°C y a 37°C esta produccion bajo a 2.5 huevos

(Paperna 1963).

La sobreestimacion del nimero de dactilogiridos del pargo flamenco presentada en los
meses de Mayo y Junio, podria ser atribuida a que el incremento en la temperatura del agua
(26 y 29 °C), puede haber favorecido la produccion de huevos, los cuales no fueron
cuantificados pero representan un aumento en la cantidad de ADN presente en las muestras.
En los siguientes meses, Julio y Agosto, se registraron temperaturas por encima de los 31°C
y hubo un descenso drastico en la estimacion del numero de dactilogiridos (Figura 3.6). Los
resultados parecen indicar que el intervalo de temperatura entre 22 y 29°C es favorable para

la produccion de huevos de los dactilogiridos del pargo flamenco.

En este estudio, mediante qPCR se logro cuantificar dactilogiridos aislados de su hospedero
y en tejido branquial. Los muestreos de los meses de Julio y Noviembre revelaron estos
ultimos resultados donde el nimero de individuos estimados no fue significativamente
diferente del conteo real, lo que puede indicar que el ADN del hospedero no interfiere en la

eficiencia del método.

El método desarrollado por lo tanto, puede ser particularmente util en el andlisis de
muestras que constan de un gran niumero de individuos, evitando la necesidad de utilizar
métodos de conteo tradicionales que consumen tiempo y pueden ser imprecisos para un
observador cansado; ademas de requerir de un experto en morfologia taxondémica de

dactilogiridos.

A pesar del potencial de la PCR en tiempo real para producir datos cuantitativos, estudios
publicados han explorado comiinmente otras ventajas del método, por ejemplo, su potencial
de ser de alto rendimiento y totalmente automatizado. Taylor et al. (2002) desarrollaron un
ensayo de PCR en tiempo real para la identificacion de tres especies de peces de

importancia econdémica, mas tarde Fox et al. (2005) y Fox et al. (2008), aplicaron esta
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técnica y discutieron sus ventajas con relacion a métodos clasicos mas laboriosos. También
se ha utilizado en la deteccion y vigilancia de especies patdogenas como Salmonela o
Leishmania (O'Regan et al. 2008, Quaresma et al. 2009), en la busqueda de huevos y larvas
de nematodos en heces fecales (Jefferies et al. 2009) o en la identificacion de especies de
girodactilos parasitos de salmon (Collins ef al. 2010). Recientemente, la técnica de PCR en
tiempo real se estd aplicando en la producciéon de los resultados cuantitativos de
protozoarios y bacterias con muy buenos resultados (Konnai et al. 2009, Collins et al.

2009, Griffin et al. 2011).

Los resultados del presente estudio muestran que este método no solamente es aplicable en
la deteccion y cuantificacion de dactilogiridos en pargo flamenco, sino que también puede
ser efectivo en el diagnostico de dactilogiriosis en peces marinos o de agua dulce, y por lo

tanto, de utilidad en el monitoreo de la enfermedad, su control oportuno y tratamiento.
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3.5. Conclusiones

Se desarrolld6 un método molecular (PCR en tiempo real) para la deteccion y
cuantificaciéon de monogeneos dactilogiridos en muestras de tejido branquial de L.
guttatus, herramienta 1til en el diagnostico temprano y monitoreo epidemiologico de

dactilogiriosis en peces.

La técnica de PCR en tiempo real estimé de forma acertada el nimero de dactilogiridos
presentes en los arcos branquiales del pargo flamenco L. guttatus, durante un ciclo de

engorda en jaulas flotantes.
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CAPITULO 4: Dinamica del parasitismo por monogeneos dactilogiridos en pargo

flamenco cultivado en jaulas

4.1. Introduccion

Los monogeneos parasitos han sido reconocidos como un serio patdégeno en la acuacultura
de peces en jaulas flotantes (Ogawa 1996, 2002, Whittington et al. 2001, Ernst et al. 2002,
Grau et al. 2003, Montero et al. 2003, 2004, Whittington 2005). Estos parasitos son
capaces de multiplicarse rapidamente en sistemas cerrados de cultivo con altas densidades
de siembra debido a su ciclo de vida sencillo y directo que solo requiere de un hospedero
(Rohde 1993) y producir huevos cuyos filamentos se adhieren a las redes y provocan altos

niveles de infeccion en los peces cultivados (Ernst et al. 2002; Ogawa 2002).

Los niveles de parasitacion por monogeneos pueden estar relacionados con caracteristicas
del hospedero como, su habitat, edad, tamafio, respuesta inmune, etc. y con factores propios
del parésito como relaciones inter e intraespecificas, ciclo de vida, tasas reproductivas y

supervivencia; pero también estan fuertemente influenciados por factores ambientales.

Al parecer, para los monogeneos de peces el tamafio del cuerpo del hospedero es el
principal determinante de su abundancia y riqueza (Sasal et al. 1997, Lo et al. 1998,
Morand et al. 2000, Simkova et al. 2001, Morand et al. 2002). Hospederos més grandes
representan habitats mas grandes y suministran mayor cantidad de nichos para la

colonizacidn del parasito (Guégan ef al. 1992, Morand et al. 2000, Morand et al. 2002).

Esta relacion podria ser explicada por la teoria insular, la cual sostiene que el nimero de
especies encontrado en una isla o un habitat aislado (nimero del equilibrio) es determinado
por dos factores, el efecto de la distancia del continente y el efecto del tamafio de la isla. En
este caso, cada hospedero representa una isla. Sin embargo, el concepto desarrollado para
esta teoria no puede ser aplicado completamente para la relacion parasito-hospedero por

que la distancia “geografica” entre “hospederos” es dificil de estimar (Kuris et al. 1980).
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Por otro lado, muchos autores consideran que las relaciones positivas que se pueden
encontrar entre el tamafio del cuerpo de los peces y la riqueza (Guégan y Hugueny 1994) o
abundancia de monogeneos (Lo et al. 1998) pueden estar dadas por procesos estocasticos
que al parecer juegan un papel importante. Una disminucién de la riqueza de especies de
parasitos (en abundancia total de gusanos) en peces grandes, puede sugerir que procesos
inmunolégicos del hospedero actiian para regular la abundancia de individuos parasitos.
También debemos recordar que los peces grandes han vivido por un periodo de tiempo
mayor (Winfield y Nelson 1991, Winemiller y Rose 1992) y han tenido mas posibilidades

de estar expuestos a ser parasitados y acumular parésitos con la edad.

Se ha demostrado que la estructura de las comunidades parasitarias estd afectada por las
condiciones ambientales. La temperatura por ejemplo, es descrita por algunos autores como
el principal factor abiotico que regula la dinamica de estas comunidades. La temperatura
tiene un efecto directo en las tasas reproductivas y los procesos infecciosos de los parasitos
en organismos ectotermos (reptiles, anfibios, peces), donde los parésitos tanto adentro
como afuera del cuerpo del hospedero estan expuestos a las variaciones ambientales

(Tinsley y Jackson 2002).

Tinsley y Jackson (2002) compilaron informacion y se enfocaron en los detalles sobre el
espectro de factores que regulan la infrapoblacion de monogeneos polistomatidos
(ectoparésitos de sapos). Ellos concluyeron que los niveles de infeccion de gusanos adultos,
modo de trasmision y desarrollo de huevos dependen de factores ambientales externos
(especialmente la temperatura), ademds de otros aspectos del hospedero y del parasito.
Morales-Serna et al. (2011) reportaron que Lepeophtheirus simplex (copépoda), muestra un
patron estacional a través del afio, donde su prevalencia e intensidad media fueron mas altas
en los meses mas calidos (Agosto y Octubre) comparadas con la prevalencia e intensidad
media de los meses mas frios (Enero, Febrero y Marzo); las tasas de desarrollo de L.
simplex parecen decrecer en aguas frias. Este patron estacional también fue observado para
L. salmonis y L. pectoralis, los cuales alcanzaron sus mayores niveles de infeccion en

verano (Schram et al. 1998, Tully y Nolan 2002, Cavaleiro y Santos 2009). Lo que sugiere

64



Lilia Catherinne Soler-Jiménez

que la temperatura del agua muestra una asociacion positiva con el desarrollo de especies

de copépodos parasitos (Pike et al. 1993 Gonzalez y Carvajal 2003, Costello 2006).

Adicionalmente, la salinidad también es reconocida como como un importante factor
ambiental limitando la distribucion de muchos organismos marinos (Cavaleiro y Santos
2009). Muchos ectoparasitos son conocidos como estenohalinos (Knudsen y Sundnes 1998)
siendo solo capaces de sobrevivir en rangos bastantes estrechos de altas concentraciones
salinas (Cavaleiro y Santos 2009), lo que hace probable que la salinidad también afecte la
parasitofauna de un organismo. Bricknell et al. (2006) registraron que a bajas salinidades la
supervivencia de ectoparasitos puede verse seriamente comprometida. Al parecer, los
individuos experimentan problemas de osmoregulacion como la inhabilidad para regular el
volumen de las células, resultando en una falla de transmisioén nerviosa (Bricknell et al.
2006). Lepeophtheirus salmonis (piojo marino) es un copépodo ectoparasito de salmonidos,
el cual causa fuertes pérdidas econdmicas a la industria del salmoén en el mundo. Bricknell
et al. (2006) hipotetizaron que L. salmonis al ser un organismo estenohalino solamente
podria sobrevivir en un rango de salinidad parecido al del agua de mar, siendo incapaz de
osmoregular efectivamente fuera de su ambiente fisiologicamente Optimo. Resultados
similares fueron obtenidos por Connors ef al. (2008), quienes probaron la supervivencia de
L. salmonis expuesto a salinidades entre 0 a 35 ppm en juveniles de dos especies de
salmones del Pacifico (Oncorhynchus gorbuscha y O. keta), encontrando que la tolerancia
de L. salmonis se incrementaba con el aumento de la salinidad, presentindose rapidas

mortalidades en salinidades iguales a 0.

