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Figura 8. Botrio de Hemionchos major. Botrio con margen posterior indentado y
puentes internos (flecha) (A). Armadura basal distintiva (B). Microtriques del
interior del botrio (C). Ganchos dorsoventralmente aplanados, lagunados y

mucronados (D). Armadura basal en vista antibotrial. Vista botrial

Figura 9. Vista del plerocercus de Mobulocestus nephritidis. Plerocercus, dentro
del blastocisto (A). Parasito disectado, parcialmente desarrollado, semi envuelto
por la capa interna del blastocisto (B). Armadura tentacular de Mobulocestus
nephritidis que infecta a Nyctiphanes simplex (C-D). Esquema del tentaculo
(tomado de Campbell & Beveridge 2006) (C) Vista externa del tentdculo con el
numero de ganchos (D). Vista antibotrial del tentaculo, la flecha indica la cavidad
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Figura 10. Mobulocestus nephritidis. Preparacion histolégica corte longitudinal
(A) (40X). Detalle del bulbo de M. nephritidis (60X). Muasculo retractor (Mr).
Organo prebulbar (Op). Vainas tentaculares (Vat). Estructuras glandular sub-
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Figura 11. Paranybelinia otobothrioides parasitando el krill Nyctiphanes simplex
recolectado en el Golfo de California, México. Foto de un P. otobothrioides vivo
en el hemocele observado a bordo del bugue de investigacion B/O ElI Puma (A),
corte histolégico mostrando vista longitudinal de P. otobotrhioides dentro de su
blastocisto (B), blastocistos de misma muestra que contiene larvas (CD), es
necesario tomar en cuenta el movimiento de contraccion y expansion del
blastocisto que modifica considerablemente la biometria del largo y el ancho. (E),
plerocercoide disectado, (M), ultraestructura del blastocisto, vista general. (G, H),
detalle de aberturas, en forma de embudo en el extremo anterior y posterior.
Barras de escala: A, C, 100 pm; D—H, 50 IM.....ooiiii i e e
Figura 12. Ultraestructura superficial del escolex y la armadura tentacular de P.
otobothrioides que infectan el krill Nyctiphanes simplex recolectado en el Golfo de
California, México. Vista dorso-ventral de escolex (689 pm longitud total de
anterior a la parte posterior) final del escolex (A); pedunculo del escoélex
mostrando dos botrios con margenes laterales y posteriores libres (B), vista

anterior frontal de la superficie del botrio (C); zoom mostrando los microtriques
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(D), superficie externa del tentdculo, armadura metabasal con ganchos
uncinados (E); (F) microtriques uniciniformes, (G) detalle de microtriques
uniciniformes con bases extendidas y (H) cobertura distal botrial superficial.
Barras de escala: A, C =100 um; D—H =50 PM....coiiiiiiii i
Figura 13. Ultraestructura de la superficie del escélex y la armadura tentacular
de P aranybellinia otobothrioides. (A) microtriques capilliformes (cm) en el
extremo anterior del escélex; (B—D) microtriques unciniformes (UM) en la
superficie distal del botrio; (C) microtriques acerosados en la superficie distal del
botrio; (E) microtriques capilliformes en la postbulbosa pars (también en pars
vaginalis y bulbosa); (F) botrio en el extremo posterior; (F-G) apéndice,
microtriques filiformes cortos (Fm); (H) apéndice final. Note la ausencia de
microtriques capilliformes. Parte posterior del botrio con tegumento arbolado.
Barras de escala: A, C =100 pm; D—H, 50 PM ..ot e
Figura 14. Paronatrema mantae Manter, 1940. (A-H) Trematodo mesocercaria
(no enquistada) que infecta al krill Nyctiphanes simplex en el Golfo de California.
(A, C, D, F) Fotografia con microscopio oOptico y (B, E, G) dibujo de la
mesocercaria. Detalle del utero enroscado (C), (D, E) ventosas accesorias de la
ventosa oral, (F, G) ventosas accesorias del acetabulo y (H) dibujo de un adulto
tomado de Manter (1940). VSu: ventosa ventral; aVSu: ventosas accesorias
ventrales; OSu: ventosa oral; Ce: ciegos; Ph: faringe; Ut: atero; Ov: ovario; Gp:
poro genital; Te: testiculos; Sv: vesicula seminal; BT: cola bifurcada. Tomado de
Morales-Avila €t al. (2015).......ce.iieer et et et e et e et e
Figura 15. Copiatestes sp. Crowcroft, 1947. Trematodo en estadio de
mesocercaria (no enquistada) que infecta al krill Nematoscelis difficilis en el Golfo
de California. (A) fotografia con microscopio 6ptico, (B) dibujo de la mesocercaria
y (C) ventosa oral. VSu: ventosa ventral, OSu: ventosa oral; Ce: ciegos; Pa:
papila; Ph: faringe; Te: testiculos; Ut: Utero; BT: cola bifurcada. Tomado de
MoOrales-Avila €t @l. (2015)... ... .ur ittt e e e e e e e
Figura 16. Acantocéfalos que infectan a Nyctiphanes simplex en el Golfo de
California. N.simplex infectado por Bolbosoma balanae (s.I) (A). B. balanae
disectado del hemocele de N. simplex (B). Bolbosoma sp. 1, (C) y Bolbosoma sp.
2 (D). FIgUIas B-D (A0X) ...t ettt et e et et e et et e e e e e e
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Figura 17. Distribucion espacial de Nyctyphanes simplex (densidad) e infeccion
de parasitos (prevalencia) en invierno y verano en el Golfo de California.............
Figura 18. Dendrograma del analisis de agrupamiento de dos vias de la matriz
de los especimenes de las distintas especies de eufausidos no parasitados y
parasitados con helmintos utilizando el método de enlace de Ward y la medida de
distancia de Sorensen (Bray-Curtis) para todas las estaciones del Golfo de
California recolectadas durante distintas épocas del afio [enero 2007 (época fria
n=23), junio 2013 (época de transicion fria-calida n=19) y julio 2007 y agosto
2012 (época calida n=389)]. La funcion objetivo mide la pérdida de informacién
en cada paso en el andlisis jerarquico de agrupamiento (McCune et al., 2002).
Los dendrogramas muestran las abreviaturas de los géneros en la primera letra
mayuscula y 3-4 letras del nombre de la especie............ccovviiiiiiiiiiii i
Figura 19. NMDS mostrando las estaciones de muestreo en el espacio de las
especies. Las estaciones fueron codificadas por la época del afio (cruceros). Las
posiciones de los puntos de especies de eufausidos (grandes circulos azules)
representan promedios ponderados de sus abundancias en el espacio de la
ordenacion. Los simbolos de triangulos son estaciones recolectadas en distintas
épocas del afio. La direccion de los vectores indica la direccién de la correlacion
con las estaciones y el porcentaje de varianza (%) en los datos de abundancia de
las especies de eufausidos sin y con parasitos helmintos, explicada por cada
variable ambiental. ...
Figura 20. Cestodos que infectan al krill en el Golfo de California. Hemionchos
major (A-B). Mobulocestus nephritidis (C) y Paranybelinia otobothrioides (D).
Procercoide (Pro), Plerocercoide (Ple), Blastocisto (Bl)............cccovviiiiiieinenn ..
Figura 21. Distribucion de tallas de N. simplex infectados por cada tipo de
cestodos detectados durante los cruceros de enero y julio de 2007 y agosto
2012. La flecha indica la talla minima en la cual se ha observado a una hembra
ovigera 0 macho con espermatoforo. H. major (A-C), M. nephritidis (D-F) y P.
(o) 0e] o o114 o] o {2 (T | PP
Figura 22. Frecuencia de cestodos en hembras de Nyctiphanes simplex en
funcion del estadio de desarrollo gonédico: | = inmaduro, Il = previtelogénesis, I
= vitelogénesis, IV = gravida (HI — HIV) y hembra ovigera (HOV). () indica la
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ocurrencia de hembras maduras y ovigeras infectadas con cestodos (datos no
cuantitativos). Hembras no parasitadas (OJ) parasitadas (®)..............cccceeeveeennen.
Figura 23. Hembras ovigeras de Nyctyphanes simplex infectadas por helmintos.
A y B, cestodo Trypanorhyncha identificado como Mobulocestus nephritidis
(flecha negra). Saco ovigero con tamafio de puesta considerable (flecha blanca).
C, hembra ovigera de N. simplex infectada por Bolbosoma spp. (acantocéfalo).
Hepatopancreas (Hp) (flechanegra)..........cccooeve oo i e e
Figura 24. Infeccion de tres especies de cestodos del orden Thrypanorhyncha
infectando machos y hembras maduros del krill Nyctiphanes simplex. A) hembra
madura no infectada, la génada muestra ovocitos en desarrollo. B) macho
maduro no infectado con espermatoforo extruido. C) hembra con gébnada madura
en estadio de reabsorcion infectada con H. major en el hemocele. D) macho
maduro infectado con P. otobothrioides embebido en el hepatopancreas. E)
macho con génada madura y espermatoforo en proceso de extrusion infectado
con M. nephritidis. Parasito (P), saco ovigero (Sov), necrosis (ne), masculo (Msc),
células foliculares (cf), nucleos (nu), hepatopancreas (Hp), goénada (Go),
espermatéforo (Esp), cefalotorax (cfx), corazon (Co)......ccvvvviiiriviiieviiiiiinnenne
Fig. 25. Patologia del hepatopancreas del krill Nyctiphanes simplex causado por
la infeccion del cestodo Paranybelinia otobothrioides. A) N. simplex recien
colectado infectado con P. otobothrioides. B) corte longitudinal de N. simplex
infectado con P. otobothrioides. C) hepatopancreas de N. simplex no infectado, el
recuadro indica la estructura saludable del [imen del tabulo hepatopancreético.
D) tubulo hepatopancreatico hipertrofiado por la infeccion de P. otobothrioides. E)
hepatopancreas de N. simplex infectado con P. otobothrioides, nucleo apoptotico
(=), ruptura del tabulo (A) y baja densidad de células B (CB). F) zona de
contacto parasito-hepatopancreas. Blastocisto (Bl), células B (CB), edema (Ed),
hemal vessel (Hv), hemocito (Hm), hepatopéancreas (Hp), tabulo (Tu), limen (Lu),
musculo (Msc), nacleo (Nu), parasito (P). Tincion hematoxilina-eosina................
Figura 26. A) Area de acumulacion de lipofuscinas en el hepatopancreas de
Nyctiphanes simplex infectado con P. otobothrioides. B) Areas de lipofuscinas ( ),
blastocisto (Bl), botrio (Bo), C) proceso inicial del desprendimiento de las paredes

internas (=), desprendimiento celular y baja densidad de células epiteliales (A) y

79

80

82

85

Xiii



D) ausencia de microvellosidades y perdida de tejido (A) y descamacion de las
paredes internas del tubulo (A), blastocisto (Bl). Flecha...................c.oooiinini.
Figura 27. Nyctiphanes simplex infectado con cestodos del orden Tetraphyllidea
(muestra recolectada con red no cuantitativa). A) Nyctiphanes simplex, hembra
infectada con cestodos de la familia Tetraphyllidea. B-C) zona de melanizacién
(=) y zona de necrosis (A). D) cestodo Tetraphyllidea. E) vista apical que
muestra las cuatro ventosas de los cestodos. F) descamacion (A) y pérdida de
epitelio (=), presencia de lipofuscinas (*) del hepatopancreas (Hp). Parasito (P),
ventosas (Ven), cromatoforo (CrmM)... ..o e e e e e e e
Figura 28. Distribucién de frecuencia de la longitud total de hembras y machos
de Nyctiphanes simplex parasitados por cestodos (las tres especies
combinadas). (A) Enero 2007 (n=13), (B) Julio 2007 (n=417). El simbolo ()
representa el intervalo de longitud total donde se observaron especimenes
infectados con dos cestodos de la misma especie por hospederos (maximo valor
(0 L= ] (=T 1T =T
Figura 29. Cestodos Trypanorhyncha infectando a Nyctiphanes simplex. A,
Hemionchos major en fase plerocercoide. B, cefalotorax de una hembra N.
simplex infectada por H. major (fase procercoide A) y Paranybelinia
otobothrioides envuelto en su blastocisto, insertado en la glandula digestiva ( v).
C, Paranybelinia otobothrioides (plerocercoide) liberado del blastocisto...............
Figura 30. Sitios de infeccion (microhabitats) mas frecuentes de los cestodos H.
major, M. nephritidis y P. otobothrioides. Hepatopancreas (Hp), blastocisto (Bl) y
LU TS oL ] oI (o) P
Figura 31. Esquema conceptual de N. simplex que muestra los sitios de infeccidén
de los (microhabitat) de tres especies de cestodos: Hemionchos major,
Mobulocestus nephritidis y Paranybelinia otobothroides. Estbmago (Est), corazén
(Co), cefalotorax (Cfx), gonada (Go), segmento abdominal (Sa I-VI), intestino
(Int), hepatoPANCIeas (HP)........ooi i e e e e e e e e e e e
Figura 32. Paranybelinia otobothrioides. Detectado en hepatopancreas de
Nyctiphanes simplex. (A) hepatopancreas disectado in vivo la flecha sefala al
parasito. (B) corte histolégico que muestra al parasito embebido en el

hepatopancreas. Parasito (=) y extremidad del blastocisto en forma de embudo
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(=). Intestino (int.), hepatopaAncreas (HP.) . ..o vvvie e e e e

Figura 33. Diagrama de dispersion del IHS entre machos y hembras. (A) Machos
infectados (e), machos no infectados (0). (B) hembras infectadas (e), hembras no
infectadas (0). En cada grafica se muestra la linea de tendencia. Krill no infectado
[ TILLLLL=L01 €= (o [ I e PP
Figura 34. indice hepasotomatico (IHS) promedio de hembras inmaduras (Gl) de
krill de la estacion E36 del crucero de julio de 2007. Hembras de Nyctiphanes
simplex no parasitadas (-0-) y Parasitadas por cestodos Trypanorhyncha (-e-)......
Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que
muestra amplificaciones de PCR de fragmentos de genes de cestodos que
infectan al krill N. simplex en el Golfo de California. A, Paranybelinia
otobothrioides. B, Hemionchos major. C, Mobulocestus nephritidis.....................
Figura 36. Filogenia de cestodos Trypanorhyncha Paranybelinia otobothrioides,
Hemionchos major y Mobulocestos nephritidis que infectan a krill Nyctiphanes
simplex (Maxima Parsimonia con el modelo TBR, boostrap n=1000) gen 18S
ADNr de 1989 pb de longitud. (Grupo externo: Diphyllidea)..............................

Figura 37. Distribucién de frecuencia de longitud total (cm) de diversos peces
analizados oportunisticamente para analisis de parasitos en el Golfo de California
y Bahia Magdalena. A) Mictéfido (T. mexicanus), B) lisa (M. cephalus), C) tiburén
de profundidad (C. cephalus)...... ..o
Figura 38. Especies de tiburones analizados helmintolégicamente (valvula
espiral) recolectados en Punta Lobos, B.C.S..........cooiiiii i
Figura 39. Diversidad de cestodos que parasitan a distintos depredadores
comunes de krill en el Golfo de California. Cestodos del orden Trypanorhyncha
(A-D). A) Floriceps saccatus; B) Heteronybelinia sp. C) Nybelinia sp.; D)
Nybelinia surmenicola. Tetraphyllidea (E-I) E) Prosobothrium sp. F)
Ceratobothrium sp.; G) Tetraphillidea sp. 1; H) cestodo no identificado; I)
PRYHODOtNIIUM SP .. e e e e
Figura 40. Acantocéfalos adutos del género Bolbosoma que infectan a la ballena
azul Balaenoptera musculus en el Golfo de California. Bolbosoma sp. 1 (A-D),
Bolbosoma turbinella (s.l) (E) y Bolbosoma sp. 2 (F). Detalle de las espinas de la
zona bulbar (BY C). HUBVO (D) ... . i et e e e e et e e e e e aeean
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Figura 41. Huevos disectados del utero de un adulto de Bolbosoma sp. 1
(Familia Polymorphidae) adulto, recuperado de heces de ballena azul
Balaenoptera musculus. A) embrién o acanthor dentro del huevo (=). B) huevo
sin teiiir. C) Cuatro capas que conforman al huevo de Bolbosoma sp. 1. Ay D
tefiido con lugol. EScala=20 UM ...
Figura 42. Huevos disectados del utero de adultos del cestodo Trypanorhyncha

Floriceps saccatus. A, tefiido con lugol. B, huevo sin tefiir. Opérculo (). Escala

Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que
muestra amplificaciones de PCR de helmintos de krill y de algunos predadores
(trematodos, cestodos, acantocéfalos y nematodos). A) Trematodos (Dinurus
longisinus) de Dorado; B) nematodos de barrilete (Anisakis typica); C) cestodos
de krill Paranybelinia otobothrioides (carriles 2-4), Hemionchos major (carriles 5y
6) y Mobulocestus nephritidis. D) Acantocefalos (Bolbosoma turbinella) obtenidos
de heces de ballena azul (B. musculus). Nétese la diferencia en el tamafio de las
regiones amplificadas para cada grupo de parasito. Control negativo (c.n.),
Marcador geNEtICO L KD ... ...t e e e e e e e
Figura 44. Contracaecum sp. (hospedero: Mugil curema) A extremo anterior. B
extremo posterior. Anisakis sp. (hospedero: Katsuwonus pelamis -Barrilete-). C-D
extremo anterior. Escala= 400 M .......cuoiiriir e e e e e e
Figura 45. Floriceps saccatus (sensu stricto) que infecta al tiburén martillo
Sphyrna zyganea (Localidad: Punta Lobos, B.C.S., MéXiCO)..........cccvvvveveinninnn.
Figura 46. Nybelinia surmenicola (sensu stricto). Parasito que infecta al calamar
gigante (Dosidicus gigas) en el Golfo de California. A) vista general del parasito,
mostrando sus cuatro tentaculos (40X). B) del pars bulbosa (cuatro bulbos
alargados) curveados, apéndice y velo. C) Armadura metabasal, ganchos
organizados en forma de espiral (=). Bo=Botridios; Pbo=Pars bulbosa; Vel=Velo;
Ap=Apendice (estrobilo); Ten=Tentaculos; Hk=Ganchos (Hooks) (Vista tentacular
METADASAL). .. ...
Figura 47. Trematodos que infectan al pez dorado (A-B) y barrilete (C). (A)

Tetrochetus sp., (B) Dinurus longisinus (s.s) y (C) Hirudinella ventricosa (Barra =
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Figura 48. Andlisis filogenético (gen 18S rDNA) de especies de acantocéfalos en
el que se adiciona la secuencia de la especie Bolbosoma turbinella obtenido de
heces de ballena azul recolectada en Loreto en marzo de 2015 (letras negritas y
asterisco) inferido con el algoritmo de Evolucién Minima (ME). Se incluyeron 18
secuencias de nucleétidos con un total de 584 sitios comparables. Los nimeros
indican los valores de confianza (bootstrap) a 10,000 réplicas.............ocoevvevnnnn.
Figura 49. Conceptualizacion del ciclo de vida para acantocéfalos del género
Bolbosoma en el Golfo de California (este estudio). Ciclo de vida de Bolbosoma
(lineas sdlidas). Las lineas punteadas indican la participaciéon de hospedero
paraténico (i.€. PEZ O CIUSTACEO)... ... uuue it eeet it e te e et e e et e e et ee e e e e
Figura 50. Conceptualizacion de ciclos de vida (cestodos del orden

TrypanOrNYNCRA)......cccoo i
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Glosario

Abundancia: Numero de organismos por unidad de area, volumen, distancia o tiempo
durante el esfuerzo de observacion o colecta.