Los monogeneos también se ven fuertemente afectados por los descensos en las
concentraciones salinas pero, al parecer, los huevos de estos parasitos tienen cierta
resistencia a dichos cambios. El tratamiento mas utilizado contra las infecciones de
Benedenia seriolae son los bafios de agua dulce a los peces, este método es altamente
efectivo para eliminar adultos de B. seriolae, pero las infecciones reaparecen
inmediatamente después del tratamiento (Ernst et al. 2005), lo que sugiere que los huevos
son resistentes al tratamiento (Mueller et al. 1992). Periodos de exposicion mas largos al

agua dulce fueron exitosos para la eliminacion total del parasito, incluidos huevos y adultos
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(Mueller et al. 1992, Diggles et al. 1993, Emst et al. 2005). Resultados similares fueron
obtenidos por Fajer-Avila et al. (2007), donde la viabilidad de los huevos de monogeneos
ancirocefalinos se vio afectada en un 90% después de 3 horas de exposicion al agua dulce;
de igual forma probaron su efectividad en monogeneos adultos parasitando pargos
flamencos (Lutjanus guttatus), los hospederos fueron expuestos a bafios de agua dulce por
30 minutos, obteniendo el 100% de remocion de los parésitos. En el 2008 Fajer-Avila et
al., describieron la efectividad del agua dulce para la remocioén del monogeneo capsalido
Neobenedenia sp. en botete diana (Sphoeroides annulatus). Los peces infectados
experimentalmente con monogeneos fueron expuestos al agua dulce de 10 a 60 minutos

mostrando una reduccion significativa del 95% a 20 min de exposicion.

El oxigeno disuelto es otro factor que se tiene muy en cuenta en los estudios de
estacionalidad de parasitos marinos. Se ha encontrado que la disponibilidad de oxigeno
disuelto esta negativamente relacionado con la prevalencia y abundancia de las poblaciones
de monogeneos branquiales, alcanzando altos niveles de infestacion bajo condiciones
hipdoxicas (Raymond et al. 2006). Sin embargo, no todas las poblaciones de monogeneos
prefieren estas condiciones; la variacion en el flujo del agua a través de los arcos
branquiales (fuerza y direccion) puede influenciar en el asentamiento de los parasitos
(Llewellyn 1966). Rubio-Godoy y Tinsley (2002) reportaron una correlacion positiva entre
la proporcidn del nimero de Discocotyle sagittata y el flujo de la corriente sobre cada uno
de los arcos branquiales de Oncorhynchus mykiss. Posiblemente el mayor volumen de agua
pasando por los arcos branquiales suministra las condiciones aerdbicas favorables para el
establecimiento de los parasitos. La fuerza de las corrientes también puede estar muy
relacionada a la segregacion morfologica. Lo que sugiere que la disponibilidad de oxigeno
disuelto no afecta directamente al pardsito, sino mas bien estd influenciando su estilo de

vida. Es decir, establecimiento en el hospedero y seleccion de microhabitat.
Sin embargo, no hay que olvidar que la influencia que tengan los factores abidticos sobre

los organismos y las poblaciones parasitarias va a depender de las caracteristicas

fisiologicas de cada especie y su grado de tolerancia.
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La identificacion de las especies de parasitos y la determinacion de sus prevalencias e
intensidades en ambientes naturales, provee el conocimiento de los niveles cuantitativos de
parasitos que puedan tolerar estos peces. Las rupturas de las barreras de transmision fisicas
y ecoldgicas que ocurren bajo condiciones de cultivo pueden dar lugar a hiperinfecciones
(Sharp et al. 2003); por lo cual la identificacion de especies de dactilogiridos que amenazan
el cultivo de pargo flamenco y el conocimiento de sus abundancias ayuda en la elaboracion

de procedimientos efectivos y estrategias de manejo de enfermedades.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Fase experimental en jaulas

Obtencion de Peces: Los peces fueron colectados de jaulas de engorda ubicadas en la
Bahia de Mazatlan, Isla de la Piedra. Se dispusieron 4 jaulas circulares de 4 m de diametro,
3.75 m de alto con 60 m® de capacidad, dispuestas en dos hileras separadas por un pasillo.
Se realizaron 10 muestreos de Febrero a Noviembre 2012. El primero previo a la siembra y,
los siguientes, mensualmente posterior a ésta. La etapa de engorda de pargos flamencos en
las jaulas flotantes inici6 el 25 de Febrero, dia de la siembra. Se sembraron 25,000
organismos aproximadamente con peso promedio de 7 gr. Se colectaron 150 peces (15 por
muestreo) y cada uno fue medido (longitud total en cm) y pesado (peso total en gramos).
Las branquias de los peces se diseccionaron, separando el segundo arco branquial del lado
izquierdo, los cuales fueron puestos en frascos con etanol al 96%. El arco branquial fue
examinado al microscopio estereoscOpico, en busca de monogeneos dactilogiridos, para
determinar el numero de individuos de cada especie. Para esto, cada individuo fue aislado,
colocado en un portaobjetos y cubierto con un cubreobjetos para obtener una preparacion
temporal que permita su observacion al microscopio compuesto (Olympus BX-51). La
identificacion taxonodmica a nivel de especie de cada uno de los organismos estuvo basada
en la morfologia de las estructuras esclerotizadas (6rganos de adhesion y 6rgano copulador
masculino) bajo los criterios de Garcia-Vargas et al. (2008), Kritsky et al. (2009), Soler et
al. (2012) y Kritsky (2012).

4.2.2. Analisis de datos

Caracterizacion de poblaciones de monogeneos: La caracterizacion de las poblaciones de
dactilogiridos fue realizada mediante los descriptores cuantitativos propuestos por Bush et
al. (1997):

Prevalencia: porcentaje de hospederos infectados por una especie particular de parésito en

una muestra determinada.
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Abundancia media: nimero promedio de individuos de una especie particular de parasito

por hospedero revisado en la muestra.

Intensidad media: nimero promedio de individuos de una especie particular de parasito

por hospedero infectado en la muestra.

Intervalo de intensidad: niimero minimo y méximo de individuos de una especie

particular de parasito encontrado en la muestra.

4.2.3. Parametros fisico quimicos

Se registraron diariamente en el agua: oxigeno disuelto (mg por litro) con el Oximetro
modelo YSI 550A, temperatura (grados Celsius) y salinidad (partes por mil) con un
refractometro portatil, para buscar posibles relaciones entre estos parametros y el

comportamiento de la comunidad de paréasitos.

4.2.4. Analisis Estadistico

Se us6 un analisis de varianza de una via (ANOVA) para ver las diferencias entre el
nimero total de dactilogiridos encontrados por mes (0=0.05). El método de Dunn para
comparaciones multiples fue usado para evaluar entre cuales de las variables habia
diferencias significativas. La normalidad y la homocedasticidad de las variables fueron
probadas usando la prueba de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Se realizaron
correlaciones de Pearson, como analisis exploratorio, para ver las relaciones existentes
entre la abundancia media de dactilogiridos por mes de forma general y por especie, con las
diferentes variables ambientales (temperatura, salinidad y oxigeno) y la longitud del
hospedero. Las variables con correlaciones significativas fueron sometidas a un analisis de
regresion lineal para corroborar su dependencia. Todos los andlisis fueron realizados

usando el paquete estadistico SigmaPlot version 11.0.
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4.3. Resultados

4.3.1. Fase experimental en jaulas

Se analizaron 147 peces en total, los cuales presentaron un crecimiento progresivo durante
el periodo de engorda. La longitud promedio inicial en Febrero fue de 7.58 cm y de 23.68
cm para el ultimo muestreo (Noviembre). Se encontraron 18704 parasitos monogeneos de
la familia Dactylogyridae pertenecientes a tres diferentes especies: Euryhaliotrema
perezponcei, Euryhaliotrema mehen y Haliotrematoides guttati. La mayor parte de la
comunidad de dactilogiridos estuvo compuesta por E. perezponcei que representd el 68%
de la comunidad, seguido por E. mehen con un 20% y H. guttati con el 12%. Curiosamente

no se encontraron individuos de la especie H. spinatus y H. plectridium.

En la Tabla 4.1 se muestran los valores de los descriptores cuantitativos poblacionales para
cada una de las especies de dactilogiridos encontradas en el pargo flamenco en jaulas de
engorda. Como se puede observar, E. perezponcei y E. mehen presentan los valores de
prevalencia més altos (90 y 80% respectivamente). H. guttati a pesar de no ser una especie

muy abundante tuvo una prevalencia del 77%.

Tabla 4.1. Descriptores cuantitativos para Euryhaliotrema perezponcei, Euryhaliotrema

mehen y Haliotrematoides guttati del pargo flamenco en jaulas de engorda.

E. perezponcei E. mehen H. guttati

No. Parasitos 3649 1117 780
Hosp. analizados 147 147 147
Hosp. parasitados 132 117 113
Prevalencia (%) 90 80 77
Abundancia media 86.96 25.48 14.8
Intensidad media 96.84 32 19.26
Intensidad 0-532 0-186 0-139
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En la Figura 4.1 se muestra la abundancia de dactilogiridos por muestreos, percibiéndose
un aumento en la cantidad total de individuos hasta el mes de Junio. Para el mes de agosto
se produjo una caida repentina en la abundancia total de dactilogiridos, seguida de un
ascenso progresivo, pero ya no tan marcado como en el segundo trimestre de muestreos.
Este comportamiento es evidente para E. perezponcei, asi mismo sucede para E. mehen
pero esta conducta no es tan marcada por sus bajas abundancias. Haliotrematoides guttati
aumenta paulatinamente su abundancia en los primeros meses de muestreos, pero en agosto
desciende bruscamente y no parece recuperarse en los siguientes meses, al contrario de las

otras especies.
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Figura 4.1. Abundancia mensual de las especies de dactilogiridos encontradas en pargo

flamenco en jaulas de engorda.

En la Tabla 4.2 se muestran los resultados de las correlaciones entre la abundancia media
de dactilogiridos por muestreo y la longitud media de los hospederos, temperatura,
salinidad y oxigeno del agua en las jaulas de cultivo. Se hallé una correlacion significativa
entre la abundancia media de dactilogiridos y la temperatura del agua (R*=0.65, P=0.042),
probando la dependencia de la abundancia de dactilogiridos a los cambios de temperatura

(F=5.85, P<0.05) (Figura 4.2). El oxigeno y la salinidad del agua fueron parametros no
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relevantes en el comportamiento de la comunidad parasitaria (P>0.05). Por ultimo, la
longitud del hospedero tampoco representd una variable significante que modificara en
gran manera la abundancia de parésitos. Los valores de correlacion para estas mismas
variables (temperatura, salinidad, oxigeno y longitud del hospedero) vs la abundancia
media de cada especie se expresan en las tablas 4.3, 4.4 y 4.5; donde se encuentran
correlaciones positivas y significantes para la abundancia media de E. mehen vs

temperatura y longitud del hospedero.

En la figura 4.3 se muestra graficamente la relacion existente entre la abundancia media de
dactilogiridos en los diferentes meses de muestreo con la longitud promedio de los
hospederos. Como se puede observar, no hubo una correlacién significativa entre ambas
variables (Tabla 4.2). Aparentemente, la abundancia de dactilogiridos aumenté a medida
que el pez también aumentaba su longitud, pero esta relacion se perdi6 en el mes de agosto
cuando ocurrié6 un descenso significativo de la abundancia de dactilogiridos (ANOVA

P>0.05) (Figura 4.3).

Tabla 4.2. Correlaciones de Pearson entre la abundancia media de dactilogiridos por
muestreo y la longitud del hospedero, temperatura, salinidad y oxigeno. Las casillas
contienen el coeficiente de correlacion (R?), el nivel de significancia (P) y el numero de

muestra (n). En rojo, valores con significancia estadistica.

Longitud media
Temperatura  Salinidad  Oxigeno

Abundancia de hospederos
media R’ 0.560 0.650 0.510 -0.130
de dactilogiridos P 0.0924 0.042 0.132 0.720
10 10 10 10
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Tabla 4.3. Correlaciones de Pearson entre la abundancia media de E. mehen por muestreo y
la longitud del hospedero, temperatura, salinidad y oxigeno. Las casillas contienen el

coeficiente de correlacion (R?), el nivel de significancia (P) y el nimero de muestras (n). En

rojo, valores con significancia estadistica.

Longitud media

Temperatura  Salinidad  Oxigeno
de hospederos

E. mehen R’ 0.846 0.780 0.495 -0.543
P 0.00206 0.00782 0.146 0.105
n 10 10 10 10

Tabla 4.4. Correlaciones de Pearson entre la abundancia media de E. perezponcei por
muestreo y la longitud del hospedero, temperatura, salinidad y oxigeno. Las casillas
contienen el coeficiente de correlacion (R2), el nivel de significancia (P) y el nimero de

muestras (n). En gris, valores con significancia estadistica.

Longitud media

Temperatura  Salinidad  Oxigeno
de hospederos

E. perezponcei R? 0.417 0.520 0.468 -0.0431
P 0.231 0.124 0.173 0.906
n 10 10 10 10

Tabla 4.5. Correlaciones de Pearson entre la abundancia media de H. guttati por muestreo
y la longitud del hospedero, temperatura, salinidad y oxigeno. Las casillas contienen el

coeficiente de correlacion (R2), el nivel de significancia (P) y el nimero de muestras (n).

En rojo, valores con significancia estadistica.

Longitud media

Temperatura  Salinidad  Oxigeno
de hospederos

H. guttati R’ 0.392 0.545 0.289 0.103
P 0.262 0.103 0.418 0.776
n 10 10 10 10
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Figura 4.2. Abundancia media mensual de dactilogiridos encontrados en pargo flamenco,

comparada con la temperatura, oxigeno y salinidad del agua en jaulas de engorda.

400

350

300

250

200

150

100

Abundancia media de dactilogiridos

50

Feb

Abundancia media de

dactilogiridos

=¢—Longitud media de
hospederos

- 25

- 20

- 15

- 10

Mar

Abr

May Jun

Jul

Ago

Sep

Oct

Nov

Longitud media de hospederos

Figura 4-3. Abundancia media de dactilogiridos por muestreo, comparada con la longitud

media de los hospederos.
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4.4. Discusion

Durante este estudio se encontraron tres especies de dactilogiridos parasitando el tejido
branquial del pargo flamenco cultivado en jaulas: E. perezponcei, E. mehen y H. guttati.
Estas especies presentaron intensidades medias de parasitacion considerablemente elevadas
con respecto a las reportadas por Soler-Jiménez y Fajer-Avila (2012), quienes estudiaron el
comportamiento de la comunidad de dactilogiridos del mismo hospedero pero en ambientes
silvestres. Euryhaliotrema perezponcei presentd la mas alta intensidad media de infestacion
en los pargos flamencos de las jaulas: 96 parasitos/pez, E. mehen y H. guttati alcanzaron
intensidades medias de 32 y 19.3 parasitos/pez respectivamente; en contraste con 59, 4y 5
parasitos/pez para E. perezponcei, E. mehen y H. guttati, respectivamente en pargos
flamencos silvestres (Soler-Jiménez y Fajer-Avila, 2012). Por otra parte, la carga parasitaria
total alcanzada en este estudio fue superior a 500 dactilogiridos por pez, similar a los
registros de Fajer-Avila er al. (2007) durante ensayos de infeccion experimental realizados
en el pargo flamenco, y para pargos dorados en cultivo (162-409) (Leong y Wong 1989).
Esta demostrado que la mayoria de las poblaciones de parasitos de peces en aguas naturales
estan limitados por eventos de transmision (Kennedy 1997). Estas poblaciones son
frecuentemente irregulares y dispersas, y deben adaptarse y mantenerse en un ambiente
donde el contacto entre hospederos puede ser periddico o muy raro. Metazoos ectoparasitos
en peces silvestres a menudo se encuentran en pequefias cantidades, sin causar mayores
dafios a su hospedero (Rohde 1994). Sin embargo, en ambientes cerrados como en
encierros o jaulas se incrementa la intensidad de infestacion debido a que las altas

densidades de siembra facilitan el contacto constante entre hospederos.

Algunos problemas por monopistocotileos en acuicultura alrededor del mundo son
causados por: Diplectanum aequans (Diplectanidae) en branquias de robalo marino; varias
especies de Neobenedenia (Capsalidac) sobre tilapias, carangidos, lutjanidos,
pleuronéctidos, serranidos y tetradontidos del Caribe, Hawaii, oeste de Australia, Japon,
sureste de Asia e Israel y; Gyrodactylus salaris (Gyrodactylidae) parasitando salmones en
Chile y Reino Unido (Whittington 2005). Los monogeneos dactilogiridos también han

estado relacionados con las mayores pérdidas en el cultivo de peces marinos (Whittington y
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Chisholm 2008). Varios reportes acerca de enfermedades causadas por especies de
Haliotrema en sistemas de cultivo de pargos (Leong y Wong 1987 y 1989, Liang y Leong
1992) han sido registrados. Hasta el momento se han sefialado nueve especies de
dactilogiridos, las cuales muestran una especificidad restringida a lutjanidos (Leong y
Colorni 2002). Leong y Wong (1987, 1989) compilaron datos donde las altas intensidades
de monogeneos dactilogiridos fue uno de los factores de mayor contribucion en diferentes
eventos de enfermedades en jaulas de cultivo en Asia. Por ejemplo, para juveniles enfermos
de Lutjanus johnii la intensidad de Haliotrema johnii (media 314) fue de magnitudes

mucho mas altas que para peces sanos (media 29).

Los valores de prevalencia de E. perezponcei (90%) para los pargos flamencos en engorda
es comparable con los resultados obtenidos por Garcia-Vargas et al. (2008) y Soler-
Jiménez y Fajer-Avila (2012) para el mismo hospedero en ambientes silvestres (94.7 y
100% respectivamente). Euryhaliotrema mehen y H. guttati, también presentaron valores
de prevalencia relativamente altos, por encima del 70%, resultados similares a los
reportados para H. abbadom Kritsky y Stephens 2001 en Glaucosoma hebraicum
Richardson (Kritsky y Stephens 2001) y Pseudohaliotrema sp. en Siganus sutor
(Valenciennes) (Geets et al. 1997). Estos resultados son consistentes con otros datos de
prevalencia reportados para numerosas especies de dactilogiridos parasitando los arcos

branquiales de diferentes especies pargos (Kritsky et al. 2009).