Agregacion: Agrupamiento de individuos conespecificos promovido por la circulacion marina
donde no existe ninguna connotacién social.

Biomasa: Cantidad de materia organica e inorganica que compone un individuo, organismos
de un nivel trofico, una poblacién o un ecosistema. Se expresa en peso por unidad de area o
volumen.

Comunidad: Unidad ecolégica compuesta de un grupo de organismos de diferentes
especies que ocupan un area o volumen en particular y que interactian mediante relaciones
troficas y etoldgicas.

Diversidad: Numero de especies de una comunidad o muestra; tambien conocido como
riqueza especifica.

Densidad: En parasitologia es el numero de individuos (parasitos) de una especie por unidad
de area, volumen o peso del érgano o tejido infectado.

Depredacion: Interaccion bioldgica en la que un individuo de una especie heterotrofa
(depredador) mata y se alimenta de varios individuos (la presas) durante su ciclo de vida
para subsistir.

Dominancia: Influencia que una especie ejerce sobre una comunidad debido a su
abundancia, cobertura territorial o tamafio.

Epizootia: Enfermedad que predomina transitoriamente en una regién o localidad y que
afecta simultdneamente a una gran cantidad de individuos de una o varias especies de

animales.
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Estacionalidad: Variacion periodica de una variable con un periodo inferior a un afio.

Factor de condicion del hospedador: Relacion de peso-volumen expresado como
porcentaje. Este indice es comunmente empleado para correlacionar el estado general del
hospedador con la intensidad de parasitosis.

Genotipificacion (caracterizacion genética): Proceso de determinacion del genotipo o
contenido genémico, en forma de ADN, especifico de un organismo biolégico, mediante un
procedimiento de laboratorio. Es la técnica de laboratorio que se utiliza para determinar la
informacion genética de un organismo, o genotipo, y poder diferenciarlo del resto.
Holoplancton: Organismos autotrofos y heterétrofos que durante todo su ciclo vital forman
parte de la comunidad plancténica.

Interaccion: Relaciones interespecificas e intraespecificas que ocurre entre organismos en
un ecosistema.

Intensidad: Numero de parasitos de una especie en un individuo hospedero.

Intensidad media: Numero total de parasitos de una especie parasita dividido por el nimero
de hospedadores parasitados.

Microhabitat: Habitat en pequefia escala dentro de uno mas grande; un area restringida
donde las condiciones ambientales difieren de las del area circundante y donde existe una
comunidad de organismos distintiva.

Nivel tréfico: Conjuntos de especies u organismos de un ecosistema que coinciden en la
posicion relativa que ocupan en el flujo de energia y nutrientes; es decir, a los que ocupan un
lugar equivalente en la trama alimentaria.

Necton: Organismos acuaticos capaces de desplazarse activamente mediante natacion en

cualquier direccion inclusive en contra de las corrientes marinas.
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Parasitismo: Interaccion biologica (tipo de simbiosis sensu lato), en la cual uno de los
participantes (parasito) depende del otro (el hospedero) y obtiene algin beneficio y un
parasito pasa uno o mas estadios de su vida en un solo individuo.

Pelagico: Organismos marinos que viven en la columna de agua, independientes del fondo
oceanico.

Picnosis: Condensacion y degeneracion celular en que el protoplasma se hace mas denso y
el tamafio de la célula disminuye.

Prevalencia: Numero de hospedadores infectados por una especie de parasito, dividido por
el nimero total de hospedadores examinados expresado como porcentaje.

Riqueza de especies (S): Definida como el nimero total de especies presentes en cada

muestra bioldgica y/o localidad (Whittaker, 1972).
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Resumen

En esta tesis doctoral se identificaron taxondmicamente los parasitos helmintos de
eufausidos y de algunos de sus depredadores mas comunes utilizando técnicas de
morfologia y genética molecular. El estudio comprendié el analisis helmintolégico en 11
especies de eufausidos (pertenecientes a cinco géneros) recolectados en 89 estaciones
oceanograficas obtenidas en cuatro cruceros oceanograficos realizados en la region norte y
centro del Golfo de California (enero y julio 2007, agosto 2010 y junio 2013). Los parasitos
helmintos que infectan al krill fueron comparados genéticamente con los parasitos de algunos
de sus depredadores mas conspicuos que incluyd al calamar gigante (Dosidicus gigas),
peces teleésteos (Myctophidae), elasmobranquios (Cephalurus cephalus, Sphyrna zygaena,
Sphyrna lewini Isurus oxyrhynchus, Pionace glauca, Squatina californica) y ballena azul
(Balaenoptera musculus) (n >240). La interaccion parasito-hospedero fue investigada en
términos ecoldgicos para describir los patrones de distribucidon espacio-temporal y
abundancia de los parasitos y hospederos (krill). Asimismo, se describe la condicion
fisiologica (factor de condicién, desarrollo génadico, fecundidad, castracion) del krill por
efecto de estas interacciones parasiticas mediante analisis histolégicos. Finalmente, se
evalla la funcién ecoldgica de los eufausidos como fuente de infeccién por helmintos hacia
niveles tréficos superiores en el Golfo de California. Los helmintos que infectan eufausidos en
el Golfo de California fueron numéricamente dominados por cuatro especies de Cestodos
(98.8 %), mientras que los Acanthocephala (0.56 %), Nematoda (0.18 %) y Trematoda
(0.37%) estuvieron presentes en considerable bajas proporciones. Las larvas de helmintos
mostraron notables cambios ontogenéticos parasitando las especies de eufausidos
numéricamente dominantes Nyctiphanes simplex, Nematoscelis difficilis y Euphausia
lamelligera, sugiriendo a estas especies zooplanctonicas son los primeros hospederos
intermediarios de los cestodos Trypanorhyncha y acantocéfalos Bolbosoma y segundos
hospederos intermediarios de trematodos Syncoeliidae. La distribuciéon geogréafica del krill
infectado fue heterogénea y mas agregada que la de sus hospederos. Se observo una
relacion directa entre la abundancia y densidad de las especies dominantes de krill respecto
a la prevalencia de los parasitos (variabilidad interespecifica). Sin embargo, a nivel
intraespecifico, la abundancia de N. simplex no se correlacioné significativamente con la

densidad y prevalencia de los parasitos (variabilidad intraespecifica). La condicion eco-
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fisiologica del krill infectado se caracteriza por presentar hepatopancreas de menor tamafio
(p<0.05) con paredes colapsadas y evidentemente menor tasa reproductiva respecto al krill
no infectado. La integracion de los atributos ecoldgicos de la poblacién de N. simplex y de la
comunidad de helmintos (sustentado por andlisis molecular) evidencia que N. simplex es un
vector relevante en la transmision de los cestodos Hemionchos major, Mobulocestus
neprhitidis y Paranybelinia otobothrioides que posteriormente parasitan rayas Mobula
japanica y M. thurstoni y otras especies de tiburones. Los cestodos Tetraphyllidea infectan a
peces teledsteos, elasmobranquios y mamiferos marinos. Los acantocéfalos Bolbosoma
balanae, Bolbosoma spl. y Bolbosoma sp2. completan sus ciclos de vida en mamiferos
marinos (misticetos, odontocetos y pinnipedos). El trematodo Paronatrema mantae parasita a
N. simplex y posteriormente infecta a la mantarraya gigante Manta birostris y al tiburdn
ballena Rhyncodon typus. Copiatestes sp. infecta a Nematoscelis difficilis y posteriormente
parasita el pez cinta Regalecus. La remarcable diversidad taxondmica de helmintos que
infectan a N. simplex es resultado de multiples interacciones interespecificas con sus
depredadores mas conspicuos. El mecanismo tréfico por depredacion del krill es la principal
via de infeccion de estos depredadores. Se evidencia la relevancia de N. simplex como
primer hospedero intermediario en el ciclo de vida de cestodos y acantocéfalos y segundo
hospedero intermediario en el ciclo de vida de trematodos. Esta informacién se representd en
modelos conceptuales de los ciclos de vida de los parasitos helmintos en el ecosistema

pelagico del Golfo de California.

Palabras clave: Parasitos, eufausidos, depredadores, genética, ciclos de vida, Golfo de
California.
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Abstract

In the present doctoral thesis we identified helminth parasites from both euphausiids and their
most common predators through morphological and molecular techniques. Our study included
helminthological examination of 11 euphausiid species (belonging to five genera) collected at
89 stations from four oceanographic cruises carried out in the north and center of the Gulf of
California (January and July 2007, August 2010 and June 2013). Parasitic species infecting
krill were genetically compared with those from its most conspicuous predators that included
jumbo squid (Dosidicus gigas), teleost fish (Myctophidae), elasmobranchs (Cephalurus
cephalus, Sphyrna zygaena, Sphyrna lewini Isurus oxyrhynchus, Pionace glauca, Squatina
californica) and blue whale (Balaenoptera musculus) (n> 240). Parasite-host interaction was
studied in ecological perpective to describe spatial and temporal distribution patterns as well
as abundance of parasites and hosts (krill). Additionally, we described (by histological
analysis) the physiological condition (condition factor, gonad development, fertility, and
castration) of krill as a result of these parasitic interactions. Finally, the ecological relevance of
euphausiids as a source of helminth infection to higher trophic levels in the Gulf of California
is evaluated. Four cestodes species (98.8 %) dominated helminth community infecting krill in
the Gulf of California, while acanthocephalans (0.56 %), nematodes (0.18 %) and trematodes
(0.37%) occurred in considerably low proportions. The results showed that remarkable
ontogenetic changes of helminth larvae occurred in the numerically dominant euphausiids
species Nyctiphanes simplex, Nematoscelis difficilis and Euphausia lamelligera, suggesting
these zooplanktonic species as first intermediate hosts for Trypanorhynchs cestodes and the
acanthocephalans Bolbosoma. Additionally krill is second intermediate host for Syncoeliid

trematodes. Geographical distribution pattern of infected krill was heterogeneous, highly
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aggregated. Evidence shows its density and prevalence not necessarily dependent on host
density. Eco-physiological condition of infected krill showed small-sized digestive gland
(p<0.05), internal tubules collapsed, and presumably low reproductive rates respect to non-
infected ones. Integrating ecological attributes of both N. simplex population and helminth
community (supported by molecular analysis) support the krill N. simplex as conspicuous
vector in the transmission of cestodes Hemionchos major, Mobulocestus neprhitidis and
Paranybelinia otobothrioides which infect Mobula japanica and M. thurstoni rays and other
shark species. Tetraphyllidean cestodes infect teleost fishes, elasmobranchs and marine
mammals. Acanthocephalans Bolbosoma balanae, Bolbosoma spl. y Bolbosoma sp2.
complete their life cycles in marine mammals (mysticetes, odontocetes and pinniped). Larval
trematode Paronatrema mantae parasitizing N. simplex will complete its life cycle infecting the
giant manta Manta birostris and the whale shark Rhyncodon typus. Copiatestes sp. infects
Nematoscelis difficilis and it has been recorded infecting the oarfish Regalecus glesne. High
taxonomic diversity of helminths infecting N. simplex highlight the multiple interspecific
interactions between krill and its conspicuous predators. Trophic mechanism is suggested as
the main route to infect predators. Our findings support the relevance of N. simplex as first
intermediate host in life cycle of cestodes and acanthocephalans, and as second intermediate
host in life cycle of trematodes. This information is integrated into conceptual models of the

life cycles of helminths in the pelagic ecosystem of the Gulf of California.

Key words: Parasites, euphausiids, predators, genetic, life cycles, Gulf of California.
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1. Introduccion

Desde mediados del siglo XX se reconoce que el ecosistema pelagico del Golfo de
California (GC) es una region con elevada biodiversidad que va desde los diminutos
organismos planctdnicos hasta los enormes cetaceos (Osorio-Tafall, 1946; Zeitzschel, 1969).
Sin embargo, la biodiversidad es ain mas elevada de lo que la mayoria de los investigadores
reconocen debido a que cada especie interactia con una compleja comunidad de
simbiontes, parasitos y parasitoides (Dobson et al., 2008; Small, 2011). Aungque se conoce
gue el parasitismo puede afectar la salud, tasas de crecimiento y reproduccion de los
hospederos, incluso con efectos letales (Mauchline & Fisher, 1969; Gomez-Gutiérrez et al.,
2003, 2009; 2010a; Walkusz & Rolbiecki, 2007), generalmente estas interacciones han sido
poco exploradas o en algunos casos ignoradas en el campo de la ecologia tréfica y dinamica
poblacional de las especies (Marcogliese, 1995; Studer et al., 2010) o no incluidas en
estudios de modelacién de tramas tréficas en el GC (Rosas-Luis et al., 2008) (Fig. 1).

En México, particularmente en el GC, existen contados estudios de parasitos de
organismos zooplanctonicos como copépodos (Coats et al., 2008), quetognatos, medusas
(Gomez-Del Prado-Rosas et al., 1999a, b, 2002; 2005; 2007, 2011; Lozano-Cobo, 2011) y
eufausidos (Shield & Gomez-Gutiérrez, 1996; Gomez-Gutiérrez & Castellanos-Osorio, 2010;
Gomez-Gutiérrez et al., 2010a, b, 2012, 2015a, b). Heinz & Dailey (1974) posiblemente sea
uno de los trabajos pioneros de parasitologia en el GC en donde describieron nuevas
especies de cestodos del orden Trypanorhyncha en elasmobranquios. Recientemente,
Friggens & Duszynski (2005); Campbell & Beveridge, (2006, 2007) han descrito nuevas

especies de cestodos del mismo orden en elasmobranquios del GC.



En el Golfo de California se han registrado once de las 86 especies de eufausidos (krill)
descritas a nivel mundial (Brinton & Townsend, 1980; Lavaniegos et al., 1989). Nyctiphanes
simplex es la especie de krill mas abundante en las aguas neriticas templado-céalidas de la
Corriente de California y el GC, seguida por las especies de afinidad oceanica Nematoscelis
difficilis (afinidad zoogeogréfica templada-subartica transicional) y Euphausia eximia (afinidad
zoogeografica tropical, endémica del Pacifico Oriental Tropical) (Brinton & Townsend, 1980;
Gomez-Gutiérrez et al., 1995). Debido a su elevada abundancia y su comportamiento de
formar grandes enjambres éstos crustaceos son consumidos por una amplia variedad de
depredadores de distintos niveles troficos. Por lo tanto, los eufausidos desempefian una
relevante funcion en el flujo de energia de meso y macroplancton a los niveles troficos
superiores en el GC (Gémez-Gutiérrez et al., 2010a, b, 2012b) siendo presa de mudltiples
especies como cefalépodos, peces pelagicos y demersales, ballenas y aves marinas
(Notarbartolo-di-Sciara, 1988; Gendron, 1992; Bargu et al.,, 2002; Beaugrand et al., 2003;
Baumgartner et al., 2003; Karnovsky et al., 2003; Rosas-Luis et al., 2008) (Fig. 1). De esta
forma, los eufausidos pueden ser un vector relevante de mdltiples parasitos (especificos y
generalistas) trasmitidos troficamente a través de la trama tréfica del ecosistema pelagico.
Actualmente se han detectado numerosos grupos de parasitos y parasitoides en eufausidos
de diferentes partes del mundo (Sars, 1885; Mauchline & Fisher, 1969; Komaki, 1970;
Marcogliese, 1995; Gomez-Gutiérrez et al., 2003; 2006, 2009, 2010a, 2012, 20015a, b).
Gomez-Gutiérrez et al. (2010a) reportaron que las dos especies de eufausidos mas
abundantes (N. simplex y N. difficilis) en el GC son afectados por al menos 16 distintos tipos
de epibiontes y parasitos, pero su identidad taxonémica, biologia, interaccion biolégica con
sus hospederos y cdmo estos parasitos completan su ciclo de vida son practicamente

desconocidos. Este desconocimiento podria tener un efecto negativo en la evaluacién de la



composicion faunistica de las comunidades de parasitos y deficiente comprension de como
estos se transmiten a través de la trama trofica hasta los niveles superiores (incluyendo a los
humanos) (Keesing et al., 2010). Las rutas de transmisién de los helmintos desde sus
hospederos intermediarios (invertebrados) hasta sus hospederos definitivos (vertebrados) ha
sido ampliamente estudiado en diferentes regiones del mundo (Thompson et al., 2005). Sin
embargo, en el GC, aun esta incipiente el estudio de los parasitos en zooplancton y necton.
La conectividad y la relevancia del krill como vector de parasitos es totalmente desconocido;
basicamente por que no se ha realizado esfuerzo de investigacion taxonomica y ecolégica de
los parasitos en el ambiente pelagico. La transmisién de parasitos a través de nodos tréficos
entre presas y depredadores en un ecosistema permitiria evaluar los principales vectores de
parasitos hacia distintos niveles troficos. De este modo, se aportaria informacion para inferir
posibles rutas de infeccion de parasitos de krill y su transmision a través de distintos
huéspedes intermedios y/o definitivos para avanzar o completar el conocimiento de su ciclo
biologico en esta region (Fig. 1) (Caira et al., 2006). A nivel mundial la mayor parte de la
taxonomia de pardsitos se lleva a cabo en organismos que infectan a hospederos nectonicos
de niveles tréficos altos presumiblemente con amplio espectro trofico o altas tasas de
depredacion, donde el efecto de bioacumulacién hace que los parasitos infecten con alta
intensidad. Sin embargo, los estadios larvales de los parasitos que infectan a hospederos
zooplanctonicos, son menos conocidos por la relativamente baja prevalencia de infeccion en
las abundantes poblaciones y comunidades zooplancténicas (efecto de dilusion de infeccién).

Considerando lo anterior es altamente probable aportar informacion de la parasitofauna
de los eufausidos y posiblemente descubrir nuevas especies 6 describir fases larvarias de
especies conocidas Unicamente en su fase adulta (Chandra, 1986; Gomez-Gutiérrez et al.,

2010a) y/o inferir extensiones de ambito de parasitos previamente descritos en otras



regiones, pero aun no detectados en aguas mexicanas (Fig. 2) (Gomez-Gutiérrez & Shields,

1998; Gomez-Gutiérrez & Castellanos-Osorio, 2010).

Peces pelagicos mayores Tiburones Mantas: Mobula thursoni  Parasitos helmintos en heces de ballenas

Barrilete Katsuwonus pelamis
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Figura 1. Modelo conceptual de principales depredadores conocidos de los eufausidos en el
Golfo de California, numéricamente dominados por la especie Nyctiphanes simplex

(modificado de Del Angel-Rodriguez, datos sin publicar).

También, es necesario evaluar el efecto de la parasitosis en eufausidos mediante una
aproximacion histopatolégica que permita caracterizar y evaluar la respuesta del hospedero a

las infecciones parasiticas de cada tipo de helminto (Sparks et al., 1973; Fontaine & Lightner,
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1975). Para ello es indispensable utilizar técnicas histologicas o histoquimicas que permitan
obtener una perspectiva morfologica y funcional de la trasmision de parasitos y de la
patologia de los eufausidos, asi como el impacto de las asociaciones ecoldgicas parasito—

hospedero (Thompson et al., 2005).
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Figura 2. Numero de especies de eufausidos con reporte de parasitos y numero de articulos
publicados por grupo taxondmico de parasitos detectados en eufausidos en el mundo. La
diversidad de parasitos detectados en eufausidos varia desde epibiontes relativamente
inofensivos (azul) a parasitoides (barras color rojo) (Gémez-Gutiérrez & Morales-Avila datos

sin publicar).



2. Antecedentes

La mayor parte de los estudios de parasitos (principalmente en fase juvenil y adulta) en
el GC han sido realizados en hospederos del macrobentos y necton (Notarbartolo-di-Sciara,
1988; Inohuye et al., 2004; Tyler, 2001; Tyler & Caira, 1999). Es bien conocido que los
primeros estadios de los parasitos (larvarios) tipicamente infectan organismos
zooplancténicos, aunque se ha reportado que los valores de prevalencia en zooplancton son
considerablemente menores que los observados en niveles tréficos superiores lo que sugiere
un efecto de bioacumulacién (Marcogliese, 1995). Esto contrasta con la perspectiva
generalizada que la abundancia de larvas en cualquier especie, es tipicamente mas elevada
gue en la fase adulta. Los ciclos de vida de los parasitos, frecuentemente incluyen mduiltiples
fases de desarrollo y amplia diversidad de hospederos intermediarios e infeccion generalista.
Esto hace que la identificacion de los parasitos en diferentes estadios de desarrollo
(infectando distintos hospederos intermediarios, paraténicos o definitivos) sea una
investigacion multidisciplinaria sumamente compleja. Es por esto que se requiere esfuerzo de
investigacion sistematico y el uso combinado de métodos de identificacion taxonomica
morfologica, histolégica y genética (marcadores moleculares) para realizar un avance
significativo en la identidad taxonomica de los helmintos que infectan al krill y la
conceptualizacion de sus ciclos de vida (Bhadury et al., 2006; Gregori et al., 2012, 2013,

2014).

El primer registro de parasitos (acantocéfalos e is6épodos) en eufausidos fue
descubierto en del krill del norte Meganyctiphanes norvegica (Sars, 1885). Los protozoarios
parasitoides de huevos M. norvegica fueron descubiertos posteriormente en 1905 (Dogiel,

1906). En la década de 1960 aun se conocian relativamente pocos parasitos de eufausidos
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como los crustaceos Dajidae Branchiophryxus nyctiphanae (Caullery) y los ellobiépsidos del
género Thalassomyces (Boschma) (familia Ellobiopsidae) (Mauchline & Fisher, 1969).
Théodoridés (1989) realiz6 una revision bibliografica de los parasitos del zooplancton
detectando una amplia gama de patdégenos y parasitos (desde virus y bacterias hasta
macroparasitos) pero no describe nuevos tipos de parasitos en eufausidos conocidos hasta
entonces. Actualmente, se conoce que los ellobiopsidos son los parasitos mas comunes en
las especies de eufausidos debido a su relativamente gran tamafo en relacion al tamafio del
hospedero y por insertarse en el cefalotorax (mesoparasito) siendo facilmente detectados (en
al menos 30 especies de krill) (Fig. 2) (Mauchline & Fisher, 1969, Ramirez & Dato, 1989,
Gomez-Gutiérrez, datos sin publicar). Sin embargo, la identidad y filogenia de este grupo de
parasitos aun no esta definida, aunque se conoce que estan genéticamente cercanos a los
dinoflagelados (incluyendo los Syndiniales/ Alveolados marinos Grupo Il y los Dinokaryota) y
Alveolados marinos Grupo | que a otros Alveolados marinos (Ciliophora, Perkinsozoa y

Apicomplexa) (Silverman et al., 2004, GOmez et al., 2009).

Shimazu (2006) realiz6 la mas reciente y extensiva revision de los helmintos,
trematodos y cestodos que infectan a los eufausidos, principalmente recolectados en la
region de Japon y Pacifico Norte. Recientes estudios de taxonomia y genética han permitido
identificar a los acantocéfalos Bolbosoma balanae y Rhadinorhynchus sp. y los nematodos A.
simplex sensu stricto y A. pegrefii infectando el eufausido Nyctiphanes couchii en el Atlantico
Norte (Gregory et al., 2012, 2013, 2014).

Por otro lado, para el GC, actualmente se cuenta con un avance notable en la deteccion
e identificacion morfolégica de parasitos de la ballena azul (Balaenoptera musculus) y de
aleta (Balaenoptera physalus) mediante el andlisis de heces y mas recientemente
cuantificacion de huevos con la técnica McMaster (Rocha-Gosselin, 2009, Flores-Cascante,
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2012; Flores-Cascantes & Gendron, 2012). Por lo que en la presente tesis doctoral, se
pretende identificar los parasitos de los depredadores (principalmente cetaceos,
elasmobranquios y peces teledsteos) y sus presas (eufausidos) mediante analisis
taxonomicos morfologicos y moleculares a través de observaciones directas recientes y/o
registros bibliograficos acerca de habitos alimentarios de los depredadores.

La infeccion de hospederos intermediarios por larvas de helmintos, provee una
perspectiva del origen y estado actual de las interacciones troficas en los ecosistemas
(Marcogliese, 2001) y de como éstas dinamicamente modifican la estructura de la comunidad
de parasitos en los hospederos definitivos (Poulin & Valtonen 2001; Vickery & Poulin 2002;
Luque & Poulin, 2004). Estudios recientes se han enfocado a estudiar como la transmision de
parasitos se relaciona con la estructura de la trama trofica y si la infeccion de ciertos
hospederos intermediarios especificos favorece la transmision de helmintos parasitos hacia
niveles tréficos superiores (Marcogliese, 2001, 2002; Luque & Poulin, 2004).

Se ha propuesto que la prevalencia de los parasitos y su capacidad de localizar e
infectar nuevos hospederos es inversamente proporcional a la distancia entre individuos o
grupos de individuos que pueden ser infectados (comportamiento social agregaciones,
enjambres y/6 cardumenes) y directamente proporcional a su densidad poblacional (Kuris et
al.,, 1974; Kabata, 1981; Gomez-Gutiérrez et al., 2010a). En ecosistemas oceanicos
oligotréficos, los hospederos generalmente tienen poblaciones poco densas y ampliamente
distribuidas mientras que en ecosistemas costeros (mesotroficos y eutréficos) existen
especies que tienen elevadas densidades poblacionales. Por lo tanto, las condiciones
oceanograficas que propician elevadas tasas de produccién secundaria o concentran el
zooplancton tienden a atraer depredadores que puede facilitar o acelerar las tasas de

trasmision de parasitos troficamente transmitidos. Sin embargo, la funcion de los eufadsidos



en la transmision de parasitos tréficamente transmitidos, no ha sido evaluada en el GC. Por
lo que, identficaciones taxondmicas de parasitos, a partir de muestreos sistematicos permitira
cuantificar la prevalencia, intensidad, distribucion y densidad de los parasitos helmintos de
los eufausidos e inferir rutas de infeccion a través de la trama tréfica en el GC e incluso inferir

extensiones de ambitos o nuevas especies.

3. Justificacion

El zooplancton marino esta compuesto por una enorme diversidad de organismos que
incluye organismos holoplancténicos o meroplanctonicos de la mayoria de los fila conocidos
en el ecosistema marino. Sus interacciones troficas son complejas y regulan en gran medida
el flujo de energia y biomasa desde la produccion primaria y secundaria hacia los niveles
troficos superiores. Convencionalmente, se ha conceptualizado que la estructuracion de las
tramas troficas esta principalmente enlazada mediante interacciones de depredadores y
presas. Sin embargo, las interacciones parasiticas también son relevantes en la
estructuracion y funcionamiento del ecosistema marino debido a que: 1) todas las especies
del planeta interacttan con mdultiples especies de parasitos (Dobson et al., 2008); 2) estos
afectan la salud, en algunos casos la fecundidad y sobrevivencia de los hospederos
influenciando en sus tasas de adecuacion que tipicamente disminuyen sus tasas de
produccion de biomasa (Gomez-Gutiérrez et al., 2003); 3) en algunos ecosistemas la
biomasa de paréasitos puede tener una biomasa considerable a nivel de ecosistema y 4) la
pérdida de la biodiversidad de especies hospederas en un ecosistema afecta la transmision
de enfermedades infecciosas en organismos marinos e incluso en humanos (Keesing et al.,

2010; Small, 2012).



La composicion especifica de los parasitos, prevalencia, intensidad y evaluacion del
efecto patoldgico de los parasitos a los hospederos son informacion relevante para
comprender y conceptualizar las interacciones parasito-hospedero y los factores que influyen
en sus habitos alimenticios y ciclos de vida (Lamothe-Argumedo, 1994). En el GC la mayor
parte de la investigacion parasitologica ha sido dirigida a estudios de helmintos juveniles y
adultos que infectan hospederos necténicos de niveles tréficos superiores. En el presente
trabajo, se investigd la composicion especifica de los parasitos helmintos de krill con un nivel
trofico relativamente bajo (N. simplex tiene un nivel trofico estimado de 2.1) (Gémez-
Gutiérrez et al., 2012). Los eufausidos son adecuados modelos biol6gicos para inferir
asociaciones parasito-hospedero en el zooplancton debido a que: 1) son organismos
holoplancténicos cuyos adultos son de tallas relativamente grandes (macrozooplancton), 2)
algunas especies, como N. simplex y N. difficilis, forman densas agregaciones, enjambres y
cardumenes mostrando un comportamiento social complejo, 3) estos tienen amplia migracion
vertical y horizontal dentro del Golfo de California y 4) los eufausidos son presas de mdltiples
especies del necton y bentos (Fig. 1).

Finalmente, mediante la integracion de la informacién obtenida en este trabajo
(identificacién taxondémica, morfolégica y genética, prevalencia, intensidad, densidad y
distribucion de los parasitos) se pretende evidenciar patrones de transmision para cada
grupo taxonémico de helmintos distinto (Cestoda, Trematoda Acantocefala y Nematoda)
conceptualizando la relevancia del krill como vector de transmision de parasitos hacia niveles

troficos superiores en el Golfo de California.

4. Hipotesis
1) Gémez-Gutiérrez et al. (2010a) propusieron la hipotesis de que las especies de

eufausidos con mayor densidad poblacional, mayor grado de agregacion y mas amplia
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distribucion geografica tienen mayor diversidad y prevalencia de parasitos que aquellas
especies con menor densidad poblacional, menor grado de agregacion y con distribucion
espacial mas heterogénea (comparacion interespecifica). Esta tesis doctoral se enfoco en
probar esta hipoétesis cuantificando sistematicamente la densidad y diversidad de parasitos
gue infectan especies de eufausidos numeéricamente dominantes y poco abundantes del
Golfo de California. Asi mismo, se investigé también esta hipotesis en términos de variacion
intraespecifica de la especie de hospedero numéricamente dominante correlacionando la

abundancia estandarizada de la especie hospedera (krill) y la prevalencia del parasito.

2) Investigaciones realizadas bajo condiciones de laboratorio muestran que los
helmintos pueden incrementar las tasas de mortalidad, modificar el comportamiento (como
estrategia de transmision hacia el hospedero definitivo), disminuir las tasas de reproduccion e
incrementar el periodo de intermudas de los crustaceos hospederos (Ferreira et al., 2005).
En general, se conceptualiza que cuando un parasito infecta al hospedero y no existe un
cambio morfolégico-ontogenético evidente del parasito dentro del hospedero éste es un
hospedero paraténico, por lo que se asume que el flujo energético del hospedero al parasito
es minimo. En contraste, si el parasito experimenta cambio ontegenético en el hospedero, el
organismo infectado es un hospedador intermediario; por ende es probable que el parasito
obtenga mayor energia del hospedero. Estudios previos de parasitos en eufausidos indican
gue algunos helmintos pueden castrar a los hospederos invertebrados (Marcogliese, 1995;
Shimazu, 2006). Se plantea la hipotesis que el krill es hospedero intermediario de helmintos,
por lo que se espera encontrar distintos estadios ontogenéticos de la misma especie de
parasito en la especie de hospedero y la infeccion tendra un efecto fisioldgico negativo que

podra observarse en la condicion general del hospedero en relacion al indice hepato-
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somatico, tasas de desarrollo gonadico, produccion de huevos y crecimiento somatico de los

eufausidos en el Golfo de California.

3) Los eufausidos son omnivoros y a su vez son presa de multiples especies de
depredadores necténicos y demersales (cefalépodos, peces teleosteos y elasmobranquios y
cetaceos (Fig. 1). Esto implica que en las interacciones troficas, los eufausidos posiblemente
sean un vector de transmision de parasitos para continuar y completar sus ciclos de vida en
hospederos de niveles troficos superiores. Con base en lo anterior, se espera que la
diversidad taxondmica de helmintos que parasitan krill del Golfo de California reflejara las
relaciones troficas entre el krill y sus depredadores mas conspicuos. La identificacion
taxonomica (mediante técnicas morfologicas y moleculares) y descripcion ecoldgica de la
poblacidon e infeccidn por helmintos en eufausidos, contrastados con los parasitos de sus
depredadores, permitird conceptualizar los ciclos de vida de los helmintos en el ecosistema

pelagico del Golfo de California.

5. Objetivo general

1. Estimar la diversidad taxonOmica de los parasitos helmintos que infectan a
los eufausidos y sus depredadores comunes mediante técnicas morfologicas y moleculares,
asi como caracterizar la interaccion parasitica en términos de prevalencia, intensidad y
densidad de las especies de helmintos que infectan a los eufausidos para conceptualizar sus

ciclos de vida en el Golfo de California.
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5.1 Objetivos especificos

1. Identificar las especies (sensu stricto) y sus distintas fases de vida de los parasitos de

eufausidos y sus depredadores mediante técnicas morfologicas y genéticas.

2. Caracterizar (cuantitativamente) la relaciéon parasito—hospedero (densidad, distribucion,
prevalencia, intensidad y dafo histopatologico) de las distintas especies de parasitos
helmintos y los eufausidos en distintas fases de vida mediante analisis de muestras

preservadas y observaciones in vivo realizadas a bordo del B/O ElI Puma.

3. Determinar el tipo de asociacion espacio-temporal de la diversidad, prevalencia e
intensidad de infeccion de helmintos en funcion de las condiciones ambientales durante
cuatro cruceros oceanograficos enero 2007 (época fria), julio 2007, agosto 2012 (época

cdlida) y junio 2013 (periodo de transicién) en el Golfo de California.

4. Conceptualizar los ciclos de vida de los parasitos de eufausidos mediante informacion

bibliografica y prospecciones de parasitos en muestreos de oportunidad en depredadores de

eufausidos.
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6. Material y métodos

6.1. Muestreo de zooplancton en el Golfo de California

Esta tesis fue realizada mediante el analisis de eufausidos obtenidos de 89 muestras
de zooplancton recolectadas en cuatro cruceros oceanogréficos en el Golfo de California a
bordo del B/O EI Puma (UNAM) durante enero (n=31) y julio 2007 (n=16), agosto 2010

(n=22) y junio 2012 (n=20) (Fig. 3).

Enero2007 .. ' Julio2007
(31)

Junio 2013
(20) |

114 113 112 -111 -110

Figura 3. Estaciones oceanograficas donde se realizaron muestreos de zooplancton con red
tipo Bongo (500 um) durante cuatro cruceros oceanograficos a bordo del B/O El Puma. (A)
enero 2007, (B) julio 2007, (C) agosto 2012 y (D) junio 2013. El numero de estaciones de

muestreo (e) son mostradas entre paréntesis en cada crucero.
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En cada crucero oceanografico se realizaron muestreos de zooplancton mediante
arrastres oblicuos con una red tipo Bongo de 500 um y 300 um de luz de malla (longitud de 3
m y didmetro de la boca de 0.60 m) siguiendo el método estandar de Smith & Richardson
(1979). Cada red se equipd con un flujometro digital (General Oceanics) para estimar el
volumen de agua filtrada. Las muestras obtenidas de 300 um fueron fijadas con formaldehido
al 4% neutralizado con una solucion saturada de borato de sodio y aforadas a un volumen de
1 L y las muestras de 500 um fueron fijadas con alcohol al 70% con un recambio completo de
alcohol al término de cada crucero. Cada muestra fue etiquetada y registrada en bitacoras.
Los perfiles de temperatura, densidad, salinidad y concentraciones del oxigeno disuelto
(hasta 250 m de profundidad) fueron registrados mediante un CTD general Ocenic Mark Il
durante enero 2007 y un CTD Seabird SB09 equipado con un oximetro SB43 en los otros

tres cruceros oceanogréficos posteriores.

6.1.1. Procesamiento de muestras de zooplancton

En el laboratorio, se midié el volumen de biomasa zooplancténica por el método de
volumen desplazado (Beers, 1979) y los datos obtenidos se estandarizaron a mililitros de
biovolumen de zooplancton por 1000 m? (Kramer et al., 1972; Smith & Richardson, 1979).
Posteriormente, los eufausidos fueron separados de la muestra madre, cuantificados,
identificados hasta especie y por fase de vida (caliptopis, furcilia, juveniles y adultos) con
claves taxondmicas (Baker et al., 1990; Brinton et al., 2000). A cada especimen se midio la
longitud total de cada organismo (desde la parte posterior del ojo excluyendo el rostro hasta

el telson) (Fig. 4).
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Figura 4. Fases de vida de Nyctiphanes simplex. Caliptopis (A), furcilia (B), juvenil (C) y

adulto (D). Fotos cortesia de Jaime Gomez-Gutiérrez.

Todas las muestras de zooplancton fueron analizadas en su totalidad (es decir la
muestra no fue fraccionada) y todos los eufausidos fueron disectados y analizados para
buscar endoparasitos. Esto permitio estandarizar los valores de la abundancia de krill (no
parasitado) y krill parasitado a ind/1000 m- permitiendo comparar valores de densidad y
prevalencia entre estaciones oceanograficas y épocas del afio. La estimacion de la
abundancia estandarizada de los animales infectados y no infectados por unidad de volumen
es una variable complementaria a la prevalencia (proporcién de una poblacion parasitada por
una especie de parasito, ampliamente utilizada en la parasitologia) y en el caso de la
primera, permite cuantificar la infeccion en krill por unidad de volumen para cada especie de

paréasito en la columna de agua muestreada (Morales-Avila et al., 2015).