Un aumento progresivo en el nimero de dactilogiridos del pargo flamenco en los primeros
seis meses de muestreo, se relaciond estrechamente con el aumento de la temperatura
(P<0.05), encontrando el mayor ntimero de parésitos en el mes de Junio (29°C). Sin
embargo, un descenso en la abundancia de dactilogiridos inici6 en Julio (30.5°C) con una
disminucién del 9% con respecto al numero de individuos del mes anterior y haciéndose
significativa (P<0.05) en el mes de agosto con un 72% menos, donde se dieron
temperaturas por encima de 31°C. Resultados similares son expuestos por Soler-Jiménez
(2007) en estudios sobre el comportamiento del parasitismo de monogeneos dactilogiridos
en pargos flamencos silvestres, donde obtuvo la mayor incidencia de dactilogiridos en los
meses con temperatura promedio de 22.2°C (Abril-Junio). Vargas-Bello et al. (2004)

también refieren que la abundancia media de dactilogiridos se incremento
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significativamente en marzo (30+£55 parasitos por pez) cuando la temperatura promedio fue
de 22.5°C. Los resultados de este estudio parecen indicar que la abundancia de
dactilogiridos se ve favorecida por intervalos de temperatura entre los 22 y 29°C, por
debajo del cual las poblaciones no se incrementan y por encima se colapsan. Ernst et al.
(2005) y Tubbs et al. (2005) estudiaron los efectos de la temperatura sobre el periodo
embrionario y sucesos de eclosion para diferentes especies de monogeneos capsalidos,
mostrando que temperaturas por fuera de su intervalo 6ptimo influyen negativamente en las
tasas de desarrollo embrionario y eclosion de los huevos. Por otro lado, Kearn (1986)
ilustré la tendencia de los monogeneos para producir mas huevos a medida que aumenta la
temperatura, pero aclara que por encima del intervalo 6ptimo la produccién de huevos y su

eclosion se reducen.

La temperatura tiene un efecto directo en la tasa reproductiva y los procesos infecciosos de
los parasitos (Tinsley y Jackson 2002). Este efecto ha sido documentado a detalle en
algunas especies de ectopardsitos y en todos los casos, la temperatura ha mostrado tener
influencia, en los componentes de la dinamica de las poblaciones parasitarias (Jackson y
Tinsley 1988, Tocque y Tinsley 1994, Tinsley y Jackson 2002, Ernst et al. 2005, Tubbs et
al. 2005, Cavaleiro y Santos 2009, Morales-Serna ef al. 2011).

Por otro lado, muchos autores afirman que el tamafio de los peces tiene una fuerte
influencia en el nimero y ocurrencia de los parésitos. Geets ef al. (1997), refieren que los
parasitos branquiales se acumulan a lo largo del tiempo de vida del hospedero. Morand et
al. (2000) mencionan que los hospederos mas grandes representan habitats mas extensos y
suministran mayor cantidad de nichos y mas amplios para la colonizacion del parésito. En
el caso de los monogeneos de peces, parece ser que el tamafo del cuerpo del hospedero es
el principal determinante en la riqueza o abundancia de especies (Sasal ef al. 1997, Lo et al.
1998, Morand et al. 2000, Simkova ef al. 2001, Morand et al. 2002). Sin embargo en este
estudio, el tamafio de los pargos no parece tener influencia sobre la cantidad de
dactilogiridos, es decir, la abundancia no depende de la longitud del hospedero (Coeficiente
de correlacion=0.56, P>0.05). Al parecer bajo estas condiciones de cultivo, la incidencia de
parasitos estd mas influenciada por factores como la temperatura del agua, densidades de

siembra y biologia del parasito (tasas reproductivas, procesos invasivos, relaciones intra e
77



Dactilogiridos de Lutjanus guttatus

interespecificas). Asi mismo, las pocas variaciones de oxigeno disuelto y salinidad
(P>0.05) detectadas durante el periodo de estudio no contribuyeron en los cambios
observados en el comportamiento de la comunidad de dactilogiridos en pargos flamencos

cultivados en jaulas.

En la primera parte de este estudio (Capitulo 1), se analizaron pargos flamencos silvestres
para realizar una identificacién taxondmica previa de los dactilogiridos que se encontraban
parasitando el tejido branquial. En esta etapa se identificaron cinco especies: E.
perezponcei, E. mehen, H. guttati, H. spinatus y H. plectridium,; mientras que en los pargos

en engorda en jaulas solo se encontraron tres de estas cinco especies.

Muchas especies de monogeneos se consideran altamente especificos, es decir, infectan
solamente una especie de hospedero. Asi mismo, el hébitat de monogeneos dentro del
hospedero puede ser altamente especifico y estar restringido a un segmento dentro de un
organo (Rohde 1979). El principal factor que contribuye a la especificidad de habitat no
estd bien definido, pero esta preferencia espacial puede estar correlacionada con factores
fisiologicos, ambientales, ecoldgicos y fisicos (Rhode 1994). Algunos estudios sobre la
seleccion de microhabitat en helmintos parasitos establecen que esto puede ser resultado de
una competencia directa o una segregacion interactiva entre especies de pardsitos lo que
podria actuar sobre su distribucion espacial (Holmes 1973). Asi mismo, Rohde (1991)
mostré6 que los dactilogiridos tienen un microhabitat muy restringido, incluso cuando
especies competidoras no estan presentes y probablemente nunca han estado. Sin embargo,
Anderson (1974) demostrd que los individuos se distribuyen uniformemente cuando existen
altos niveles de infestacion y que el establecimiento en sitios especificos solo se da cuando
los niveles de infestacion son bajos. Jackson et al. (1998) postuld que la competencia entre
congéneres de monogeneos podria propiciar la disminucién de la amplitud de nicho e
incluso permitir la exclusion de especies en un hébitat de espacio limitado. La ausencia de

H. spinatus y H. plectridium en los pargos en engorda parece cumplir este postulado.

Las investigaciones mostraron un incremento notable en el namero de las tres especies de

dactilogiridos de los pargos cultivados en jaulas con respecto a sus homologos en vida

78



Lilia Catherinne Soler-Jiménez

silvestre. Euryhaliotrema perezponcei, E. mehen y H. guttati procedentes de los pargos
cultivados tuvieron una intensidad de 532, 186 y 139 en contraste con 218, 12 y 24
parésitos/pez en pargos silvestres (Soler-Jiménez y Fajer-Avila 2012). Estos resultados se
corresponden con las hiperinfecciones de parasitos metazoarios observadas por Sharp et al.
(2003) en Seriola lalandi asociadas a la ruptura de las barreras de transmision fisicas y
ecoldgicas bajo condiciones de cultivo que pueden provocar competencia entre las especies

con pérdida de la diversidad.

De acuerdo a la teoria clasica del nicho, las especies deben ocupar diferentes nichos para
coexistir. Simkova et al. (2000) sefialaron la importancia que existe entre la morfologia del
organo de adhesion (haptor posterior) en relaciéon a las agregaciones interespecificas;
coincidiendo con la hipotesis de Rohde (1991), el cual menciona evidencias de restriccion
de nicho con respecto a especializacion de especies congéneres. De acuerdo a esta
hipdtesis, especies relacionadas estan espacialmente o morfologicamente segregadas;
mientras especies no relacionadas, se ignoran el uno al otro y frecuentemente ocupan el

mismo nicho.

Haciendo un andlisis detallado podemos ver que E. mehen y H. guttati son especies con
intensidades y abundancias bajas pero significativamente prevalentes; por otro lado, E.
perezponcei es una especie abundante y ademas prevalente. Brown (1984) postuld que la
relacion distribucion-abundancia es el resultado de la capacidad de las especies para utilizar
los recursos disponibles en el medio; las especies generalistas (aquellas capaces de utilizar
gran cantidad de recursos) deben estar ampliamente distribuidas y ser muy abundantes;
mientras que especies especialistas (restringidas al uso de s6lo unos pocos recursos) deben
estar distribuidos en forma segregada y ser escasos (Barger y Esch 2002). Bajo este
concepto, se puede afirmar que E. perezponcei es una especie generalista, la cual es muy
abundante y se encuentra en casi la totalidad del filamento. Mientras E. mehen y H. guttati
son consideradas especies especialistas, escasas y siempre encontradas en un sitio definido

del filamento (E. mehen en la parte basal y H. guttati parte distal del filamento).

79



Dactilogiridos de Lutjanus guttatus

4.5. Conclusiones

La comunidad de monogeneos dactilogiridos en pargos flamencos cultivados en jaulas
flotantes esta formada solamente por tres de las cinco especies descritas en pargos
silvestres: Euryhaliotrema perezponcei, Euryhaliotrema mehen y Haliotrematoides
guttati. La mayor parte de la comunidad de dactilogiridos estuvo compuesta por E.
perezponcei que representd el 68% de la comunidad, E. mehen aportd un 20% y H.

guttati el 12%.

Euryhaliotrema perezponcei fue la especie de dactilogirido mas prevalente (90%) y
abundante (87 parasitos/pez). Euryhaliotrema mehen y H. guttati aunque no son

especies muy abundantes mostraron prevalencias por encima del 70%.