PA= (aJ «1000
Iy
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Donde a es el niamero total de especimenes de krill no infectados en cada muestra
para estimar la abundancia total de krill (excluyendo etapa calyptopis) o es el nUmero total de
una especie de parasito que infecta ejemplares de krill en cada muestra zooplancton (o sea
krill parasitado) para estimar la abundancia estandarizada del parasito en cada localidad de
muestreo; y FV es el volumen de agua de mar filtrada expresado en metros clbicos (m3),

calculado segun el método descrito por Smith & Richardson (1979).

6.2. Recoleccion de heces en areas de alimentacion de ballena azul

Desde el 2012 al 2015 se realizaron muestreos biolégicos en Marzo o Abril de cada
afio en la region del Parque Nacional Marino Bahia de Loreto y Bahia de La Paz para
recolectar muestras de heces y zooplancton en areas de alimentacion de la ballena azul
(Balaenoptera musculus) durante su migracion invernal al Golfo de California. Dependiendo
de las condiciones maritimas, cada dia se siguio a un solo individuo de ballena azul el mayor
tiempo posible entre las 06:00 y 18:00 h para registrar su comportamiento de buceo asi como
actividades generales lo que favorecié la recoleccion de heces (ver Flores-Cascante &
Gendron 2012). Cuando se detecté que la ballena defecé se recolectaron las heces para
observarlas en fresco para buscar parasitos adultos y posteriormente preservarlas en etanol.
Cuando se observo que la ballena se alimentaba en superficie se realizaron muestreos de
zooplancton con una red conica de 60 cm de diametro y 333 um de luz de malla equipada

con un flujbmetro para estimar volumen filtrado (Smith & Richardson, 1979) (Fig. 3).
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6.1.2. Recoleccion de parasitos de tiburones

Se realizaron muestreos durante 2014 en el campo pesquero Punta Lobos BCS,
México para recolectar parasitos (huevos y adultos) de elasmobranquios (tiburones y rayas).
Los parasitos se extrajeron de las valvulas espirales de los elasmobranquios y se
preservaron en etanol al 96%.

Las especies de helmintos (adultos y huevos) detectadas en las heces de ballena azul
y/o en algunos organismos depredadores (tiburones, rayas, calamares y peces 6seos) fueron
carcterizados morfolégica y genéticamente para contrastar las secuencias homodlogas
(busqueda de identidad genética) de las secuencias de los parasitos helmintos que infectaron

a los eufausidos (NCBI BLAST —BLAST Sequence Analysis Tool—) (Madden, 2002).

6.1.3. Andlisis helmintologico e identificacion morfolégica de parasitos

Los parasitos de eufausidos fueron obtenidos de organismos vivos o de la diseccion
de eufausidos preservados para realizar su posterior identificacion, descripcién morfolégica y
analisis genético. Se seleccionaron los ejemplares mejor preservados para realizar
descripciones del estadio de desarrollo de los paréasitos (tipo y forma de de microtriques,
presencia/ausencia de surcos botriales y tamafio) mediante microscopia Optica y microscopia

electronica de barrido (MEB) (Chervy, 2000; Palm, 2004).
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6.2. Caracterizacion ecoloégica de la infeccion

La caracterizacion ecoldgica y densidad (ind. 1000 m=3) de parasitos en hospederos y
de los hospederos se estimé en cada muestra de zooplancton de los cuatro cruceros. Estas
variables se representaron cuantitativamente de forma espacio-temporal mediante mapas de
distribucion realizados con el programa Surfer version 10 10 con el método de interpolacion
Kridding.

La prevalencia (P), intensidad (I), abundancia media (A) (si los datos se ajustan)
fueron estimadas de acuerdo a Margolis et al. (1982) y Bush et al. (1997). Asimismo, se

comparo la prevalencia geograficamente en las regiones del centro y norte del GC.

Prevalencia: numero de hospedadores infectados por una especie de parasito, dividido por

el nimero total de hospedadores examinados expresado como porcentaje.

Hospederos infectados
P= x 100
Hospederos examinados

Intensidad: namero de parasitos de una especie en un individuo hospedador.

Intensidad media: nimero total de parasitos de una especie parasita dividido por el nUmero
de hospedadores parasitados.

Abundancia media: numero promedio de parasitos por especie hospedera examinado en
una muestra (incluyendo a los individuos no infectados de la misma especie). Se calcula con
la media aritmética dividiendo el nimero total de parasitos presentes en una muestra de
hospedadores examinados positivos entre el nimero total de hospedadores examinados.
Densidad: namero de individuos de una especie de parasito en particular por unidad de

area, volumen o peso del érgano o tejido del hospedero infectado.
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indice hepatosomatico (IHS): proporcion de la longitud del eje mas largo del
hepatopancreas y la longitud del cefalotorax expresada en porcentaje. Este indice es
comunmente empleado para correlacionar el estado general de salud del hospedero (factor
de condicién) (Nicol et al., 2000, Shin, 2000, Virtue et al, 2010). Se asume gque mientras mas
grande es el IHS el eufausido tiene mejor condicion de salud. Se espera que los eufausidos
infectados por helmintos tengan valores del IHS significativamente menores que los
organismos saludables de su misma longitud total. En este caso, se usara como variable
para detectar cambio entre krill parasitado vs. no parasitado (pareo) de la misma estacion de
muestreo para evitar que otras variables afecten la comparacion de el IHS entre individuos
de la misma talla (las variables como talla, sexo, estadio de desarrollo gonadico, fueron

controladas). Esto fue estadisticamente comparado mediante un ANOVA (o = 0.05).

Longitud del hepatopancreas
IHS = x 100
Longitud del cefalotérax

6.2.1. Procesamiento de parasitos

Los parasitos recolectados y analizados del krill a bordo del B/O ElI Puma durante el
periodo 2012 a 2014 fueron fijados en alcohol 70—90% para realizar posteriores analisis
genéticos (tipicamente especimenes recolectados con la red de deriva) y formol 4%
(conservacién de la morfologia y el patron de coloracion). Los especimenes helmintos
disectados de los eufausidos seleccionados para analisis taxondmicos se fijaron en las
mismas soluciones calientes (a punto de hervir). Algunos otros se preservaron en solucion
Karnovsky y/o Davidson para realizar analisis histoldégicos. Los nematodos obtenidos de

depredadores de krill, fueron fijados en alcohol o formol y posteriormente, se trasladaron en
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una solucién compuesta de glicerina-alcohol caliente (nueve partes de alcohol 70% a una
parte de glicerina). Después éstos fueron aclarados mediante la evaporacion del alcohol. Los
parasitos (montados en glicerina sobre un portaobjetos) se describieron y midieron
morfolégicamente mediante el uso de microscopio compuesto y fotos digitales tomadas con

una camara Canon G11 (Pippy & Van Banning, 1975; Beverley-Burton et al., 1977).

6.2.2 Tincion y aclarado de parasitos (helmintos)

Los ejemplares de acantocéfalos mejor preservados fueron sumergidos en una mezcla
de glicerina y etanol al 70% (1:1 =v/v) para aclararlos. Posteriormente, fueron montados
temporalmente para observarlos con un estereomicroscopio para su identificacion basada en
la clave de familias y subfamilias de acantocéfalos (Amin, 1987; Shih et al., 2010). Todas las
mediciones se reportaron en milimetros (mm). Los nematodos fueron aclarados directamente
con solucion de acido lactico, mientras que los cestodos y trematodos se montaron con la
técnica de lavados y deshidratados por sucesion de una serie de soluciones graduales de
alcohol de diferentes concentraciones (concentraciones de 70 -100 %). Posteriormente,
fueron tefiidos con Carmin acético hematoxilina y/o solucién de tricobmica de Gomori

alcohdlica (Palm, 2000, 2009).

6.2.4. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Los helmintos disectados de los eufausidos fueron deshidratados en series de etanol

de concentracion de 70-100% hasta el punto critico de secado (Polaron E3000). Se
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recubrieron con oro-paladio al 60% (Polaron E5100) y se observaron con un microscopio
electronico de barrido (MEB) marca Hitachi modelo S-3000N en el laboratorio MEB del
Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR, La Paz, B.C.S.). Para los
cestodos que infectan al krill, se observo la superficie del cuerpo particularmente enfocado a

observar los tentaculos, escolex y botrios (cabeza).

6.2.5. Histologia (Anatomia interna)

Durante los muestreos a bordo del B/O El Puma después de la observacion de
eufausidos en vivo, se separaron eufausidos parasitados y no parasitados de las mismas
estaciones de muestreo y se fijaron en solucién de Karnovsky durante 48 h. Posteriormente,
se transfirieron en una solucion de alcohol al 70% y se mantuvieron en refrigeracion o a
temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad para su traslado al laboratorio de
histologia e histoquimica del CIBNOR, La Paz, B.C.S.

Los eufausidos fueron deshidratados en una serie progresiva de etanol desde 80
hasta 100% (cambios progresivos de 10%) durante una hora en cada cambio.
Posteriormente, los organismos fueron aclarados en xileno e incluidos en Paraplast X-Tra
con punto de fusion de 54-56° C. De las inclusiones de eufausidos en parafina se obtuvieron
cortes longitudinales de 4 um de grosor con un microtomo de rotacion Leica RM 2155. Para
el andlisis cualitativo y cuantitativo de la morfologia interna de los eufausidos se empleé la
técnica Hematoxilina-Eosina (H-E) (Sheehan & Hrapchak, 1973; Humanson, 1979). Los
cortes histolégicos tefiidos fueron observados y fotografiados individualmente (2—6 cortes por
espécimen) con una camara digital Cool SNAP-Pro adaptado a un microscopio compuesto

marca Olympus BX41 y con el programa Image Pro Plus (v 5.1.0.20). Con los cortes
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histolégicos de eufausidos no parasitados se identificé la morfologia interna para ambos
sexos y se compararon con estudios del desarrollo gonadico previos en las especies de
Nyctiphanes simplex, Nematoscelis difficilis y Euphausia eximia (Zavala-Hernandez, 2007,
Gomez-Gutiérrez et al., 2010b). La descripcion de la morfologia interna y desarrollo gonadico
de machos y hembras (sin presencia de parasitos), se us6 como marco de referencia para
compararla con respecto a la morfologia de organos y células de krill parasitados con

helmintos.

6.3. Identificacion genética de helmintos

Algunos de los parasitos helmintos de los eufausidos fueron lavados en solucion salina
(cloruro de sodio al 0.9%) para posteriormente fijarlos y conservarlos con alcohol etilico al 70-
100 % para andlisis genéticos. Los especimenes fijados en alcohol 90-100% fueron usados
para obtener secuencias de genes 0 regiones espaciadoras diferentes (18S, 28S, ITS)
dependiendo del polimorfismo genético de la region objetivo para definir la identidad de un
determinado grupo de parasito [trematodo (solo para depredadores, no disponibles para los
dos trematodos encontrados en krill), cestodo, nematodo o acantocéfalo] incluyendo réplicas
de 1 a 8 individuos por cada taxdén (dependiendo de su abundancia total). Los
oligonucledtidos (cebadores), la region blanco (fragmento a secuenciar), asi como su longitud
(pares de bases —pb-) dependié de la resolucidon necesaria del fragmento blanco para
discriminar dentro y entre grupos taxonémico operacionales (OTUs) de cada taxén analizado.
Otro factor considerado para elegir la region blanca, fue la disponibilidad de secuencias
depositadas en la base de datos de Genbank. Para la amplificacion de genes se emplearon

iniciadores (en inglés “primers”) preferentemente universales para metazoarios y para cada
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grupo de parasito (i.e. platelmintos) (Loreille et al., 2001; Yuryev, 2004; Suzuki et al., 20086,
2008 Gregori et al., 2012, 2013, 2014).

Los fragmentos “pequeinos” (SSU ribosomal DNA —rDNA-) y “grandes” (LSU ribosomal
DNA —rDNA-) de ADN ribosomal proporcionan una combinacién de porciones del genoma
gue contienen sitios constantes que favorecen alineaciones multiples entre secuencias
homologas y sitios variables que proporcionan informacion para interpretar aspectos de
taxonomia y filogenia de cada grupo taxonomico de parasito. Ademas, la region SSU
proporciona una perspectiva filogenética robusta de los platelmintos en las relaciones del
método de reconstruccion y suficiente secuencia de bases de acidos nucleicos bajo el

escrutinio del analisis bootstrap (Litlewood & Olson, 2001).

6.3.1. Extraccion de ADN genémico (ADNQ)

En este trabajo se emplearon cinco técnicas de extraccion de ADN gendmico total
(ADNQg) de parasitos, dependiendo de: 1) la procedencia (krill o depredadores), 2) estadio de
desarrollo (larva o adulto) y 3) grupo taxondmico de los parasitos (trematodo, cestodo,
nematodo o acantocéfalo). Algunas de estas técnicas fueron estandarizadas en su totalidad
(técnica 1), las técnicas 2 — 4 fueron adaptadas mediante modificaciones de volumenes,
concentraciones y/o tiempo de reaccion en cada paso. La técnica 5, se llevo a cabo de

acuerdo a las recomendaciones proporcionadas por el fabricante QIAGEN.

1) Chelex® 100 al 5%. Se realizd6 la extraccion de ADN genomico total de
especimenes parasitos enteros (blastocisto ~ 460 pum de diametro) fijados y conservados en

etanol 100%. Los parasitos se colocaron individualmente en tubos Eppendorf de 0.6 ml y se
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presionaron contra la pared del tubo para romper el parasito con una pipeta fina que contenia
45-60 ul de Chelex® 100 al 5%. Posteriormente, se afiadio proteinasa K (15 mg / ml) seguido
de incubacion a 60° C durante 45 min, bafio en agua a temperatura de ebullicion durante 8
min y se centrifugd a 10 000 rpm a 25° C durante 5 minutos. El sobrenadante se usé como

molde en reacciones de PCR posteriores (Morales-Avila et al., en preparacion).

2) Hot-shot. El espécimen (parasito), se colocé dentro de un tubo Eppendorf y se
afiadio 30uL de buffer de lisis alcalino (NaOH 25mM, disodium EDTA 0.2mM, pH 8.0) se
realizo la disgregacion del parasito mediante incubacion a 95° C durante 15 min. Se dejo
enfriar en hielo de 3-4 minutos y se adicion6 30uL de solucion buffer neutralizante (Tris-HCI
40mM, pH 5.0). La muestra fue agitada en un voértex y se centrifugdé (pocos segundos —
pulso). Posteriormente, la muestra se conservdé a 4° C para usarse como templado en
reacciones de PCR o se guardaron a -20° C para almacenarlas por tiempo prolongado

(Montero-Pau et al., 2008).

3) Extraccién con el método de lisis (Worm Lysis). Se adicion6 15 uL de solucion de
lisis directamente en el parasito y se sometid a congelamiento a -70° durante 15 min. Se
descongeldé a temperatura ambiente y se adicion6 aceite mineral para posteriormente
incubarlo a 60° C por 1 h. Se calentamiento a 95° C por 15 min seguido por enfriamiento a 4°
C. La preparacion fue mezclada antes de tomar 2.5 pL en reacciones de PCR (Williams et al.,

1992).

4) Doyle y Doyle. Esta técnica requiere la incubacion del buffer de lisis a 60° durante

15 min y la muestra debe incubarse en esta solucion durante 5 min. Se agregd 500 uL del
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buffer precalentado y 0.2 mL de perlas de vidrio y 5 pL de proteinasa K (10mg/mL). La
muestra fue agitada por 40 s. Se centrifugd 10-15 s a 10 000 rpm. La muestra fue incubada
durante 1 h en total, por lapsos de 20 min seguida por agitacion y centrifugacion. Se
adicionaron 500 pL de cloroformo-isoamil alcohol (24:1) y se mezclé gentilmente por
inversion. La muestra se centrifugé a 13 500 rpm por 10 min a 4° C, después se recupero el
sobrenadante acuoso y se deposité en un tubo Eppendorf nuevo en donde se agregaron dos
volumenes de alcohol absoluto frio (-20° C) por cada volumen recuperado. Se adicion6 2 uL

de acetato de amonio (4M) y se dejo precipitar toda la noche a -20° C (Doyle & Doyle, 1987).

5) Kit de extraccion. Se utilizé el kit de extraccién DNeasy Tissue Kit ™ (QIAGEN)
siguiendo el protocolo estandar recomendado por el fabricante. En este caso, se utilizd 2-5
pL de ADNg (medidos en un NanoDrop 1000; Thermo Scientific) como molde en reacciones

25 1L.

6.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa —PCR (Helmintos)

Las mezclas de PCR comprendieron 0.5 pl dNTPs (10 mM), 2.5 pl de buffer (15 mM
MgClI2), 0.75 ul de MgCI2 (50 mM), 2.5 pl de DMSO 5%, 2 pl de cada iniciadores (10
pmol/mL?) y 1U de Tag polimerasa de (Invitrogen 5U/ul). La concentracion de ADN
genomico final varié desde 150-300 ng/ul. Se anadio agua estéril para llevar la mezcla al
volumen final (25 pl). Tanto el ADNg como los productos de PCR se cuantificaron con un
espectrofotometro Nanodrop (ND2000 Thermo cientifica, BIO-RAD). 3 pl de los productos de

PCR se sometieron a electroforesis (buffer TBE 1X durante 45 min a 80 V) en gel de agarosa
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en 1% (tefiido con bromuro de etidio) para comprobar la calidad del ADN. Los geles se

fotografiaron bajo un Sistema de Documentacion XRS Gel Chemi (Multi-Imager, BIO-RAD).

6.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa —PCR (cestodos y trematodos)

La amplificacion por PCR (T100TM Thermal Cycler BIO-RAD) de fragmentos ssrDNA
(~1989 bp) se llevd a cabo durante al menos 8 muestras. Se utilizaron los cebadores
universales 1F 5-AACCTGGTTGATCCTGCCAG-3 y 1528R 5'-
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3' (Medlin et al., 1988). Adicionalmente y para fines
comparativos, se utilizaron los cebadores WormA 5-GCGAATGGCTCATTAAATCAG-3;;
WormB 5-TTGTTACGACTTTTACTTCC-3' y los cebadores internos para la cobertura total
de doble hebra 1270F 5-ACTTAAAGGAATTGACGG-3 y 1270R 5-CCG
TCAATTCCTTTAAGT-3' (Littlewood & Olson, 2001). La region parcial del IsrDNA se obtuvo
con los cebadores universales D1RF 5-ACCCGCTGAATTTAAGCATA-3 y D1CR 5-
CTCTCTTTTCAAAGTCCTT-3 (Elwood et al., 1985; Scholin et al. 1994) y los primers ZX-1
(van der Auwera et al.,, 1994, modificados por Littlewood et al., 2008) y 1500R 5'-
GCTATCCTGAGGGAAACTTCG-3' (Olson et al., 2003). El protocolo de ciclado para la
region parcial del ssDNA con los cebadores 1F y 1528R fueron las siguientes:
desnaturalizacion durante 5 min a 95° C, seguido por 35 ciclos de 1 min a 95° C, 1 min a 55°
C, 2 min a 72° C; y 10 min de extensién a 72° C. Protocolo de ciclado para obtener la region
parcial del ssDNA con los cebadores WormA y WormB asi como con los cebadores 1270F y
1270R fueron las siguientes: desnaturalizacion durante 2 minutos a 94° C, seguido por 40
ciclosde 30sa94° C,30sab54° C, 2mina 72° Cy 10 min de extensién a 72° C. Protocolo

de ciclado para la amplificacion parcial del IsSrDNA (~ 800 pb con los cebadores D1RF y
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D1CR) fueron las siguientes: desnaturalizacion durante 5 min a 95° C, seguido por 35 ciclos
de 1 min a 95° C, 1 min a 45° C, 2 min a 72° C y completada por 7 min a 72° C. Protocolo de
ciclado para la amplificacion parcial del IsrDNA (~ 800 pb con los cebadores ZX-1 y 1500R)
fueron las siguientes: desnaturalizacion durante 5 min a 95° C, seguido por 40 ciclos de 30 s

a95°C,30sab55°C,2mina 72° Cy terminado por 7 min a 72° C (Littlewood et al., 2008).