La abundancia de dactilogiridos estuvo favorecida por intervalos de temperatura entre
los 22 y 29°C, por debajo del cual las poblaciones no se incrementaron y por encima se
colapsaron. El oxigeno y la salinidad del agua fueron parametros que no presentaron

variaciones relevantes para interferir en el comportamiento de la comunidad parasitaria.
La longitud del hospedero no representd una variable significativa que modificara en

gran manera la dindmica poblacional de las especies de dactilogiridos que parasitan al

pargo flamenco en condiciones de cultivo en jaulas flotantes.
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Abstract Euryhaliotrematoides mehen n. sp. (Mono-
genea: Dactylogyridae) is described based on specimens
collected from the gills of the spotted rose snapper
Lutjanus guttatus (Steindachner) off Mazatlan, Sinaloa,
on the northwestern coast of Mexico. The synapomor-
phy of this genus is the presence of a funnel-shaped base
of the male copulatory organ. This new species differs
from all other species of the genus by possessing a male
copulatory organ with a base with a thickened margin
and a membranous accessory piece resembling a scarf
and covering about 60% of its distal region. PCR
products of the 28S rRNA (831 bp) and 18S rRNA
(662 bp) genes were sequenced and submitted to Gen-
Bank (accession numbers HQ615997 and JF938069,
respectively). BLASTn searches revealed no 100%
identical hits with the previously registered monogenean
sequences.
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Introduction

The Lutjanidae comprises 17 genera with 103 species
of primarily reef-dwelling marine perciform fishes,
occurring in tropical and subtropical waters of the
eastern Pacific, Indo-west Pacific and eastern and
western Atlantic Oceans (Allen, 1985). Lutjanus Bloch
is the largest genus of the family and includes 68 valid
species (Froese & Pauly, 2011), of which 20 have been
previously examined for dactylogyrid monogeneans.
The spotted rose snapper L. guttatus (Steindachner) is
distributed from the Gulf of California to Peruvian
waters, including off the Galapagos Islands (Allen,
1995). It is an economically important species for
local fisheries along the northwest coast of Mexico
(CONAPESCA, 2010); its relatively high market value
and recent biotechnological advances suggest that it
could be an appropriate species for commercial
aquaculture (Alvarez-Lajonchere et al., 2007).
Dactylogyrids are common gill parasites of teleost
fishes distributed throughout warm seas; they exhibit a
great variety of shapes and host-specificity (Klassen,
1994; Kritsky & Stephens, 2001; Wu et al., 2006). Four
dactylogyrid genera, Euryhaliotrema Kritsky & Boeger,
2002, Haliotrematoides Kritsky, Yang & Sun, 2009,
Tetrancistrum Goto & Kikuchi, 1917 and Haliotrema
Johnston & Tiegs, 1922, presently contain species from
the gills of snappers. Fifteen species of Euryhaliotrema
(Kritsky & Boeger, 2002; Li et al., 2005; Li, 2005, 2006;
Pan & Zhang, 2006; Fuentes-Zambrano & Silva Rojas,
2006; Li & Yan, 2007; Garcia-Vargas et al., 2008) and
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22 species of Haliotrematoides (Kritsky et al., 2009) are
currently known from snappers worldwide. The species
of Tetrancistrum described from snappers include
T. lutiani Tubangui, 1931 from the onespot snapper
L. monostigma (Cuvier) and T. lebedevi Gupta & Sharma,
1982 from John’s snapper L. johnii (Bloch). Haliotrema
includes many species from lutjanid hosts: for example,
H. nanaoense Li, Yan, Yu, Lan & Huang, 2005 (emend.)
from L. argentimaculatus (Forskal) (Li et al., 2005).
However, Kritsky et al. (2009) have transferred many
species of Haliotrema to Haliotrematoides.

In Mexican waters, four species of Haliotrematoides
have been reported from lutjanids off the Atlantic coast
(Zhukov, 1976; Kritsky et al., 2009). In addition,
Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-AVila
& Lamothe-Argumedo, 2008 and H. guttati Garcia-
Vargas, Fajer—AVila & Lamothe-Argumedo, 2008 were
described from the spotted rose snapper off the north-
western coast of Mexico (Garcia-Vargas et al., 2008),
and, from this same host, Kritsky et al. (2009) reported H.
spinatus Kritsky, Yang & Sun, 2009 and H. plectridium
Kritsky, Yang & Sun, 2009 off Taboga Island, in
neighbouring Panama. Although Euryhaliotrematoides
Plaisance & Kiritsky, 2004 includes species commonly
found on butterfly fishes (Perciformes: Chaetodontidae),
excluding one alleged record of an innominate species of
this genus from ‘Lutjanus rhodopterus’ off China (Wu
et al., 2007), we report below the first record of a species
of Euryhaliotrematoides from Lutjanus spp., which was
collected in Mazatlan Bay off the northwestern coast of
Mexico.

Materials and methods

Specimens of Lutjanus guttatus (the spotted rose snapper)
were collected with the help of fishermen at Cerritos,
Mazatlan, Sinaloa (23°18'44"N; 106°29'37"W) between
February and May, 2010. Gills were removed and placed
in Petri dishes containing 80% ethanol. Some helminths
were mounted on a slide for the study of sclerotised
structures using the proteolytic digestion method of
Harris & Cable (2000). The specimens were studied at
x 1,000 magnification using immersion oil and an
Olympus BX-51 microscope. The identification of
dactylogyrid species was based on the characters of the
sclerotised hardparts of the haptor and male copulatory
organ. Images of their general morphology and sclero-
tised organs were captured for each individual using a
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digital camera (Olympus C-5050 Zoom) attached to a
microscope. Each identified parasite specimen was
placed in a vial containing 1.5 ml of 80% ethanol to
preserve the DNA. Other specimens were stained with
Gomori’s trichrome or Mayer’s carmine to determine the
internal features, according to the method described by
Kritsky et al. (1986).

Morphometric analysis

The morphometric measurements were based on 15
wholemounts. These measurements were made
according to the procedures described by Mizelle &
Klucka (1953); the direction of the coil (clockwise vs
counter clockwise) of the male copulatory organ was
determined using the procedure suggested by Kritsky
et al. (1985). Body length includes that of the haptor.
Measurements of the organs and other structures
represent the greatest value in dorso-ventral view; the
lengths of curved structures (anchors, bars and hooks)
represent straight-line distances between extreme
points; the hook measurements represent total hook
length; and body width is that of the greatest width of
the trunk (excluding the haptor). Measurements were
made on the images at a magnification of x 1,000
using Imagel] software (version 1.43, April 2010).
Measurements, all in micrometres, are expressed as
the mean followed by the range and number (n) of
structures measured in parentheses. The numbering
(distribution) of hook pairs follows that recommended
by Mizelle & Price (1963).

Molecular analysis

Before DNA analysis, parasites were identified based on
comparative morphology. Specimens were removed
from the ethanol and allowed to air dry. Total genomic
DNA from 25 specimens was extracted using the
DNeasy Tissue kit (Qiagen) according to the manufac-
turer’s protocol. The partial sequence of the 28S rRNA
gene was amplified using the following primers:
Ancy35F (5-GAG ATT AGC CCA TCA CCG AAG-3)
(Plaisance et al., 2005) and LSU1200R (5'-GCA TAG
TTC ACC ATC TTT CGG-3') (Littlewood et al.,
2000), whereas the partial sequence of the 18S rRNA
gene was amplified using the following primers:
WormA (5'-GCG AAT GGC TCA TTA AAT CAG-
3’) and 600R (5’-ACC GCG GCK GCT GGC ACC-3')
(Littlewood & Olson, 2001). Each amplification reac-
tion contained 1.5 mM MgCl,, 1x PCR buffer,
131.25 pM dNTPs, 0.4 uM of each primer, 0.5 U of
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Taq polymerase (Promega) and 1 pl DNA. PCR
reactions were carried out as follows: 2 min at 94°C,
followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 55°C
and 1 min at 72°C. The final product was purified with
the Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) and sent to Macrogen Inc. (Seoul, Korea)
for sequencing. Sequence edition was performed using
BioEdit v 7.0.5.3 and then submitted to GenBank. The
sequence was compared with sequences from available
dactylogyrid species via a BLASTn search (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Zhang et al., 2000).

Dactylogyridae Bychowsky, 1933

Euryhaliotrematoides mehen n. sp.

Type-host: Lutjanus guttatus (Steindachner) (Perci-
formes: Lutjanidae) (spotted rose snapper).
Type-locality: Off Cerritos (23°18'44"N; 106°29'37"W),
Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

Site: Gills.

Type-material: Holotype (CNHE 7290) and three
paratypes (CNHE 7545) are deposited in The National
Collection of Helminths, Institute of Biology,
UNAM, Mexico; and four paratypes (USNPC Nos
104737-104740) are deposited in the US National
Parasite Collection, Beltsville.

DNA reference sequence: Partial sequences of the 28S
rRNA and 18S rRNA genes have been deposited in
GenBank (Accession Nos HQ615997 and JF938069,
respectively).

Etymology: The specific epithet reflects the fact that
this is the smallest of the dactylogyrids found on
Lutjanus guttatus. ‘Mehen’ means ‘the smallest’ in the
Mayan language; it is intended to be used as a noun.

Description (Figs. 1-7)

Body robust, pyriform, slightly flattened dorsoventrally
(cephalic region, trunk, peduncle and haptor). Tegument
smooth. Terminal cephalic lobe rounded; bilateral lobes
well developed; three pairs of bilateral head organs;
cephalic glands unicellular. Pharynx subspherical. Eyes
4; posterior pair with lenses, larger and slightly closer
together than those of anterior pair; accessory granules
variable in size, scattered throughout cephalic region.
Mouth subterminal, midventral, prepharyngeal; pharynx
subspherical, comprising muscular bulb; oesophagus
short; intestinal caeca 2, confluent posterior to gonads,

lacking diverticula. Common genital pore midventral
near level of intestinal bifurcation. Gonads intercaecal,
tandem to slightly overlapping; ovary pretesticular
ventral; testis pyriform. Vas deferens loops left caecum;
prostatic reservoir oval, ventral to male copulatory organ.
Male copulatory organ (MCO) tubular, coiled, with coil
comprising c.1 loose spiral, frequently appearing fish-
hook-shaped; base of MCO funnel-shaped, surrounded
by thickened margin; coil counterclockwise. Membra-
nous accessory piece articulates with base of MCO and
envelops ¢.60% of its distal region. Seminal receptacle
pre-ovarian, ventral. Vaginal pore dextral; vaginal tubu-
lar weakly sclerotised. Vitelline follicles dense in trunk
and peduncle, absent around reproductive organs. Pedun-
cle short, broad. Haptor globose, wide, with dorsal and
ventral anchor-bar complexes and 7 pairs of similar
hooks; latter with ancyrocephaline distribution. Ventral
anchors with superficial root more developed than deep
root and moderately stout shaft. Dorsal anchor strongly
recurved, with elongate shaft and slight widening before
anchor curvature, and poorly developed deep root.
Ventral bar larger than dorsal bar, rod-shaped and bowed
in middle, with ends slightly expanded. Dorsal bar
straight, with sublateral irregularities and bulbous ends.
Hooks slender and straight, with shank varying slightly in
width along length, and upright filamentous thumb
shorter than shank length.

Measurements. Body 292.5 (243-385, n = 13) long;
greatest width 91.5 (57.7-120, n = 13), usually at
level of testis. Pharynx 25.7 (20.5-32.5, n = 9) long,
23.9 (18.5-28, n = 9) wide. MCO 37.2 (28-43.5,
n = 14) long. Haptor 65.4 (44-128, n = 6) long, 100
(66.5-175.5 n = 6) wide. Ventral anchor 29.3 (26—
32.5;n = 14)long; base 11.1(9.5-12.5,n = 15) wide.
Dorsal anchor 39.7 (37.5-43; n = 15) long; base 8.3
(7.5-9.5, n = 15) wide. Ventral bar 45.7 (38.5-53.5;
n = 15) long; dorsal bar 33.7 (31-37; n = 13) long.
Hooks 13.9 (12.5-15; n = 15) long. Ovary 35.5 (31—
40, n = 4) long, 19 (18-24; n = 4) wide. Testis 22
(19-25; n = 4) long, 27 (23-30; n = 4) wide.

Molecular characterisation

PCR products of the 28S rRNA (831 bp) and a 18S
rRNA (662 bp) genes were sequenced and submitted
to GenBank (Accession Nos HQ615997 and JF9380
69, respectively). BLASTn (Zhang et al., 2000)
searches performed during September, 2010 (for the
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Figs. 1-7 Euryhaliotrematoides mehen n. sp. from the spotted rose snapper Lutjanus guttuts off Cerritos, Mazatlan, Mexico. 1.
‘Wholemount (composite, dorsal view). 2. Ventral bar. 3. Dorsal bar. 4. Dorsal anchor. 5. Hook. 6. Ventral anchor. 7. Male copulatory
organ (ventral view). Scale-bars: 1, 50 um; 2-7, 20 pm
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28S rRNA gene) revealed that the closest hit for this
sequence was Euryhaliotrema sp., exhibiting an 85%
identity, followed by Euryhaliotrematoides sp.
(EU836197), with an 84% identity. During May,
2011 (for the 18S rRNA gene), the BLASTn search
revealed a 93% identity with Euryhaliotrematoides sp.
(EU836217) and E. pirulum Plaisance & Kritsky, 2004
(AY820607).

Differential diagnosis

The new species is distinguished from its congener by
possessing an MCO with a base enveloped by a thickened
margin. Euryhaliotrematoides mehen n. sp. most closely
resembles Euryhaliotrema longibaculum (Zhukov, 1976)
in the general morphology of its haptoral armament and
the MCO. Zhukov’s (1976) original figures are highly
diagrammatic (apparently drawn free-hand) and not very
detailed. The description of the new combination,
proposed by Kritsky & Boeger (2002) based on the
original description of Zhukov (1976), is not exhaustive.
Nevertheless, E. mehen is distinguished from E. longi-
baculum by possessing a tubular MCO with a base
surrounded by a thickened margin and a membranous
accessory piece, resembling a scarf, which covers ¢.60%
of its distal region, as opposed to having a simple, bulbous
MCO base, as described by Zhukov (1976), and a rod-
shaped accessory piece articulated to the base of the
MCO. In addition, the shape of the anchors and bars is
slightly different: the deep root of the ventral anchor is
undeveloped but present in E. mehen, whereas in
E. longibaculum it is nonexistent; the curvature of the
dorsal anchor is greater in E. longibaculum than in
E. mehen; and the ventral bar is slightly straighter in
E. longibaculum. One voucher specimen in the United
States National Parasite Collection of E. longibaculum
from Lutjanus synagris (L.) was examined (USNPC
91427) and, despite being severely flattened and dam-
aged, confirmed the differences between these two
species. Furthermore, photographs of another voucher
specimen (USNPC 91428) were examined and also
exhibited the characteristics of E. longibaculum.

Discussion
According to Plaisance & Kritsky (2004), the dis-

crimination of species of Euryhaliotrematoides can be
achieved on the basis of differences in the shape of the

sclerotised parts of the haptor, MCO and vagina. In the
present study, the main morphological differences
between E. mehen n. sp. and all other species of the
genus are based on the shape of the MCO and the
haptor complex (anchors, bars and hooks). Especially
important is the fact that the base of the MCO has a
thickened margin, which is absent in all other species
of the genus, and a membranous accessory piece
resembling a scarf which covers the copulatory tube. A
BLASTn search (Zhang et al., 2000) of the 28S and
18S rRNA sequences in GenBank revealed similar but
different sequences belonging to species of Euryha-
liotrematoides. In this case, the 18S rRNA gene
appeared to be a better marker than the 28S rRNA
gene. The 18S rRNA sequence we obtained here
(662 bp) represents only one third of the complete
sequence (c.1.8 kb); it would, therefore seem impor-
tant to obtain a full-length sequence to perform a more
precise analysis with this gene.
Euryhaliotrematoides mehen represents the first
species of Euryhaliotrematoides to be described from
a member of the Lutjanidae. So far, Euryhaliotremat-
oides species have been found commonly on the gills
of butterfly fishes (Chaetodontidae) (Plaisance &
Kritsky, 2004). However, the host range of Euryha-
liotrematoides species is not restricted to butterfly
fishes, as it was apparently widened when an unde-
scribed species Euryhaliotrematoides sp. was reported
from ‘Lutjanus rhodopterus’ by Wu et al. (2007);
however, this requires confirmation, as this host does
not occur in FishBase (Froese & Pauly, 2011). Poulin
(1992) suggested that the availability of host species
(the number of potential host species) may be a key
factor limiting colonisation of new hosts by fish
parasites, i.e. the smaller the number of closely related
hosts available, the lesser the colonisation through
dispersal (greater host-specificity) one should observe
among parasite species. The finding of a species of
Euryhaliotrematoides on specimens of the Lutjanidae
suggests that host species sharing similar environ-
ments permit the survival of these monogeneans on
new hosts. The composition of parasite communities is
generally influenced by host ecology and phylogeny.
Sympatric or phylogenetically related hosts with
similar ecologies should have similar parasite com-
munities (Muflos et al., 2006). For example, the
transfer of parasites between native and introduced
hosts usually involves hosts that are closely related
phylogenetically or ecologically (Vignon et al., 2009).
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Nevertheless, Euryhaliotrematoides mehen was
collected from the Pacific coast of northern Mexico,
whereas Euryhaliotrema longibaculum was described
from lutjanids (Lutjanus synagris) from the Atlantic
coast (Zhukov, 1976). It is possible that cryptic species
are involved. Species that are morphologically indis-
tinguishable (or nearly so) and occur on the Pacific and
Atlantic coasts are not unusual and are well docu-
mented for the variety of animal taxa (Lessios et al.,
1995; Lessios, 1998; Tringali et al., 1999). The finding
of cryptic parasite species has become very common
as more phylogeographical and genetic studies are
carried out on parasites (Criscione et al., 2005).
Examples of apparently cryptic species are Euryha-
liotrema atlanticum Kritsky & Boeger, 2002 (emend.)
and E. paralonchuri (Luque & lannacone, 1989) from
the gills of the sciaenids Paralonchurus brasiliensis
(Steindachner) in the Atlantic Ocean and P. peruanus
(Steindachner) in the Pacific Ocean, respectively
(Kritsky & Mendoza-Franco, 2008). The morpholog-
ical similarity between Euryhaliotrematoides mehen
and Euryhaliotrema longibaculum seems to indicate
that they are cryptic species, even if they belong to
different genera. A redescription of E. longibaculum is
needed to evaluate a transfer to Euryhaliotrematoides.
Further studies, comparing the DNA sequences of E.
longibaculum from L. synagris with those of Euryha-
liotrematoides mehen from L. guttatus, are required to
confirm or refute this proposition.
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Abstract: The spatial distribution and coexistence of monogenean dactylogyrids was assessed on the gills of 63 specimens of wild
spotted rose snapper, Lutjanus guttatus (Steindachner), caught in the Mazatlan Bay, Sinaloa, Mexico. Five species are reported:
Euryhaliotrema perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila et Lamothe-Argumedo, 2008, Euryhaliotrematoides sp., Haliotrematoides
spinatus Kritsky et Mendoza-Franco, 2009, H. plectridium Kritsky et Mendoza-Franco, 2009, and H. guttati Garcia-Vargas, Fajer-
Avila et Lamothe-Argumedo, 2008. All except E. perezponcei and H. guttati represent new geographical records for the Pacific
coast. The most prevalent dactylogyrid species was E. perezponcei (100%), H. plectridium and H. spinatus had >80% prevalence,
and H. guttati and Euryhaliotrematoides sp. had the lowest prevalence. The mean abundance of H. plectridium and E. perezponcei
was close to 60 parasites/fish, whereas Euryhaliotrematoides sp. and H. guttati had the lowest abundance. The dactylogyrid species
exhibited a tendency for attachment to gill arch 2: 25% attachment occurring on gill arch 1, 30% on 2, 27% on 3 and 18% on 4, and
showed a significant preference for the central sector of the gill (42%). Haliotrematoides plectridium had a preference for attachment
to gill arches 2 and 3 and the central sector. Haliotrematoides spinatus tended to settle on the gill arches 2 and 3 and had a preference
for the central sector. Euryhaliotrema perezponcei tended to settle on the gill arches 1 and 2 and the anterior gill sector. Euryhali-
otrematoides sp. and H. guttati did not show a preference for any gill arch or sector. The intraspecific aggregation was stronger than
the interspecific aggregation, indicating that all the dactylogyrid species on spotted rose snapper were aggregated, and there was no

evidence of competition among the species.