6.3.4. Reaccién en cadena de la polimerasa —PCR (Nematodos)

En el caso particular de los nematodos, éste fue identificado genéticamente a nivel
especie con el marcador genético ribosomal que comprende la region ITS1-5.8S-ITS2 y la
secuencia flanco (= ITS+) (internal transcribed spacer). Esta regiéon se amplificé usando los
primers NC2 (5-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3") y TK1 (5-GGCAAAAGTCGTAACAAGGT-

3’; (Zhu et al., 2000, 2002; Kuhn et al., 2011).

6.3.5. Reaccién en cadena de la polimerasa —PCR (Acantocefalos)

Los cebadores universales 18SU467F 5-ATCCAAGGAAGGCAGCAGGC-3 ' vy
18SL1310R 5-CTCCACCAACTAAGAACGGC-3' fueron diseiiados por Suzuki et al. (2006)
para amplificar el dominio central del gen 18S rDNA. El ciclado para la PCR se conformé por
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguido por 35 ciclos de amplificacion,
desnaturalizacion a 94°C por 30 s, alineacion a 55°C por 1 min y extension a 72°C por 2 min,

con una extension final a 72°C por 7 min.
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6.3.6. Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR amplificados fueron purificados utilizando el kit de purificacién
ExoSap (ExoSap-it, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EE.UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuenciacibn se realizaron en un
termociclador MJ Research PTC-225 Peltier usando un ABI PRISM® BigDyeTM Terminator
Cycle Sequencing Kits con ADN polimerasa AmpliTag® (enzima FS) (Applied Biosystems),
siguiendo los protocolos suministrados por el fabricante. La secuenciacion de una sola
pasada se realizé en cada templado usando los dos cebadores de PCR asi como los
cebadores internos de ambas cadenas (Elwood et al., 1985; Medlin et al., 1988; Scholin et
al., 1994, Littlewood & Olson, 2000; Littlewood et al., 2008). Los fragmentos marcados con
fluorescencia se purificaron a partir de los terminadores no incorporados con protocolo de
purificacion BigDye® Xterminator™. Las muestras se resuspendieron en agua destilada y se

sometieron a electroforesis en un secuenciador ABI 3730x! (Applied Biosystems).

6.3.7. Alineamiento de secuencias

El fragmento del ssrDNA recién generado y las secuencias parciales ISTDNA se
alinearon con secuencias homaélogas (disponibles en el genbank) para corroborar la identidad
del taxdn caracterizado en este trabajo.

La conformacién de los taxones para el andlisis filogenético dependié de cada uno de
los especimenes (trematodo, cestodo, acantocéfalo o nematodo), o en su caso, las
secuencias solo fueron usadas para corroborar la identidad.

Para el caso particular de los cestodos que infectan al krill (primera caracterizacion), el
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analisis filogenético se realizdé incluyendo 97 taxones del orden Trypanorhyncha,
pertenecientes a 13 de las 15 familias conocidas y cinco taxones Diphyllidea seleccionados

como grupos externos (Palm, 2009).

6.3.8. Edicidn y montaje de secuencias

La edicion, alineacion y montaje de secuencias contiguas se hicieron con Bioedit
version 7.2.5 (Hall, 2005). La identidad de secuencia se comprobdé mediante BLAST
(www.ncbi.nih.gov/BLAST/).

Se realiz6 una busqueda de secuencias homdlogas mediante el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) del banco genético del NCBI (Genebank), para
comparar con las secuencias obtenidas en este trabajo. Posteriormente, las secuencias
fueron editadas, alineadas y comparadas manualmente con el programa Clustal W. Las
secuencias de los genes ribosomales (18S, 28S o ITS) de los helmintos, se realiz6 el analisis
filogenético por cada grupo (nematodos, cestodos, acantocéfalos y trematodos). Se pretende
ingresar secuencias parciales de ambos genes en el banco genético y dar a conocer el
estatus taxonomico y/o filogenético del grupo de parasitos detectados en eufausidos a traves
del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/; el nidmero de acceso que en su

momento le sea asignado).

6.3.9. Andlisis filogenético

Las alineaciones multiples de secuencias obtenidas en este trabajo fueron alineadas

con secuencias homologas (analisis de alineacion multiple —MSA-) utilizando ClustalX
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(Thompson et al., 1997). El analisis filogenético se realizd con el programa MEGA 6 (Tamura
et al., 2013). Las regiones que no pudieron ser alineadas (ambiguas) fueron excluidas del

analisis.

6.4. Identificacion taxondmica de parasitos de eufausidos del Golfo de California

Los helmintos parésitos de los eufausidos recolectados en los cruceros del Golfo de
California (2007, 2012 y 2013) fueron identificados morfolégicamente mediante mediciones
meristicos al nivel taxondmico mas preciso posible con las claves de identificacion
disponibles para cada grupo (Campbell & Beveridge, 1994; Palm, 1997, Gibson et al., 2002;
Anderson, 2000). Especimenes seleccionados fueron observados en el microscopio
electrénico de barrido (MEB) en el CIBNOR siguiendo los protocolos descritos en Bostrom
(1989), Bostrom & Gydemo (1983) y Shimomura & Ohtsuka (2008). La nomenclatura de
estructuras morfolégicas de los cestodos se baso en los criterios de Chervy (2002), Jones et
al. (2004) y Conn & Swiderski (2008). Finalmente, se realizaron descripciones morfoldgicas
de estadios larvales de parasitos conocidos descritos sélo en fase (Campbell & Beveridge,

1994; Palm, 1997).

6.5. Identificacién molecular de paréasitos de eufausidos del Golfo de California

Los parasitos detectados en eufausidos y en sus depredadores fueron comparados
mediante la amplificacion de fragmentos de los genes 18S 0 28S. Los detalles de las
técnicas moleculares se describen en el apartado: Analisis genético por grupo de parasito

(este documento).
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6.6. Identificacion taxondmica y molecular de helmintos de heces de ballena

Posterior a la caracterizacion morfolégica, histolégica y molecular de los helmintos
detectados en eufausidos, se procedio a la identificacion de los helmintos (adultos) de heces

de ballena azul y de aleta.

6.7. Efecto de la infeccion de parasitos helmintos en eufausidos del Golfo de California

Se conform0 una base de datos con informacion derivada de la observacion de las
especies de krill infectados por helmintos. Dicha base, contiene informacion de las
mediciones de los hospederos parasitados y no parasitados (de la misma estacion), sexo,
desarrollo gonadico (estadios I-1V), (Gomez-Gutiérrez et al., 2010b), fase de desarrollo
(caliptopis, furcilia, juvenil y adultos), longitud total, longitud del cefalotorax y mediciones de
longitud de hepatopancreas para obtener el factor de condicidon (indice hepatosomatico) el
cual es una relacion longitud/hepatopancreas (Gomez-Gutiérrez et al., 2012b).

Los cestodos recolectados fueron tefiidos y aclarados mediante técnicas
convencionales para su posterior identificacion morfolégica (complementada con la
informacion de secuencias de genes) y la descripcion (diagnosis) del estado de desarrollo del
parasito. Se documento el dafio provocado al hospedero mediante técnicas de histologia y
observaciones del desarrollo gonadico (in vivo). Se identifico qué tipo de helminto puede

afectar el desarrollo de las génadas o si tienen efecto en la condicion del hospedero.
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6.7.1. Funcion de eufausidos en la transmision de helmintos en organismos del necton

del Golfo de California.

Se realizaron prospecciones de parasitos en muestreos de oportunidad y/o
bibliograficamente en diferentes especies de necton (n>240) (depredadores de eufausidos
como calamares, peces, elasmobranquios y ballena azul, en estos ultimos a partir de heces)
para compararlos con los parasitos detectados en eufausidos de muestreos cuantitativos. El
analisis no cuantitativo de las heces se llevd a cabo por medio del analisis copro-
parasitologico (Rocha-Gosselin, 2009; Flores-Cascante, 2012; Flores-Cascante & Gendron,

2012). Para este trabajo se usaron solo muestras fijadas en alcohol al 100%.

Finalmente, mediante la integracion de la informacién obtenida en este trabajo
(identificacion taxonomica, morfolégica y genética, prevalencia, intensidad, abundancia y
distribucion de los parasitos) se conceptualizan rutas de transmision/infeccion para cada
grupo de helminto que evidencie al krill como vector relevante en la transmision de parasitos

hacia niveles tréficos superiores en el GC.

6.8. Andlisis de datos

En cada crucero, se realizaron comparaciones multiples por el coeficiente no pa-
ramétrico de correlacion de rangos de Spearman (a=0.05), entre las variables ambientales:
temperatura (T°C) profundidad de la capa de minimo oxigeno (PCMO, <1.5 mL L),
porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto (%02, expresado en porcentaje), profundidad

de la estaciéon (PE, m) y concentracion total de clorofila (Cl a, mg Cl a m3).
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Dependiendo de la naturaleza de los datos (homegeneidad, homocedasticidad y
normalidad) se realizaron pruebas estadisticas de hipétesis (t de Student, ANOVA de una y
dos vias, U de Mann Witney, Kruskal-Wallis), modelos de regresion lineal simple y regresion

lineal multiple, asi como correlacion de Spearman, con el programa Statistica version 10.

6.8.1 Andlisis de agrupamiento jerarquico de dos vias

Se realizo un analisis de agrupamiento de dos vias con la finalidad de conceptualizar
las agrupaciones de las unidades de muestreo a lo largo de los gradientes espacio-
temporales de la abundancia de las especies de eufausidos (con y sin parasitos) en el Golfo
de California durante tres épocas del afio (época fria, transicion fria-célida y calida). Esto
permitié inferir qué unidades de muestreo fueron semejantes en composicion y abundancia
de los eufausidos y de los especimenes infectados con helmintos. Se utilizaron dos variables
categoricas en funcion de la: 1) profundidad de fondo marino [region costera (<200 m, N=22
estaciones) vs. region oceanica (>200 m, n=58 estaciones) y 2) época del afio considerando
enero (época fria n=23), junio (época de transicion fria-calida n=19) y julio y agosto (época
calida n=38). En el andlisis de agrupamiento se utiliz6 el método de enlace de Ward y la
medida de distancia de Sorensen (Bray-Curtis). En el analisis de agrupamiento se mostraron
los valores relativos de las especies en cada una de las unidades de muestreo. El analisis de
agrupamiento se realizé con el programa PCORD ver. 6 de acuerdo a la metodologia

propuesta por McCunne & Mefford (1999) y McCunne et al. (2002).
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6.8.2 Escalamiento No-Métrico Multidimensional de los eufausidos sin y con parasitos.

Se realizé un analisis de Escalamiento No-Métrico Multidimensional con medida de
distancia de Sorensen con la finalidad de explorar la relacion multidimensional de la
abundancia total de cada una de las once especies de eufausidos y la abundancia de cada
una de las tres especies de eufausidos parasitados con helmintos recolectados durante
enero Yy julio 2007, agosto 2012 y junio 2013 en funcién de las condiciones ambientales. Se
analizaron dos matrices: 1) una matriz de especies (19 especies x 80 estaciones de
muestreo) incluyo6 la suma de la abundancia total de los eufausidos (incluyendo los estadios
de vida caliptopis, furcilia, juveniles y adultos) de las once especies de eufausidos y la
abundancia de los juveniles y adultos de las tres especies de eufausidos parasitados.
Nyctiphanes simplex fue parasitada con cuatro especies de cestodos Hemionchos major,
Mobulocestus nephritidis, Paranibellinia otobothroides, Tetraphyllidae, el trematodos
Paronatrema mantae y los acantocéfalos Bolbosoma balanae y Bolbosoma sp.; H. major
infecto a la especie Euphausia lamelligera y el trematodo Copiatestes sp. infectd al eufausido
Nematoscelis difficilis. La matriz ambiental (12 variables x 80 estaciones) incluyd la
temperatura (°C), salinidad, concentracion de clorofila a (mg m=), concentracién de oxigeno
disuelto (mg L), porcentaje de saturaciéon de oxigeno (<1 mg L) registrados a 10 m de
profundidad, profundidad del maximo de clorofila (m), profundidad del fondo marino (m),
profundidad de la capa de mezcla (m), profundidad del estrato superior de la capa del minimo
de oxigeno (m) y biomasa de zooplancton (ml 1000 m=). Ademas, se consideraron dos
variables categéricas una representativa de las épocas del afio: fria (enero 2007), transicidon
(junio 2013) y calida (julio 2007 y agosto 2012) y la otra representativa del habitat costero

(estaciones con <200 m de profundidad) y oceanico (estaciones con >200 m de profundidad).
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Los datos de la matriz de especies se transformaron a Log(x+1) para disminuir la variancia
de las abundancias entre especies. Los datos de las variables cuantitativas de las
condiciones ambientales se transformaron por relativizacion general (excluyendo las dos
variables cualitativas que no fueron transformadas) para hacer comparables los rangos de
variacion y magnitud (distintas escalas) de cada variable ambiental permitiendo que sean
comparables en términos relativos. El analisis de Escalamiento No-Métrico Multidimensional
se realizé con el programa PCORD ver. 6 de acuerdo a la metodologia propuesta por

McCunne & Mefford (1999) y McCunne et al. (2002).
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7. Resultados

7.1. Condiciones ambientales

7.1.1 Temperatura del mar y Clorofila a (a 10 m de profundidad)

La comparacién de la temperatura promedio a 10 m de profundidad (T1om) en el Golfo
de California durante invierno (enero 2007), verano (julio 2007 y agosto 2012) y transicion frio
a calido (junio 2013) evidenci6é notables cambios estacionales. Durante enero se registraron
las Tiom mas frias (promedio 16.6 °C) y menor concentracion de clorofila a (Claiom) a 10 m de
profundidad (<0.12 mg m3). La variaciéon en Tiom fue notablemente homogénea (15.2-18.5
°C) con un rango de unicamente 3.3 °C. La zona mas fria y menos productiva ocurrié en la
region central del GC al sur de las Grandes Islas (Figs. 5 A-B).

De manera contrastante, los cruceros de julio 2007 y agosto 2012 fueron célidos y con
relativamente mayor concentracién de clorofila a (Cla mg m=). Durante julio de 2007 se
observd un promedio de Tiom de 27.7 °C con un intervalo de 24.1-29.4 °C (rango = 5.3 °C)
(Figs. 5 C-D). Sin embargo, durante agosto 2012 se registraron las temperaturas mas
elevadas (promedio = 28.7 °C, rango 26.4-30.6 °C) coherente con el patrén de incremento de
temperatura durante el verano (inicio julio finalizando en septiembre que es cuando
usualmente se registran las mayores temperaturas del GC). Las mayores Tiom Se observaron
en la costa este del GC, pero, las mayores biomasas de fitoplancton (Cla <1.9 mg m=3) se
registraron en la region de las Grandes Islas y en la region centro sur del area de estudio
(Fig. 5 E-F). Durante junio 2013, se observaron condiciones de Tiom (24.7 °C, rango =21.9-
26.9 °C) intermedias entre el periodo frio (tipicamente de diciembre a mayo) y el periodo
calido (julio-septiembre) y concentraciones de Cla registrada a 10 m de hasta 2.8 mg m™

Claiom particularmente al sur de Isla Tiburon (Figs. 5 J-L). Independientemente de la época
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del afio la zona sur de Isla Angel de la Guarda y Oeste de Isla Tiburén tuvo las menores

temperaturas y elevada concentracion de Cla del area de estudio (Figs. 5 G-H).
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Figura 5. Temperatura del mar (°C) a 10 m de profundidad y concentracion de clorofila a

registrada a 10 m de profundidad (mg m=) del Golfo de la California durante los cruceros
oceanogréficos de enero (A-B) y julio de 2007 (C-D), agosto 2012 (E-F) y junio 2013 (G-H).
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7.2. Descripcion de la comunidad de eufausidos

7.2.1 Composicion especifica y abundancia de eufausidos en el Golfo de California

Durante el periodo de estudio se registr0 una estructura de la comunidad de

eufausidos de 11 especies (diversidad Gamma) pertenecientes a cinco géneros con mayor

riqgueza de especies durante enero 2007 y junio 2013 con 10 especies (Tabla 1). En general,

la desviacion estandar de la abundancia fue mayor que el promedio indicando una amplia

dispersion y variabilidad espacial de la abundancia entre estaciones del mismo crucero

(Tabla 1).

Tabla 1. Abundancia promedio (desviacion estandar) y riqueza de especies de eufausidos

presentes en la regién central y norte del Golfo de California (2007-2013) por época de

muestreo.

Eufausidos Enero 2007 Julio 2007 Agosto 2012 Junio 2013
Invierno Verano Verano Transicion

Euphausia diomedae 0.6 (2.0) 3.5(13.5)
Euphausia distinguenda 72.9 (148.2) 3.1(7.5) 68.5 (82.2) 0.1 (0.6)
Euphausia eximia 39.3(101.4) 1.7 (3.9) 39.7 (121.6) 0.5(1.2)
Euphausia lameligera 38.1(70.4) 38.0 (151.6) 208.8 (277.5) 52.7 (161.0)
Euphausia tenera 0.7 (2.4) 26.0 (120.4) 0.8 (2.1)
Nematoscelis difficilis 1023.7 (2799.6) 27.5 (48.6) 72.3(79.4) 481.4 (668.7)
Nematoscelis gracilis 71.1(377.8) 1.1 (3.9) 1.0 (4.2)
Nematobrachion flexipes 0.2 (0.9) 0.1 (0.6)
Nyctiphanes simplex 1925.5 (4565.8) 394.1(1016.2) 2186.0 (5516.0) 1503.2 (3115.7)
Stylocheiron affine 11.8 (25.4) 0.4 (1.3) 16.7 (39.0) 1.6 (3.9)
Stylocheiron carinatum 0.8 (2.6)
Riqueza especifica 10 6 9 10

La estructura de la comunidad de eufausidos fue numéricamente dominada por las

especies N. simplex (la mas abundante en todos los cruceros), Nematoscelis difficilis (la
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segunda méas abundante durante el crucero de enero 2007) y Euphausia lamelligera (la
segunda mas abundante durante los cruceros de transicion frio-calido y verano). Estas tres
especies llegaron a sumar = 96% de la abundancia total relativa en cada crucero (Tabla 1).
N. simplex contribuyd con abundancia de 63% en invierno (enero 2007) y hasta 84% en
verano (julio 2007) siendo por mucho la especie de eufausido con mayor densidad
poblacional y biomasa en el Golfo de California (Tabla 1). Estas tres especies fueron las
Unicas en las que se detectaron parasitos helmintos por lo que el analisis de patrones de

distribucion espacio-temporal se enfocara en estas tres especies de Kkrill.