Keywords: microhabitat, distribution, Pacific coast, Euryhaliotrema perezponcei, Euryhaliotrematoides sp., Haliotrematoides

spinatus, Haliotrematoides plectridium, Haliotrematoides guttati

Ectoparasitic monogeneans cause problems in aquacul-
ture worldwide; they include the dactylogyrids that affect
lutjanids and barramundi in southeast Asia (Whittington
2005). Dactylogyrid monogeneans, such as Haliotrema-
toides spp. and Euryhaliotrema spp., are common on the
gills of the wild and cultured spotted rose snapper, Lutja-
nus guttatus (Steindachner) (see Fajer-Avila et al. 2007),
a fish that is important in aquaculture (Alvarez-Lajonchere
et al. 2007). High levels of infection can cause a general
stress response with potentially harmful effects on the
farmed fish (Del Rio-Zaragoza et al. 2010).

Most species of monogeneans are restricted not only
to a particular host but also to a particular body part of
the host (Turgut et al. 2006). Gill-infecting dactylogyrid
monogeneans commonly exhibit a narrow site-specificity
(Dzika 1999, Lo and Morand 2000, Simkov4 et al. 2000,
Turgut et al. 2006). The effect of these gill preferences is

not clear, and many host and environmental factors could
be involved (Pie et al. 2006). The variation in parasite dis-
tribution on the gills could be due to a response to water
currents (Llewellyn 1956, Paling 1969), differences in the
area between the gill arches (Buchmann 1989), aggrega-
tion of parasites for mating (Rohde et al. 1995), avoidance
of interspecific competition (Simkova et al. 2000), rein-
forcement of reproductive barriers to prevent hybridisation
(Simkové and Morand 2008) or migration driven by host
immunity (Buchmann and Bresciani 1998). Microhabi-
tat distribution and niche restriction also seem to be af-
fected by seasonal variation (Rohde 1991), the size and
development of the host and ecological and morphologi-
cal differences between monogenean species (Dzika 1999,
Chapman et al. 2000, Simkova et al. 2002). Other authors
suggest that several of these factors may act synergistically
(Gutiérrez and Martorelli 1999, Rubio-Godoy 2008).
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The lack of information on the basic ecological features
of the dactylogyrids that infect wild spotted rose snapper
has hindered comparisons with cultured fish. The aim of
this study was to determine which dactylogyrid species
infect adult wild spotted rose snapper from Mazatlan Bay,
Sinaloa, and their abundance and spatial distribution on
the gills. We also attempted to analyse which factors are
involved in site selection based on the relative importance
of intra- and interspecific interactions.

MATERIALS AND METHODS

Host collection. A total of 63 adult spotted rose snapper,
L. guttatus, were sampled and examined from October to De-
cember 2006 and from February to April 2007 at Mazatlan Bay,
Sinaloa, Mexico (23°1429”"N, 106°24'35"W). All fish were
caught by hook and line by local fishermen and were immediate-
ly transported to the laboratory for examination within 12 hours
of capture. The total length (TL) from the mouth to the end of
the caudal fin of each fish was measured with a conventional
ichthyometer (precision £+ 0.1 cm), and the wet weight was de-
termined on a digital balance (LS 5000) (precision + 0.1 g).

Parasite data. Monogeneans found on fresh gills were iso-
lated, counted and observed alive with an OLYMPUS BX51
light microscope (Center Valley, PA, USA) using the 100x
objective. All dactylogyrid species were identified using scle-
rotized parts of the parasite haptor (anchors, connective bars
and marginal hooks) and reproductive organs (male copula-
tory organs and vaginal armaments) according to Plaisance and
Kritsky (2004), Garcia-Vargas et al. (2008) and Kritsky et al.
(2009). Some helminth specimens were mounted unstained
in Grey and Wess medium (Humason 1979) for the study of
sclerotized structures, and others were stained with Gomori’s
trichrome (Humason 1979) and mounted in Canada balsam
for the observation of internal structures. Voucher specimens
from lutjanid hosts from the U.S. National Parasite Collection
(USNPC; Beltsville, USA) were obtained for direct compari-
son and measurement. Voucher specimens of helminths were
deposited in the National Collection of Helminths, Institute of
Biology, National Autonomous University of Mexico (UNAM)
as Euryhaliotrematoides sp. (CNHE 7290), Haliotrematoides
spinatus (CNHE 7291), Haliotrematoides plectridium (CNHE
7292) and Haliotrematoides guttati (CNHE 7293).

Spatial distribution on fish gills. Only gills from the left
side of the fish were dissected. The gill arches were numbered
1 to 4 from external to internal and divided into three sectors:
anterior, central and posterior (Fig. 1). Each gill sector was
individually placed in a separate Petri dish with several drops
of filtered marine water and was monitored using a dissecting
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) using the
2x objective (total magnification 20x). Monogeneans found on
fresh gills were isolated, identified and counted from each of the
twelve sectors separately. The position of each individual of the
dactylogyrid species was recorded.

The association among dactylogyrid species was measured
by the “aggregation model of coexistence” for parasites (modi-
fied by Morand et al. 1999), which analyses intra- and interspe-
cific aggregation and their relative strengths in a pair of species.
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Fig. 1. Schematic drawing
of gill arch showing division
into three arbitrary areas.

Intraspecific aggregation (J): the proportionate increase in
the number of the same dactylogyrid species on a random host
relative to a random distribution;

i Ny (nli _1)_m1 V71_1
m

J. = i=1 1 _
= =
m, m,

where n_, is the number of specimens of species 1 in patch i;
m, is the mean number and V, is the variance in the number of
species 1. A value of J = 0 indicates that individuals are random-
ly distributed, whereas a value of J = 0.5 indicates there are 50%
more conspecifics in a patch than with a random distribution.

Interspecific aggregation C: the proportionate increase in
the number of heterospecific competitors relative to a random
association;

P
nn,
1i 21 _m2 c
o m _ Covy
12 = =
m, mm,

where Cov,, is the covariance between a pair of species.
When C > 0 the two species are positively associated; when
C < 0, the species are negatively associated. The interspecific
association test was chosen to examine if the occurrence of one
parasite was influenced by the existence of the other parasite
species on the same host.

The relative strength of intraspecific aggregation vs. inter-
specific aggregation in a pair of species can be assessed using

the equation,
q (9, +2)3,+1)

(Co+1)°
If A > 1, the intraspecific aggregation is stronger than inter-
specific aggregation.

Statistical analysis. Prevalence, abundance, mean abun-
dance and mean intensity were used as defined by Bush et al.
(1997). Data were normalised by the In (x+1) transformation
to satisfy the assumption of homoscedasticity and linearity of
the parametric tests. Data on the abundance of the four arches
were pooled for host samples. A two-way ANOVA with multi-
ple comparisons (Holm-Sidak method) was used to compare the
mean abundance of the total nhumber of dactylogyrids among
gill arches and sectors. The microhabitat preference for each
dactylogyrid species was determined by observing their position
on the gill arches and sectors. The distribution of each dactylo-
gyrid species on particular gill arches and sectors was analysed
by two-way ANOVA with multiple comparisons to assess the
significance of the difference.

Ap =



RESULTS

The mean total length of the 63 spotted rose snapper,
L. guttatus, sampled was 30 £ 5.51 cm. The 9179 dacty-
logyrids found belonged to five species: Euryhaliotrema
perezponcei Garcia-Vargas, Fajer-Avila et Lamothe-Ar-
gumedo, 2008, Euryhaliotrematoides sp., Haliotrema-
toides plectridium Kritsky et Mendoza-Franco, 2009,
Haliotrematoides spinatus Kritsky et Mendoza-Franco,
2009, and Haliotrematoides guttati Garcia-Vargas, Fajer-
Avila et Lamothe-Argumedo, 2008.

Composition of parasite species. Haliotrematoides
plectridium and E. perezponcei represented 42% and 41%,
respectively, of the total number of dactylogyrids found.
Haliotrematoides spinatus and H. guttati corresponded
to 14% and 2%, respectively, and Euryhaliotrematoides
sp. corresponded to 1%. The most prevalent was E. pe-
rezponcei (100%), with at least one individual on each
fish sampled, followed by H. plectridium and H. spinatus,
each of which with >80% prevalence (Table 1). The mean
abundance of H. plectridium and E. perezponcei was
close to 60 parasites per fish, whereas Euryhaliotrema-
toides sp. and H. guttati had the lowest values. The mean
intensity of H. plectridium and Euryhaliotrematoides sp.
was 69 and 4 parasites per fish, respectively.
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Parasite aggregation. All dactylogyrid species had
a value of J > 0, which indicated that individuals of each
species were aggregated. The highest levels of intraspe-
cific aggregation were recorded for H. guttati and H. plec-
tridium and the lowest for E. perezponcei (0.47). Of the 10
values of species pairs, 8 pairs had a positive interspecific
aggregation (C > 0), and two, E. perezponcei — H. spina-
tus and E. perezponcei — H. guttati, had a negative in-
terspecific aggregation (C < 0). The relative strength of
intraspecific aggregation on interspecific aggregation (A)
was greater than 1, which indicates that intraspecific ag-
gregation was stronger than interspecific aggregation.

Microhabitat selection. The mean abundance of all
the dactylogyrids on the different gill arches did not show
any statistically significant difference among gill arches 1,
2 and 3, whereas significantly fewer dactylogyrids were
found on gill arch 4 (F = 7.9, p<0.001). The distribution
of parasites revealed an overall tendency of preferential
settlement on the gill arches 2 and 3: 25% of all worms
were found on gill arch 1, 30% on 2, 27% on 3 and 18%
on 4. The mean abundance of total dactylogyrids was sig-
nificantly higher (F = 17.9, p<0.001) in the central sector
than in the anterior and posterior sectors of the gill, where
42% of the parasites were located (Fig. 2A). Because

Fig. 2. Percentage of dactylogyrids on the gill arches and sectors of Lutjanus guttatus. Total dactylogyrids (A), Euryhaliotrema pe-
rezponcei (B), Euryhaliotrematoides sp. (C), Haliotrematoides spinatus (D), H. plectridium (E), H. guttati (F).
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Table 1. The prevalence, mean abundance (+ Standard Deviation, SD) and mean intensity (+ SD) of dactylogyrid species collected
from the gills of the spotted rose snapper, Lutjanus guttatus, from Mazatlan Bay (n = 63).

Euryhaliotrema Euryhaliotrematoides

Haliotrematoides ~ Haliotrematoides Haliotrematoides

perezponcei sp. spinatus plectridium guttati
Prevalence (%) 100 39.7 81.0 88.9 50.8
Mean abundance 59.8 £52.9 16+£27 20.1+£245 61.3 £68.7 28+4.1
Mean intensity 59.8+52.9 41+£27 249+25.0 69.0 + 69.2 55+4.7
Range of intensity  1-218 0-12 0-99 0-317 0-24

of their rare occurrence, Euryhaliotrematoides sp. and
H. guttati were not included in the general analysis.

The distribution of some dactylogyrid species across
microhabitats was not random. The analysis for E. pe-
rezponcei showed significant differences in the number
of parasites in arches 1 and 2 relative to arch 4 (F = 4.34,
p<0.05), which had the lowest number of parasites. How-
ever, this species had a tendency of preference to be found
on gill arches 1 and 2, with 27% on gill arch 1, 29% on
2, 25% on 3 and 20% on 4. On the anterior gill sector,
a significantly higher abundance of E. perezponcei (36%)
compared with the posterior sector (29%) was found
(F = 3.37, p<0.05), whereas the central sector (35%) did
not show a difference between the anterior and posterior
arches (Fig. 2B). Euryhaliotrematoides sp. apparently
did not have a preference for a gill arch or sector but had
a tendency to be located on gill arch 1 (39% on gill arch 1,
26% on 2, 18% on 3 and 17% on 4) and the central sector
(37%) (Fig. 2C). Haliotrematoides spinatus did not show
a preference for any gill arch but tended to be located
on arches 2 and 3 (22% on gill arch 1, 29% on 2, 29%
on 3 and 20% on 4%); however, a significant increase of
individuals was found on the central (44%) and posterior
(37%) sectors (F = 18.1, p<0.001) (Fig. 2D). Haliotrema-
toides plectridium preferred gill arches 2 and 3 (24% on
gill arch 1, 31% on 2, 28% on 3 and 17% on 4) com-
pared with 4 (F =4.68, p<0.001) and the central sector
(49%) (F = 16.31, p<0.001) (Fig. 2E). Haliotrematoides
guttati showed a significant preference for gill arches
1 (39%) and 2 (33%) compared with 3 (17%) and 4 (11%)
(F = 7.35, p<0.001) as well as for the central (40%) and
posterior (40%) sectors (F = 4.12, p<0.005) (Fig. 2F).

DISCUSSION

The largest genus in the family Lutjanidae is Lutja-
nus, with 68 valid species (Froese and Pauly 2010), 20 of
which have been found infected by dactylogyrids. Three
dactylogyrid genera, Euryhaliotrema Kritsky et Boeger,
2002, Haliotrematoides Kritsky, Tingbao et Yuan, 2009
and Tetrancistrum Goto et Kikuchi, 1917, include species
that have been found on the gills of snappers (Kritsky et
al. 2009). Fifteen species of Euryhaliotrema are currently
known from snappers worldwide (Kritsky and Boeger
2002, Li 2005, 2006, Li et al. 2005, Pan and Zhang 2006,
Fuentes Zambrano and Silva Rojas 2006, Garcia-Var-
gas et al. 2008) and 22 of Haliotrematoides (Kritsky et
al. 2009). In Mexico, four species of Haliotrematoides
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have been found on lutjanids from the Atlantic (Zhukov
1976). Euryhaliotrema perezponcei and H. guttati were
described from the spotted rose snapper, L. guttatus, on
the north-western coast of Mexico (Garcia-Vargas et al.
2008). The morphological characteristics of the dactylo-
gyrid species found in this study matched the descriptions
of E. perezponcei and H. guttati by Garcia-Vargas et al.
(2008) and of H. plectridium and H. spinatus by Kritsky
et al. (2009). The description of a new Euryhaliotrema-
toides species is underway.

Most populations of fish parasites in natural waters
are limited by transmission events (Kennedy 1997). Ec-
toparasitic metazoans on fish in natural waters often occur
in low numbers; for these parasites, site specificity can
facilitate mating in these low-density populations (Rohde
1994). The intensity of infection by dactylogyrids on the
gills of spotted rose snapper varied according to the dac-
tylogyrid species. In this study, H. spinatus had an inten-
sity of infection (25 parasites per fish infected) similar
to that found for H. johni (Tripathi, 1959) (= Euryhali-
otrema johni (Tripathi, 1959) (Kritsky et Boeger, 2002))
(29 parasites per fish infected) in the wild golden snap-
per Lutjanus johnii (Bloch) (see Leong and Wong 1987).
However, H. plectridium and E. perezponcei had the
highest intensity of infection (59 and 69 parasites per fish,
respectively), which is in contrast with the value (10.6;
n=17) previously reported by Bosques Rodriguez (2004)
for H. heteracantha (Zhukov, 1976) on Lutjanus synagris
(Linnaeus). The prevalence of Haliotrematoides spp. in
the present study was high, but the prevalence of H. plec-
tridium (89%) and H. spinatus (81%) was similar to that
reported for Haliotrema abaddon Kritsky et Stephens,
2001 from Glaucosoma hebraicum Richardson (see Krit-
sky and Stephens 2001) and for Pseudohaliotrema sp. on
Siganus sutor (Valenciennes) (Geets et al. 1997). The
prevalence of E. perezponcei (100%) was similar to the
value previously reported (94.73%) on this host species
(Garcia-Vargas et al. 2008). These results are consistent
with other data on the frequency of the occurrence of dac-
tylogyrid species on the gills of snappers (Kritsky et al.
2009).

The microhabitat of gill-living monogeneans has been
investigated by many authors (Dzika 1999, Lo and Mo-
rand 2000, Simkova et al. 2000, Simkova et al. 2002,
Matejusova et al. 2002), and it has been shown that many
species have clearly defined microhabitats (Wootten
1974, El Hafidi et al. 1998, Dzika 1999, Lo and Morand



2000, 2001, Turgut et al. 2006, Rubio-Godoy 2008). In
the present study, the most abundant dactylogyrid species,
H. plectridium, preferred the gill arches 2 and 3, whereas
the second-most abundant species, E. perezponcei, tend-
ed to settle on the gill arches 1 and 2, indicating that these
two dactylogyrid species were the main contributors to
the microhabitat distribution. The least-abundant species,
Euryhaliotrematoides sp. and H. guttati, did not show
a preference for a gill arch but had the tendency to settle
on the gill arches 1 and 2, whereas a higher percentage
of H. spinatus was found on the gill arches 2 and 3. Thus,
the results indicated that the second gill arch of the spot-
ted rose snapper harboured the five dactylogyrids species
found in this study, which had a tendency to be attached
on the most exterior gill arches. This preference is simi-
lar to that for the first two gill arches reported by Geets
et al. (1997) for Pseudohaliotrema sp. on Siganus sutor
and consistent with the microhabitat distribution found
by Rubio-Godoy (2008) for Discocotyle sagittata on cul-
tured rainbow trout.

The variation in the force and direction of the flow of
water across the four gill arches may influence the set-
tlement of parasites (Llewellyn 1966). Rubio-Godoy and
Tinsley (2002) reported a correlation between the propor-
tion of the number of D. sagittata and the current flow-
ing over each gill arch of Oncorhynchus mykiss. In the
present study, the highest volume of water passing over
the most exterior gill arches of spotted rose snapper may
improve the aerobic conditions to favour the greatest
number of dactylogyrids, in proportion to the respiratory
current flowing over each arch. The high abundance of
H. plectridium (49%), E. perezponcei (35%), H. spina-
tus (44%), H. guttati (40%) and Euryhaliotrematoides sp.
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