7.2.2. Distribucion espacio-temporal de las tres especies numéricamente dominantes

Nyctiphanes simplex fue la especie mas ampliamente distribuida en el area de estudio
gue cubrio la parte central y norte del Golfo de California. Este patréon de dominancia
numerica y amplia distribucion geografica se observé en todos los cruceros oceanograficos
(Fig. 6 A-D). Esta especie subtropical presentd su mayor densidad durante enero de 2007
(abundancia promedio > 2000 ind. 1000 m-®) (Fig. 6 A). La abundancia de la poblacién de N.
simplex disminuyé pronunciadamente durante el verano (julio 2007) (M-W, U = 145, p=0.01).

La comparacion de abundancia de N. simplex entre julio 2007, agosto 2012 (verano) y
junio 2013 (transiciéon frio-calido) indic6é diferencias significativas entre abundancia de N.
simplex entre los cruceros de julio 2007 y junio 2013 sugiriendo una disminucion
considerable de la abunancia de N. simplex del periodo de transicién a inicios de verano

(Kruskal-Wallis, 8.3, p=0.01) (Fig. 6B, D).
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Figura 6. Distribucién y abundancia de Nyctiphanes simplex en invierno (enero 2007) (A),

verano (julio 2007, agosto 2012) (B, C) y periodo de transicion (junio 2013) (D).

Aunque las especies Nematoscelis difficilis y Euphausia lamelligera co-dominaron en
abundancia en los cruceros, estas especies tuvieron densidades considerablemente méas
bajas que N. simplex (de afinidad biogeogréafica subtropical) las cuales tuvieron un patréon de
distribucion considerablemente mas agregada (heterogénea) en el Golfo de California acorde
a su afinidad biogeografica (N. difficilis es templada y E. lamelligera es tropical) (Fig. 7).

Las tres especies mas abundantes N. simplex, N. difficilis y E. lamelligera mostraron una

considerable baja abundancia durante julio 2007 (Fig. 7 A-B). Las especies N. difficilis y E.
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lamelligera tuvieron menores abundancias y su distribucion fue mas heterogénea en el Golfo
de California estando tipicamente mas abundante E. lamelligera en el sur del area de estudio
(Fig. 7 A-H). Durante Junio 2013 se registraron densidades relativamente mas elevadas

para estas dos especies (Fig. 7 G-H).
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Figura 7. Distribucién y abundancia de Nematoscelis difficilis y Euphausia lamelligera en

invierno (enero 2007) (A, B), verano (julio 2007, agosto 2012) (C-F) y periodo de transicion
(junio 2013) (G-H).
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7.2.3. Parasitos helmintos en krill del Golfo de California

Las especies numéricamente dominantes en la comunidad de eufausidos del Golfo de
California (Nyctiphanes simplex, Nematosceslis dificilis y Euphausia lamelligera) fueron las
Unicas especies de eufausidos parasitadas por helmintos. Se observé una concordancia
entre la riqueza especifica de parasitos y la abundancia-dominancia de las especies de krill
(comparacion interespecifica de los hospederos). De esta forma, la especie de krill
numeéricamente mas dominante N. simplex fue infectada por 8 especies de parasitos
helmintos, N. difficilis (infectado por trematodo Copiatestes sp.) y E. lamelligera (infectado por
cestodo Hemionchos major) solo se encontré con una especie de helminto cada una de ellas

(Tabla 2).

Tabla 2. Intervalo de prevalencia por especie de parasito que infecta a Nyctiphanes

simplex y Nematosceslis difficilis (*). Cestodo (Ce), Trematodo (Tr) y Acantocefalo (Ac)

Parasito Enero 2007 Julio 2007 Agosto 2012 Junio 2013
Hemionchos major (Ce) 0.003-8.8 0.23-10.1 1-14 2
Mobuloscestus nephritidis (Ce) 0.4 0.7-5.8 5

Paranybelinia otobothioides (Ce) 0.4 1.4-142 1-14

Tetraphyllidea (Ce)

Paronatrema mantae (Tr) 0.03

*Copiatestes sp. (Tr) 0.16

Bolbosoma sp. 1 (Ac) 0.03

Bolbosoma sp. 2 (Ac)

Bolbosoma balanae s. |. (Ac) 0.06-1.4

De los nueve taxones de parasitos que infectan a las tres especies de krill, los
cestodos del orden Trypanorhyncha (tres especies) fueron los parasitos numéricamente

dominantes (98,8%) y con mas amplio patrén de distribucion (N=519). La infeccién por este
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tipo de cestodos se observo en los cuatro cruceros (invierno, transicion frio-calido y verano)

aunque con diferente intervalo de densidad (Tabla 2-3).

Tabla 3. Intervalo de densidad de krill parasitado ind. 1000 m=3. Cestodo (Ce),
Trematodos (Tr) y Acantocefalo (Ac)

Enero 2007 Julio 2007 Agosto 2012 Junio 2013

Hemionchos major (Ce) 2-73 2-288 3-126 10.1
Mobuloscestus nephritidis (Ce) 2 1-106 5

Paranybelinia otobothioides (Ce) 2 2-58 3-7
*Tetraphyllidea (Ce)

Paronatrema mantae (Tr) 1

Copiatestes sp. (Tr) 23

Bolbosoma sp. 1 (Ac) 1 1

Bolbosoma sp. 2 (Ac)
Bolbosoma balanae s. I. (Ac) 1-2
* Este parasito fue registrado en un individuo hembra de Nyctiphanes simplex.

El grupo de parasitos acantocéfalos (0,56%) y trematodos (0,37%) estuvieron
presentes en prevalencias y densidades considerablemente bajas. Los acantocéfalos
infectaron a N. simplex con baja prevalencia < 1.5% vy la infeccion ocurrié Unicamente durante
los cruceros de verano (julio 2007 y agosto 2012) (Tabla 2-3). La ocurrencia de acantocéfalos
en verano es distinta al periodo de avistamiento y abundancia méaxima de la ballena azul con
pico maximo en invierno (depredador muestreado en este estudio, ver seccién de parasitos
de depredadores) en el GC.

Los nematodos fueron el Unico grupo de parasitos helmintos que no se detect6 en el
krill del GC durante el periodo de estudio (Tabla 2-3), aunque si existen registros previos de
N. simplex infectado por A. simplex sensu lato (Gomez-Gutiérrez et al.,, 2010a). Esta

informacion proporciona una perspectiva cuantitativa acerca de la baja frecuencia y

46



abundancia relativa de acantocefalos, trematodos y nematodos (grupo ausente) que
parasitan al krill en el Golfo de California.

Debido a que la frecuencia de ocurrencia y abundancia (dentro y entre cruceros) de
los trematodos y acantocefalos fue considerablemente baja, los andlisis taxondmicos y
ecologicos se enfocan principalmente en los cestodos del Orden Trypanorhyncha que fueron

los helmintos mas frequentes y con mayor prevalencia y abundancia (Tabla 3).

7.4. Descripcion taxondmica de larvas de Cestodos (Orden Trypanorhyncha)

7.4.1. Hemionchos major Campbell & Beveridge, 2006

Esta es la primera descripcion de las larvas de Hemionchos major conocida
previamente Unicamente en su fase adulta (Campbell & Beveridge, 2006). La descripcion
morfolégica de las larvas Hemionchos major se realizd6 con la observacion de 11
especimenes encontrados infectando el hemocele del krill Nyctiphanes simplex y Euphausia
lamelligera (todas las mediciones morfométricas estan expresadas en milimetros, mm) (Fig.
8 A-E).

Blastocisto en organismos vivos es sumamente flexible y la larva se mueve energéticamente
teniendo en general una morfologia variada. Longitud promedio fue 1.4 £ 0.2 de largo y 0.36
+ 0.1 de ancho con doble pared del blastocisto y con aspecto granulado (Fig. 8A). El
plerocercoide mide 1.14 + 0.3 de largo y 0.22 + 0.04 de ancho en la region de la pars
bulbosa. Scolex acraspedote, sin cuello, dibotriado. Botridios ovalados, margenes gruesos y

libres en forma circular, provistos de microtriques (Fig. 8 C), indentado en la parte posterior
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(Fig. 8 A). Dos puentes internos prominentes cubren la parte media desde el margen
posterior hasta la proximidad de los orificios tentaculares. Tentaculos largos (Fig. 8A).

Pars botrialis 0.18 + 0.03, botrios 0.16 + 0.02 largo por 0.105 £ 0.01 de ancho. Pars vaginalis
mas largo que pars botrialis 0.41 = 0.1 largo; vainas sinuosas. Bulbos 338 + 27 um 0.18
largo, 30 = 1um ancho; musculo retractor originado en la base del bulbo; células glandulares
ausentes dentro del bulbo; o6rgano prebulbar presente; pars post bulbosa ausente.
Tentaculos sin ensanchamiento basal. Armadura heteroacanta, heteromorfa con ganchos
soélidos. Presenta armadura basal distintiva, compuesta de ganchos uncinados, sin cavidad
en la punta, aplanados dorsoventralmente, con laguna y con puntas mucronadas (Figs. 8 B,

D-E).
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Figura 8. Botrio de Hemionchos major. Botrio con margen posterior indentado y puentes
internos (flecha) (A). Armadura basal distintiva (B). Microtriques del interior del botrio (C).
Ganchos dorsoventralmente aplanados, lagunados y mucronados (D). Armadura basal en

vista antibotrial. Vista botrial (Bv).
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7.4.1. Mobulocestus nephritidis Campbell & Beveridge 2006

Se describe por primera vez la morfologia de las larvas de Mobulocestus nephritidis
conocidas previamente solo en su fase adulta (Campbell & Beveridge, 2006). La descripcion
y diagnosis de Molbulocestus nephritidis fue realizada con 6 especimenes y las medidas
morfométricas estan expresadas en milimetros (Figs. 9 A- E).

Los especimenes ocurrieron dentro de su blastocisto ovoide 1.4 + 0.2 de largo y 0.7 +
0.1 de ancho con doble pared espaciadas por 15.7 pm., hacia uno de los extremos del
blastocisto. El espacio entre capas varia (118 pum) en especimenes dependiendo del tamafio
o por artefacto de la fijacion del parasito (Fig. 9A).

M. nephritidis tiene scolex acraspedote; dos botrios; pars botrialis mas corto que el
pars vaginalis. Armadura metabasal heteroacantha. Ganchos heteromorfos, solidos, con
cavidad apical (Fig. 9 D-E). Una fila central de ganchos en la superficie botrial del tentaculo.
Las filas de ganchos ascienden desde la parte central, que termina en la en la reflexion de la
superficie antibotrial en el plano reflejante de la superficie botrial. Armadura basal no
ensanchada y la armadura distintiva ausente. Vainas del tentaculo sinuosas; bulbos
alargados; 6rgano prebulbar presente; el musculo retractor se origina en la base de los
bulbos (Fig. 10).

Cestodo inmaduro (fase larval) de 1.28 + 0.3 mm de largo y 0.3 £ 0.05 ancho maximo.
Escolex acraspedote. Dos botrios ovalados; margenes de los botrios enteros, pars botrialis
0.31 £ 0.05. Pars vaginalis mas largo que pars botrialis 0.69 + 0.18 largo; vainas a menudo
rectas al inicio, después se vuelven sinuosas; pars vaginalis con numerosas estructuras sub-
globulares glandular entre las vainas y el tegumento ligeramente iniciando posterior al pars
botrialis, terminando en la region anterior del pars bulbosa (Fig. 10). Bulbos con longitud

promedio de 0.47 = 0.07; el musculo retractor se origina en la base del bulbo; células
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glandulares ausentes dentro del bulbo; 6rgano prebulbar presente; pars post bulbosa algunas

veces ausente o corta 0.2 + 0.1 de largo. Pedunculo escolescis 1.5 £ 0.2 de largo.

200 pm.

Figura 9. Vista del plerocercus de Mobulocestus nephritidis. Plerocercus, dentro del
blastocisto (A). Parasito disectado, parcialmente desarrollado, semi envuelto por la capa
interna del blastocisto (B). Armadura tentacular de Mobulocestus nephritidis que infecta a
Nyctiphanes simplex (C-D). Esquema del tentaculo (tomado de Campbell & Beveridge 2006)
(C) Vista externa del tentaculo con el numero de ganchos (D). Vista antibotrial del tentaculo,

la flecha indica la cavidad apical del gancho principal.
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Figura 10. Mobulocestus nephritidis. Preparacion histolégica corte longitudinal (A) (40X).
Detalle del bulbo de M. nephritidis (60X). Masculo retractor (Mr). Organo prebulbar (Op).

Vainas tentaculares (Vat). Estructuras glandular sub-globulares (Esg).

7.4.3. Paranybelinia otobothrioides Dollfus, 1966

Paranybelinia otobothrioides ocurrié dentro del blastocisto principalmente embebido
dentro del hepatopancreas (n = 47; el metacestodo nunca se observo vivo libre de su
blastocisto dentro del hospedero), raramente observado en el hemocele (n = 2) y no
encapsulado. En el interior del apéndice de P. otobothrioides existen numerosas estructuras
redondeadas parecidas a globulos de aceites de diferentes tamafios (26—48 um) que imitan
la apariencia de las células de la glandula digestiva del krill. La observacion de especimenes
vivos mostré movimientos rotatorios lentos de las gotas de aceite que contrastaba con el
hepatopancreas de especimenes infectados haciendo relativamente mas facil detectarlos
gue cuando se buscan, analizan y disectan de especimenes de krill preservados en etanol o

formol (Fig. 11 A).
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El metacestodo tenia un blastocisto poroso, de una sola pared delgada que rodea el
escolex craspedote con un velo prominente, los margenes posteriores libres del botro y un
largo apéndice (Fig. 11 B). El metacestodo disectado y aislado de hepatopancreas del
huésped mostr6 movimientos peristalticos constantes. Este metacestodo tuvo en la parte
anterior una unica distintiva protuberancia orientada centralmente con un extremo terminal
poroso (Figs. 11 C-D, F, H). La ampliacion en la parte principal del blastocisto incluyendo el
escolex larval, la parte posterior tenia 2 laterales y 1 protuberancias terminales de cono
centrales (Fig. 11 C, D, F). Estas proyecciones se terminan con una estructura porosa como
proyectable (10,4 £ 1,4 um) (Figs. 11 C, D, G).

El escolex de Paranybelinia otobothrioides Dollfus, 1966 mostré detalles de la
armadura tentacular y su ultra—estructura superficial. Las larvas tenian un tamafio pequefio,
escolex craspedote (Fig. 12 A-C). Dos grandes botrios cubrieron mas de la mitad de la
longitud escélex y se extendieron en la pars bulbosa scolecis. El metacestodo en vista lateral
mostrdé un solo botrio grande con margenes laterales y posterior libres (Fig. 12 A). En el
centro de la superficie distal botrial, el botrio forma dos protuberancias laterales que
muestran una clara separacion del botrio en dos botridios. Sin embargo, la parte media y
anterior fue cubierto con las microtrichos tipicamente unciniformes, lo que demuestra que la
separacion de los dos botrios en cuatro es incompleta (Figs. 12 A, F). El lateral (lado
izquierdo) y la vista frontal de los botrios mostraron una clara separacion de los dos botrios y
las superficies ventrales/dorsales (Figs. 12 B, C). La armadura tentacular es homeomorfa
(ganchos de misma forma y tamafio de una fila) y homeoacanta (ganchos homeomorfos en
espirales o en tresbolillo en los tentaculos) con ganchos uncinados (7,2 £ 1,6 longitud total,
4,6 + 1,9 de ancho en la base, y 4.8 £ 1,4 altura) (Fig. 12 E). Una armadura basal

caracteristica ausente.
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La ultraestructura de la superficie del escdlex tuvo 4 tipos de microtrichos: capilliforme,
unciniforme, acerosado y filiformes. Los microtriches capilliformes cubrieron el escolex
(longitud = 1.1-2.8, con una media de ancho = 0.22) en la region apical (Fig. 13 D). Los
microtrichos unciniformes tuvieron bases extendidas que cubrian la totalidad de la superficie
distal botrial (rango de longitud = 1.5-2.5, con un ancho promedio = 0.7), incluyendo los
margenes laterales de los botrios (Figs. 13 A-C, F-H). Estos microtriches uncinados
aparecieron acerosados en los margenes posteriores del botrio (Fig. 13 D). El pedunculo
escolex esta cubierto de microtrichos capiliformes (longitud rango = 22.4, ancho promedio =
0.2) (Fig. 13 D, E, G) y cortos microtrichos filiformes adornaban todo el apéndice (Fig. 13 H).
Hendiduras tegumentales (tegumental grooves) (2 + 0.5 de diametro), anteriormente
conocidos como fosas botriales (Palm, 2008), fueron evidentes en los margenes botrial
posterior, dos en cada botrio (Fig. 13 E, F). No se observaron distintos microtriques
(spinitriqgues) que cubre esta estructura escélex y mostraron similares microtrichos

acerosados o unciniformes en la superficie botrial circundante.
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en el Golfo de California, México. Foto de un P. otobothrioides vivo en el hemocele

observado a bordo del buque de investigacion B/O ElI Puma (A), corte histolégico mostrando
vista longitudinal de P. otobotrhioides dentro de su blastocisto (B), blastocistos de misma
muestra que contiene larvas (CD), es necesario tomar en cuenta el movimiento de
contraccion y expansion del blastocisto que modifica considerablemente la biometria del
largo y el ancho. (E), plerocercoide disectado, (M), ultraestructura del blastocisto, vista
general. (G, H), detalle de aberturas, en forma de embudo en el extremo anterior y posterior.
Barras de escala: A, C, 100 um; D—H, 50 pm.
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Figura 12. Ultraestructura superficial del escolex y la armadura tentacular de P.
otobothrioides que infectan el krill Nyctiphanes simplex recolectado en el Golfo de California,
México. Vista dorso-ventral de escolex (689 pm longitud total de anterior a la parte posterior)
final del escolex (A); pedunculo del escolex mostrando dos botrios con margenes laterales y
posteriores libres (B), vista anterior frontal de la superficie del botrio (C); zoom mostrando los
microtriques (D), superficie externa del tentaculo, armadura metabasal con ganchos
uncinados (E); (F) microtriques uniciniformes, (G) detalle de microtriques uniciniformes con
bases extendidas y (H) cobertura distal botrial superficial. Barras de escala: A, C = 100 pm;
D—H =50 pm.
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Figura 13. Ultraestructura de la superficie del escolex y la armadura tentacular de P
aranybellinia otobothrioides. (A) microtriques capilliformes (cm) en el extremo anterior del
escolex; (B-D) microtrigues unciniformes (UM) en la superficie distal del botrio; (C)
microtriques acerosados en la superficie distal del botrio; (E) microtriques capilliformes en la
postbulbosa pars (también en pars vaginalis y bulbosa); (F) botrio en el extremo posterior;
(F-G) apéndice, microtriques filiformes cortos (Fm); (H) apéndice final. Note la ausencia de
microtriques capilliformes. Parte posterior del botrio con tegumento arbolado. Barras de
escala: A, C =100 pym; D-H, 50 pm.
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7.5. Descripcion taxondmica de larvas de trematodos (Familia Syncoeliidae)

En el presente trabajo, disectamos 26751 Nyctiphanes simplex y 5885 ejemplares
Nematoscelis difficilis colectados de 99 muestras de plancton. El krill fue parasitado por sélo
tres ejemplares de trematodos pertenecientes a dos especies de la familia Syncoeliidae
Looss 1899.

Dos ejemplares del trematodo Paronatrema mantae Manter 1940 se encontraron con
el cuerpo doblado lateralmente y la ventosa ventral comprimida. Un trematodo se encontro
parasitando un juvenil de N. simplex (6.8 mm de longitud total) de la red bongo y otro fue
encontrado infectando un macho adulto de N. simplex (10 mm de longitud total), ambos
hospederos infectados, fueron colectados en la misma estacion, pero con la red de
zooplancton no cuantitativa durante el verano (julio de 2007). Las tres muestras de krill
parasitadas con trematodos tenian aspecto externo normal (sin cefalotérax hinchado o
deformacion del cuerpo) y los parasitos fueron descubiertos solo después de que se disecto
el cefalotorax. EI macho de N. simplex parasitado tenia el espermatoforo extruido pero sin
desarrollo gonadico evidente en el cefalotorax. La hembra juvenil de Nematoscelis difficilis
tenia gbnada inmadura (estadio I) y sin espermatéforo unido al télico que indicaria actividad

reproductiva reciente.

7.5.1. Paronatrema mantae Manter, 1940

Se detectaron 2 especimenes de P. mantae (Fig. 14 A-H) en la etapa de mesocercaria,
colectados en 1 de 16 muestras de zooplancton del crucero de julio de 2007 (27° 56.77'N,

112° 42.86'W). Aunque en esta muestra, N. simplex tuvo una abundancia total de 4077 ind.
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1000 m3, se observé una abundancia de krill infectado por trematodos de 1.2 ind. 1000 m3y
con prevalencia baja (0.03%). Este es el primer informe de P. mantae en fase larval; por lo
tanto, se describe su morfologia de uno de nuestros ejemplares disponibles para futuros
estudios morfoldgicos comparativos. Las medidas dadas en micras (um). P. mantae mide
3160 de largo y 800 de ancho (justo posterior del acetabulo); cuerpo dorso-ventralmente
aplanado; parte anterior estrecho, 1550 de largo; parte posterior 1000 de largo, con una cola
bifurcada con aspecto granular, 390 de largo y 860 de ancho (Fig. 14 A). Ventosa oral
terminal, 450 de largo y 520 de ancho, con un anillo interno armado con ~40 ventosas
accesorias. Ventosa ventral 930 de largo con 36 pequefas ventosas accesorias, sobresale
590 micras en una base muscular; ventosa oral/ventral con una relacion de longitud de 1: 2.
Boca sin prefaringe, faringe 240 de largo y 130 de ancho. Ciegos sinuosos en la parte
anterior al nivel medio de la faringe (aparentemente una bolsa cecal esta presente). No es
claro si el ciego intestinal sinuoso se abre en la vesicula excretora. El Utero esta bien
desarrollado en muchos dobleces transversales llena la mayoria de la parte posterior del
cuerpo (que abarca otros 6rganos) y se extiende hasta el extremo posterior cerca del cuerpo;
el poro genital se encuentra enfrente de la faringe. La morfologia general del adulto de P.
mantae se muestra en la Fig. 14 H (tomado de Manter, 1940). Las etapas larvales
mesocercaria y metacercaria de Paronatrema descrito en krill tienen ligeras diferencias entre
ellos y en comparacién con el adulto. Uno de los cambios ontogenéticos més notables de la
fase larvaria a adulto es la parte anterior del cuerpo, proporcion de la parte anterior y
posterior del cuerpo. En estadios larvarios, la parte anterior del cuerpo es mayor que la parte
posterior y esto se invierte en la etapa adulta, o que sugiere un patrén de crecimiento

alométrico.
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Figura 14. Paronatrema mantae Manter, 1940. (A-H) Trematodo mesocercaria (no
enquistada) que infecta al krill Nyctiphanes simplex en el Golfo de California. (A, C, D, F)
Fotografia con microscopio oOptico y (B, E, G) dibujo de la mesocercaria. Detalle del Gtero
enroscado (C), (D, E) ventosas accesorias de la ventosa oral, (F, G) ventosas accesorias del
acetabulo y (H) dibujo de un adulto tomado de Manter (1940). VSu: ventosa ventral; aVSu:
ventosas accesorias ventrales; OSu: ventosa oral; Ce: ciegos; Ph: faringe; Ut: Gtero; Ov:
ovario; Gp: poro genital; Te: testiculos; Sv: vesicula seminal; BT: cola bifurcada. Tomado de
Morales-Avila et al. (2015).
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7.5.2. Copiatestes sp. Crowcroft, 1948

Una larva de trematodo del genero Copiatestes sp. Crowcroft, 1948 fue encontrado
parasitando una hembra juvenil de N. difficilis (longitud de 8.1 mm en total) durante el
invierno (enero 2007).

La etapa mesocercaria del trematodo Copiatestes sp. infecté a Nematoscelis difficilis
en 1 de 30 estaciones de muestreo del crucero de enero de 2007 (28°08.47'N, 111°44.65'W).
En esta estacion, N. difficilis tuvo una densidad de 745 ind. 1000 m3 y la abundancia de N.
difficilis parasitado por el trematodo fue 1.2 ind. 1000 m=3,

Se describe la morfologia de las larvas en estadio de mesocercaria (n=1), las medidas
estan dadas en micras. Cuerpo cilindrico y alargado 2970 de largo y 360 de ancho (en la
mitad posterior del cuerpo), cuticula lisa y gruesa (los 6rganos internos fueron dificiles de
observar); parte anterior del cuerpo 1490 de largo (aproximadamente 50% de la longitud total
del cuerpo), con pequefas papilas facilmente detectada en la faringe que se extienden desde
la ventosa oral hasta el acetabulo; parte posterior del cuerpo 1140 de largo; cola bifurcada
situada en la parte posterior del cuerpo, 300 de largo y 820 de ancho. Ventosa oral y
acetabulo sin ventosas accesorias; ventosa oral 330 de largo y 390 de ancho; acetabulo 560
de largo y 360 de ancho; acetabulo con un tallo 170 m de largo, situados cerca de la parte
media del cuerpo y con la musculatura extrinseca bien desarrollada; la proporcién de longitud
entre la ventosa oral/ventral 1:1.6. Boca sin prefaringe; faringe situada inmediatamente
detras de la ventosa oral, 120 de largo y 100 de ancho; eséfago extremadamente corto y se
divide casi de inmediato en dos ciegos que siguen una forma sinuosa a la zona de la ventosa
ventral, donde divergen hacia los lados de la parte posterior del cuerpo; testiculos ovales >

35 (23 micras en diamtero promedio) alineados a lo largo de mas o menos 5 filas; la papila
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genital pequefia se proyecta en posterior-lateral de la ventosa oral (Fig. 15), la vesicula
seminal mostré una forma sinuosa hasta un punto préximo a la faringe donde se une con el
Utero para formar un sino genital comin que se abre en la punta de la pequefia papila
genital; ovario de 60 de largo ubicada posterior de los testiculos en el primer tercio de la

parte posterior del cuerpo (600 desde la cola proximal).

Mesocercaria

Figura 15. Copiatestes sp. Crowcroft, 1947. Trematodo en estadio de mesocercaria (no
enquistada) que infecta al krill Nematoscelis difficilis en el Golfo de California. (A) fotografia
con microscopio oOptico, (B) dibujo de la mesocercaria y (C) ventosa oral. VSu: ventosa
ventral; OSu: ventosa oral; Ce: ciegos; Pa: papila; Ph: faringe; Te: testiculos; Ut: Utero; BT:

cola bifurcada. Tomado de Morales-Avila et al. (2015).
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7.6. Descripcion taxonOmica de larvas de acantocéfalos (Bolbosoma)

Bolbosoma balane (sensu lato) (hospedero: Nyctiphanes simplex)

El cistacanto (forma larvaria de acantocéfalos) identificado como Bolbosoma balanae
(Sensu lato) (Fig. 16) presenta cuerpo cilindrico corrugado y alargado (longitud total: 4.86
mm, ancho maximo a la mitad del cuerpo: 0.4 mm). En la parte anterior del cuerpo, posee un
bulbo en forma de embudo, no provisto de espinas (Fig. 16 A-B), pero estas son evidentes
en el interior del bulbo (en este especimen el cuello esta invaginado). La parte anterior del
bulbo es ancha (0.64 mm) y 0.63 mm de largo y se angosta hacia su base (Fig. 16 A) (n = 1).
La proboscis 0.45 mm de largo (se presentd invaginada), es de forma cilindrica y su

receptaculo tiene de doble pared.

Figura 16. Acantocéfalos que infectan a Nyctiphanes simplex en el Golfo de California.
N.simplex infectado por Bolbosoma balanae (s.l) (A). B. balanae disectado del hemocele de
N. simplex (B). Bolbosoma sp. 1, (C) y Bolbosoma sp. 2 (D). Figuras B-D (40X).
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Comentarios Bolbosoma balanae del krill Nyctiphanes simplex

Debido a que este espécimen se recuperd de krill (fijado en formol), el acantocéfalo
presento la proboscis invaginada, por lo que no fue posible contar el nimero de filas ni el
numero de ganchos por fila. Asimismo, debido al estadio de desarrollo (cistacanto) y a la
escasez de ejemplares de este parasito (n=1), no fue posible describir ni medir el aparato
reproductor. Sin embargo, las medidas y caracteristicas de éste espécimen, se asemeja al
cistacanto de la especie Bolbosoma balanae reportada en Gregori et al. (2012). Ademas,
dentro de las especies validas del género Bolbosoma, la especie B. balanae es la Unica que
presenta el bulbo no armado (sin espinas cuticulares). En consideracion, nuestro espécimen
es tentativamente asignado a la especie Bolbosoma balanae (sensu lato) hasta que nueva
evidencia permita confirmar o asignar su identidad taxondmica con mayor precision (sensu

stricto).

Bolbosoma sp. 1 (hospedero: Nyctiphanes simplex)

El cistacanto (forma larvaria de acantocéfalos) identificado como Bolbosoma sp. 1
(Fig. 16 C) presenta cuerpo cilindrico corrugado y alargado (longitud total: 3 mm, ancho
maximo a la mitad del cuerpo: 0.37 mm). En la parte anterior del cuerpo, posee un bulbo
(2.25 mm) en forma de embudo, provisto de espinas (0.8 mm de ancho) (Fig. 16 C). La parte
anterior del bulbo es ancha y se angosta hacia su base (Fig. 16 A) (n = 1). La proboscis (se
presentd invaginada), es de forma cilindrica y su receptaculo tiene doble pared. Los

lemniscos llegan hasta la parte media-anterior del cuerpo.
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Comentarios Bolbosoma sp.1 del krill Nyctiphanes simplex

Este espécimen se recuperé de krill en las mismas condiciones que Bolbosoma
balanae, con las caracteristicas taxonomicas determinantes a nivel de especie, no visibles
(proboscis y ganchos). Asimismo, debido al estadio de desarrollo (cistacanto) y a la escasez
de ejemplares este tipo de parasito (n=1), no fue posible describir ni medir el aparato
reproductor. Por lo que, las medidas y caracteristicas obtenidas de nuestro espécimen no

permiten asignarlo a ninguna especie del género Bolbosoma.

Bolbosoma sp. 2 (hospedero: Nyctiphanes simplex)

Cistacanto (forma larvaria de acantocéfalos) identificado como Bolbosoma sp. 2
presenta cuerpo cilindrico y alargado (longitud total: 6.65 mm, ancho maximo a la mitad del
cuerpo: 0.44 mm) y abultado en la parte terminal posterior del cuerpo (0.54 mm) (n = 1) (Fig.
16 D). La parte anterior del cuerpo presenta un bulbo en forma de embudo (longitud total
1.63 mm y 1.26 mm de ancho), provisto de espinas en un campo completo hasta la base del
cuello (este especimen present6 el cuello invaginado) (Fig. 16 D). La proboscis es de forma
cilindrica (0.6 mm de largo y 0.4 de ancho), ligeramente comprimida en la parte central (0.38
de ancho) y presenta >14 filas longitudinales provistas con 8-9 ganchos, el tercer gancho es
el mas prominente y los ganchos basales los mas pequefios. El receptidculo es de doble
pared 1.23 mm de largo por 0.4 mm de ancho. Se observan esbozos de testiculos en el

tercio posterior del cuerpo (0.18 mm largo por 0.1 mm de ancho).
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El nimero de ganchos de este espécimen, se traslapan con Bolbosoma caenoforme;
sin embargo, la evidencia morfolégica y el limitado nUmero de especimenes no permitieron

asignarlo contundentemente a alguna especie de Bolbosoma previamente descrita.

7.7. Descripcion ecoldgica de la infeccion

7.7.1. Distribucion espacio-temporal de Nyctiphanes simplex infectado por cestodos

El patron de infeccidén por cestodos entre temporadas (invierno-verano) en el krill fue
en forma de “nucleos” de prevalencia. Si bien la mayores frecuencias y prevalencias de
cestodos infectando krill ocurrié en temporadas calidas, en una comparacion intraespecifica
se observd que los cestodos estuvieron distribuidos de forma heterogenea vy
geograficamente. No se observo una correlacion directa significativa entre la prevalencia y la
densidad de los hospederos (krill) (Fig. 17). Esta alta heterogeneidad de la distribucion de
cestodos se observé en todos los cruceros, independientemente de la estacionalidad. Por
ejemplo, para el crucero de invierno (mas frio), los “nlcleos” de infeccién se concentraron en
la zona de las grandes islas (Fig. 17) mientras que en los cruceros de verano se observaron
en la parte central del Golfo de California. De las tres especies de cestodos que infectaron a
N. simplex, Hemionchos major fue el parasito mas prevalente (rango de prevalencia maxima
2-14%) y ampliamente disperso. Este parasito ocurrié en todos los cruceros oceanograficos
gue comprende este estudio (invierno, transicion y verano) y los “ndcleos de infeccién” se
observaron desde el norte de las grandes islas a la boca del Golfo de California (Cabo

Corrientes) y parte de la costa occidental de la peninsula (Fig. 17). H. major presentd un
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patron estacional de infeccion con mayores prevalencias durante los meses mas calidos (julio
2007 y agosto 2013).

Con base a la prevalencia, frecuencia y amplia distribucion (dispersién) de H. major,
sugiere que este parasito, es la especie dominante en la comunidad de parasitos que infecta
al krill en el GC. De hecho, esta especie (H. major) infecté a dos especies de krill de género
distinto: Nyctiphanes simplex y Euphausia lamelligera (Tabla 2).

Por otro lado, la infeccién de Paranybelinia otobothrioides, es similar al de H. major en
cuanto a la prevalencia (0.4-14%) e infeccion por “nucleos”. Sin embargo, este parasito fue
mayormente distribuido del centro hacia el sur del GC con registros en junio de 2013 hasta la
costa occidental del GC.

El cestodo Mobuloscestus nephritidis fue menos prevalente y con menor dispersion
en la poblacion del krill Nyctiphanes simplex en tres de los cuatro cruceros (Fig. 17). Su

maxima prevalencia observada (5.8%) ocurrio en julio de 2007.
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Figura 17. Distribucion espacial de Nyctyphanes simplex (densidad) e infeccién de parasitos
(prevalencia) en invierno y verano en el Golfo de California.

La densidad promedio de krill parasitado por cestodos fue mayor en verano (n=7
estaciones, promedio = 48 ind. 1000 m-3) que en invierno (n=3 estaciones, promedio = 19 ind
1000 m3) pero con prevalencias que fluctuaron entre 0.03 y 8.8% en invierno y 0.03 'y 14.3 %

68



en verano. La heterogeneidad en la distribucion, indirectamente indica que la infeccion por
cestodos es mayor entre individuos del mismo enjambre (infeccion de intra enjambre) que

entre individuos de distintos enjambres (Fig. 17).

7.8. Parasitismo de invierno (enero 2007) vs densidad de krill y variables ambientales

La comparacion por correlaciones de Spearman para el crucero de invierno (enero
2007) demostro que la densidad de Nyctiphanes simplex se correlacioné negativamente con
la profundidad de la capa del minimo de oxigeno (PCMO). Esto sugiere que las mayores
densidades de Nyctiphanes simplex se concentran en aguas mas oxigenadas. Aunque la
densidad de N. simplex se correlaciond positivamente con la prevalencia y abundancia de los

diferentes tipos de cestodos, estas correlaciones no fueron significativas (Tabla 5, Fig. 17).

Tabla 4. Correlacion de Spearman (o=0.05) prevalencia y densidad de parasitos vs.
abundancia de krill y variables ambientales en invierno (enero 2007). Temperatura (T°C),
profundidad de la capa de minimo oxigeno (PCMO), porcentaje de oxigeno disuelto (%02) y
concentracion total de clorofila (Cl a).

N. simplex H.major M. nephritidis P. otobothrioides T°C PCMO %02 Cla

N. simplex

H. major 0.219566

M. nephritidis -0.129099  0.541959

P.otobothrioides  .0.129099  0.541959 1.000000

T°C 0.231579  -0.022095  -0.387298 -0.387298

PCMO -0.604946 -0.274244  -0.401648 -0.401648 0.281

%02 0.150943 -0.314988  -0.387468 -0.387468 0.557 0.176

Cla -0.156140 -0.069046  -0.387298 -0.387298 0.036 0.413 -0.26

69



7.8.1. Parasitismo de verano (julio 2007) vs densidad de krill y variables ambientales

Para la temporada de verano (julio 2007) la prevalencia del cestodo Hemionchos
major, se correlaciond positivamente con la densidad del krill Nyctiphanes simplex, mientras
gue el cestodo Paranybelinia otobothrioides se correlacioné negativamente con el porcentaje
de saturacion de Oz disuelto (%0:2). Sugiriendo que la infeccion de H. major podria ser

densodependiente del hospedero (Tabla 5, Fig. 17).

Tabla 5. Correlacion de Spearman (a=0.05) prevalencia de parasitos respecto a abundancia
de krill y variables ambientales julio 2007. Temperatura (T°C), Profundidad de la capa de
minimo oxigeno (PCMO), porcentaje de oxigeno disuelto (%02) y concentracion total de

clorofila (Cl a). Los valores significativos se muestran en color rojo.

Cestodos N. simplex Temperatura PMC %02 Cla tot
H. major 0.625236 0.061724  -0.095121 0.083770 -0.177432
M. nephritidis 0.405564 0.000000 0.147454  0.200921 -0.138064

P otobothrioides  0.092036 0.074195  0.238992 -0.499262 -0.061357

7.8.2. Parasitismo de verano (agosto 2007) vs densidad de krill y variables ambientales

Para este crucero, se observé que la densidad del cestodo H. major se correlaciond

positivamente con la densidad de la poblacion de Nyctiphanes simplex, este resultado

concuerda con la correlacion observada en el crucero de julio de 2007 (Tabla 6).
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Tabla 6. Correlacion de parasitismo de cestodos para el crucero de verano (Agosto 2012)
respecto a variables ambientales: Temperatura (T°C), profundidad de la capa de minimo
oxigeno (PCMO), porcentaje de oxigeno disuelto (%02) y fluorescencia total de clorofila (Cl

a). Los resultados significativos se muestran en negritas.

N. simplex  T°C Prof. O.m/L  %sat Fluorescencia
Est. (o]}
Prevalencia H. major 0.23 -0.10 0.07 -0.23 0.04 0.18
M. nephritidis -0.22 0.18 0.15 0.00 0.11 0.11
P. otobothrioides 0.04 0.01 -0.11 -0.24 0.03 0.10
Densidad H. major 0.49 -0.29 0.06 -0.15 0.14 0.23
M. nephritidis -0.19 0.15 0.15 -0.02 0.12 0.12
P. otobothrioides 0.35 -0.16 -0.07 -0.22 0.09 0.11

Andlisis de agrupamiento jerarquico de dos vias

El analisis jerarquico de agrupamiento de dos vias de las especies de eufausidos y
sus parasitos helmintos mostré tres agrupaciones distintas con un corte de similitud al 38%
(con un porcentaje de encadenamiento de 10.2%).

El primer grupo fue conformado exclusivamente por especimenes de N. simplex
parasitados por los cestodos Hemionchos major, Paranibelinia otobothrioides, Mobulocestus
niprhitidis, los acantocéfalos Bolbosoma balanae, Bolbosoma spl. Y el trematodo
Paronatrema mantae con una distribucion altamente heterogénea en el area de estudio.

El segundo grupo estuvo conformado por especimenes de las especies de eufausidos
numéricamente dominantes y con mas amplia distribucion en el area de estudio pero que no
mostraron infeccion de parasitos helmintos incluyendo N. simplex (subtropical neritica), N.
difficilis (templada oceanica) y E. distinguenda y E. lamelligera (tropicales y neritica).

El tercer grupo incluyé especimenes de E. lamelligera infectados con H. major y el

especimen de N. difficilis infectado con Copiatestes sp. asi como todas las demas especies
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de afinidad tropical (Euphausia diomedeae, Euphausia tenera, Euphausia eximia,
Stylocheiron affine, Nematobrachion flexipes, Stylocheiron carinatum y Nematoscelis gracilis)
gue mostraron considerable baja densidad poblacional durante el periodo de estudio (Fig.
18).

Por otro lado, el analisis jerarquico de agrupamiento de las unidades de muestreo no
mostré un patron consistente a lo largo del gradiente costa-océano. Sin embargo,
considerando la época del afio (con un corte de similitud del 60%) se formaron seis grupos
de unidades de muestreo (con un porcentaje de 4.7% de encadenamiento): 1) unidades de
muestreo de julio y enero en los cuales N. simplex fue parasitado por seis y tres especies de
helmintos respectivamente. Los grupos 2) y 3) incluyeron unidades de muestreo de las cuatro
épocas del afio en proporciones mas o menos similares en la cual dominaron en abundancia
N. simplex y N. difficilis no parasitados y algunas de las especies de baja densidad
poblacional de eufausidos, 4) incluyé unidades de muestreo de enero y una de agosto con
ausencia o muy baja densidad de N. simplex, 5) este grupo tuvo exclusivamente unidades de
muestreo de la época de transicion frio-calida (junio 2013) con alta diversidad de especies de
eufausidos (raramente parasitados con H. major y Copiatestes sp.) y 6) este grupo tuvo
exclusivamente unidades de muestreo de julio 2007 donde Unicamente se encontraron N.

simplex en baja densidad poblacional y sin infeccion de parasitos helmintos (Fig. 18).
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Figura 18. Dendrograma del analisis de agrupamiento de dos vias de la matriz de los
especimenes de las distintas especies de eufausidos no parasitados y parasitados con
helmintos utilizando el método de enlace de Ward y la medida de distancia de Sorensen
(Bray-Curtis) para todas las estaciones del Golfo de California recolectadas durante distintas
épocas del afio [enero 2007 (época fria n=23), junio 2013 (época de transicion fria-calida
n=19) y julio 2007 y agosto 2012 (época célida n=389)]. La funcion objetivo mide la pérdida
de informacién en cada paso en el analisis jerarquico de agrupamiento (McCune et al., 2002).
Los dendrogramas muestran las abreviaturas de los géneros en la primera letra mayuscula y
3-4 letras del nombre de la especie.

Escalamiento No-Métrico Multidimensional de los eufausidos sin y con parésitos.

El ENMM mostré un gradiente pronunciado estacional entre la época fria, transicional y
calidas demostrando que existieron diferencias en la abundancia y estructura de la
comunidad de especies de eufausidos sin y con parasitos helmintos. Los gradientes
multidimensionales explicaron 50.7% de la variabilidad a lo largo del eje 1y 31.9% a lo largo
del eje 2 explicando ambos ejes un 82.6% de la variabilidad total (ambos ejes). El eje uno
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representa un gradiente asociado positivamente con la profundidad de la capa de mezcla y
en menor correlacion con el porcentaje de saturacion de oxigeno y la biomasa
zooplanctonica. El eje uno esta altamente correlacionado con la concentracion de oxigeno
disuelto y en menor magnitud con la concentracion de clorofila-a. Todas las especies de
eufausidos (incluyendo los especimenes de las tres especies de eufausidos parasitados)
tendieron a mayores densidades en regiones donde la profundidad de la capa de mezcla
fueron relativamente profundas (Fig. 19, Tabla 7). Aunque las unidades de muestreo de los
cuatro cruceros mostraron un considerable traslape en los gradientes ambientales, a lo largo
del eje 2 las unidades de muestreo de la época calida (julio y agosto) se ubicaron en la parte
superior de la ordenacion, en el centro, estuvieron las unidades de muestreo de la época
transicional y, en la parte inferior, las unidades de muestreo de la época fria positivamente
correlacionado con la temperatura a 10m y, negativamente correlacionado con la profundidad
del fondo marino (regiones en la plataforma continental en la parte superior de la ordenacion
y las regiones oceanicas en la parte inferior). Las variables como BZ, concentracion de
clorofila a y porcentaje de saturacion tuvieron considerablemente menor asociacion con la
densidad de los eufausidos. Nyctiphanes simplex y Nematoscelis difficilis estuvieron cerca
del centro de la ordenacién por que tuvieron las mayores densidades poblacionales y los mas
amplios patrones de distribucion en el area de estudio. La especie mas ocednica
Stylocheiron carinatum estuvo positivamente correlacionada con la profundidad del fondo
marino confirmando su afinidad biogeografica oceanica. El resto de los especimenes de las
especies de krill sin y con parasitos estuvieron en regiones con relativamente menores
profundidades del fondo marino y mayores temperaturas a 10 m donde se registraron los
especimenes N. simplex parasitados con cuatro especies de parasitos helmintos (las dos

especies de Bolbosoma, los cestodos M. nephritidis, y P. mantae). De los especimenes de
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eufausidos parasitados con H. major y P. otobothrioides fueron las que mostraron mas
amplia distribucion espacial. Cabe mencionar que H. major infectando N. simplex y E.
lamelligera estan relativamente cercanas en el ordenamiento multidimensional. El espécimen
de N. difficilis parasitado con el trematodo Copiatestes sp. fue encontrado en una estacion
con una relativa profunda capa de mezcla y baja concentracion de oxigeno disuelto. De
manera conceptual la mayor diversidad de especies en especimenes de N. simplex
infectados fue cerca de la costa (estaciones en la plataforma continental) acorde con la

afinidad neritica de N. simplex (Fig. 19, Tabla 7).
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Figura 19. NMDS mostrando las estaciones de muestreo en el espacio de las especies. Las

estaciones fueron codificadas por la época del afio (cruceros). Las posiciones de los puntos
de especies de eufausidos (grandes circulos azules) representan promedios ponderados de
sus abundancias en el espacio de la ordenacién. Los simbolos de triangulos son estaciones
recolectadas en distintas épocas del afio. La direccion de los vectores indica la direccion de
la correlacion con las estaciones y el porcentaje de varianza (%) en los datos de abundancia

de las especies de eufausidos sin y con parasitos helmintos, explicada por cada variable
ambiental.
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Tabla 7. Resultados del Escalamiento No-Métrico Multidimensional para la abundancia total

de eufausidos sin y con parasitos (N=80) recolectados durante enero y julio 2007, agosto

2012 y junio 2013 en la region centro y norte del Golfo de California, mostrando el coeficiente

de determinacion entre paréntesis (r?) y mostrando las correlaciones de Pearson y Kendall (r)

de la asociacion entre las distancias de ordenacion y distancias originales n-espacial

dimensionales para las variables ambientales analizadas. En negritas, son las variables con

mayores correlaciones de Pearson y Kendall en cada unos de los ejes (modos de

variabilidad).
Ejes 1 2 3

(r’=0.507) (r’=0.319) (r*=0.097)
Variables r? tau r? tau r? tau
Temp 10m (°C) 0.035 0.001 0.109 0.442 0.195 0.308 -0.365 0.133  -0.353
Prof Max Cla (m) 0.048 0.002 0.066 0.187 0.035 0.140 -0.125 0.016 -0.102
Fondo mar (m) -0.018 0.000 -0.035 -0.345 0.119 -0.210 -0.189 0.036  -0.089
Bio Zoop (ml 1000 m3) 0.189 0.036 0.118 -0.145 0.021 -0.067 0.087 0.008 0.055
Saturacion de O, (%) 0.145 0.021 0.091 -0.108 0.012 -0.062 0.167 0.028 0.091
PCMO (<1 mlL%) -0.109 0.012 -0.057 -0.022 0.000 -0.068 0.074 0.005 0.046
0, 10m (< 1 miL?) -0.496 0.246  -0.349 -0.191 0.037 -0.192 0.395 0.156 0.272
Cl-a (mg m) -0.197 0.039 -0.017 0.093 0.009 0.122 0.117 0.014 0.149
Sal 10m -0.113 0.013 -0.136 -0.046 0.002 -0.049 0.249 0.062 0.284
PCM (m) 0.281 0.079 0.127 -0.035 0.001 0.004 -0.059 0.003  -0.050
E. diomedeae 0.279 0.078 0.209 0.287 0.082 0.214 -0.051 0.003 -0.064
E. distingenda 0.458 0.210 0.382 0.470 0.221 0.417 -0.481 0.231 -0.419
E. eximia 0.360 0.130 0.213 0.070 0.005 0.010 -0.249 0.062 -0.289
E. lamelligera 0.735 0.540 0.701 0.309 0.096 0.260 -0.240 0.058 -0.197
E. tenera 0.252 0.064 0.143 0.207 0.043 0.068 0.098 0.010 0.138
N. difficilis 0.576 0.332 0.312 -0.395 0.156 -0.377 0.269 0.072 0.155
N. flexipes 0.016 0.000 0.002 0.093 0.009 0.102 0.130 0.017 0.130
N. gracilis 0.389 0.151 0.316 0.036 0.001 0.053 -0.007 0.000 -0.040
N. simplex 0.320 0.103 0.292 0.583 0.340 0.297 0.557 0.311 0.420
S. affine 0.388 0.150 0.321 0.156 0.024 0.115 -0.052 0.003  -0.055
S. carinatum 0.083 0.007 0.087 -0.165 0.027 -0.146 0.018 0.000 0.041
H. major—N. simplex 0.120 0.014 0.053 0.548 0.300 0.474 0.202 0.041 0.085
H. major —E. lamelligera 0.250 0.062 0.219 0.275 0.075 0.228 -0.115 0.013 -0.119
M. nephritidis—N. simplex -0.058 0.003 -0.131 0.386 0.149 0.294 0.159 0.025 0.058
P. otobotrhioides—N. simplex 0.164 0.027 0.153 0.534 0.285 0.431 -0.032 0.001 -0.144
Copiatestes sp—N. difficilis 0.213 0.046 0.154 0.044 0.002 0.066 0.028 0.001 0.018
P. mantae-N. simplex -0.013 0.000 -0.038 0.287 0.082 0.158 0.228 0.052 0.154
B. balanae-N. simplex -0.038 0.001 -0.081 0.331 0.110 0.217. 0.118 0.014 0.035
Bolbosoma sp-N. simplex -0.013 0.000 -0.038 0.287 0.082 0.158 0.228 0.052 0.154
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7.8.3. Estadio infectivo de cestodos en N. simplex

Nyctiphanes simplex es frecuentemente infectado por cestodos Trypanorhyncha en el
estadio de plerocercoide (segunda larva), el cual ya posee un escolex bien desarrollado
usualmente dentro de un blastocisto (Fig. 20 A-D). Sin embargo, también se detectd el
estadio de procercoide tardio (primera larva) (Fig. 20 A). La ocurrencia de los cestodos en
dos estadios larvarios sucesivos (procercoide y plerocercoide, Fig. 20 A-D) indica que
Nyctiphanes simplex es primer hospedero intermediario en la transmision de parasitos hacia

niveles tréficos superiores.

100 pm 500 pm 200 pm

Figura 20. Cestodos que infectan al krill en el Golfo de California. Hemionchos major (A-B).
Mobulocestus nephritidis (C) y Paranybelinia otobothrioides (D). Procercoide (Pro),

Plerocercoide (Ple), Blastocisto (BI).

7.8.4. Infeccion de cestodos por sexo (enero-julio 2007 y agosto 2012)

En los cruceros de enero y julio 2007 y agosto 2012, las hembras de N. simplex fueron

infectadas con mayor frecuencia que los machos (Fig. 21). El cestodo Hemionchos major,
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infect6 a N. simplex desde la ultima etapa de la fase furcilia (5 mm de longitud total) hasta
adultos (13 mm de longitud total) indicando que la infeccidon puede ocurrir durante gran parte
del desarrollo ontogenético del krill (expuesto a infecciones en la mayor parte de su ciclo de
vida) (Fig. 21A-C). En machos, la talla minima de infeccidén fue mayor a la de las hembras en

los tres cruceros (enero = 9 mm y julio =7 mm) (Fig. 21 A-1).
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Figura 21. Distribucién de tallas de N. simplex infectados por cada tipo de cestodos
detectados durante los cruceros de enero y julio de 2007 y agosto 2012. La flecha indica la
talla minima en la cual se ha observado a una hembra ovigera o macho con espermatéforo.
H. major (A-C), M. nephritidis (D-F) y P. otobothrioides (G-I).

Aunque las hembras evidentemente fueron parasitadas con mayor frecuencia que los

machos, esta diferencia fue no significativa (enero X2 = 4.0, p = 0.261, julio X?> = 8.66, p =
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0.193 y agosto X? = 9.8, p = 0.19). Esto sugiere que la infecciéon por cestodos en N. simplex
no esta condicionado por el sexo del hospedero.

En la poblacion de krill se observaron hembras maduras asi como hembras ovigeras
no infectadas durante los cuatro cruceros oceanograficos (Fig. 22 A-C). Sin embargo, en los
nucleos de infeccion por cestodos las hembras parasitadas presentaron gonada inmadura y
no se observaron hembras ovigeras (Fig. 22 D-F). En general, se observé mayor parasitismo
en hembras de N. simplex inmaduras (HI) en estadio de desarrollo gonadico | (Gl) y el
parasitismo fue menos frecuente en hembras en estadio de desarrollo gonadico mas

avanzado (Gll — GIV) (Fig. 22 D- F).
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Figura 22. Frecuencia de cestodos en hembras de Nyctiphanes simplex en funcién del
estadio de desarrollo gonadico: | = inmaduro, Il = previtelogénesis, Il = vitelogénesis, IV =
gravida (HI — HIV) y hembra ovigera (HOV). () indica la ocurrencia de hembras maduras y
ovigeras infectadas con cestodos (datos no cuantitativos). Hembras no parasitadas (0)

parasitadas (m).
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Una observacion notable fue la ocurrencia de hembras ovigeras (recolectadas de
muestras no cuantitativas) infectadas por cestodos (Fig. 22 D-F) y acantocéfalos (grupos de
parasitos diferentes) (Fig. 23 A-C). Esto indica que la infeccion por cestodos en N. simplex
Nno necesariamente causa castracion (tasa de adecuacion = 0) aunque, el biovolumen que
ocupan los cestodos H. major, M. nephritidis y el acantocéfalo Bolbosoma sp. en el hemocele
de la hembra, asi como la patologia del hepatopancreas asociada a la ocurrencia de P.
otobothrioides, posiblemente influyan en el tamafio de puesta (nUmero de huevos por puesta)

o la tasa de produccion de huevos (Fig. 22, 23).

Figura 23. Hembras ovigeras de Nyctyphanes simplex infectadas por helmintos. A y B,
cestodo Trypanorhyncha identificado como Mobulocestus nephritidis (flecha negra). Saco
ovigero con tamafio de puesta considerable (flecha blanca). C, hembra ovigera de N. simplex

infectada por Bolbosoma spp. (acantocéfalo). Hepatopancreas (Hp) (flecha negra).
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7.8.5. Andlisis histolégico de la infeccion por céstodos de Nyctiphanes simplex

A través del andlisis histoldgico de adultos de Nyctiphanes simplex, se evidenci6 a
individuos machos y hembras maduros con gonadas reproductivamente activas (n=3)
parasitados por los céstodos H. major, M. nephritidis y P. otobothrioides (Fig. 24 A-E). La
hembra parasitada por H. major tenia génada atrésica (en proceso de reabsorcion de la
gonada) con presencia de ovocitos amorfos y con nucleos fusionados por la ruptura de la
membrana celular externa (Fig. 24 C).

Los machos parasitados por M. nephritidis y P. otobothrioides presentaron la génada
en la region dorsal y la presencia de espermatoforos extruidos indicando (al menos
morfolégicamente) que estos individuos infectados eran reproductivamene activos (Fig. 24 B,
D-E). Este hallazgo, confirma que los hospederos machos no necesariamente son castrados
(tasa de adecuacion >0). La evidencia histologica sugiere que los machos pueden

reproducirse aun siendo parasitados por estas dos especies de céstodos.
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Figura 24. Infeccién de tres especies de cestodos del orden Thrypanorhyncha infectando
machos y hembras maduros del krill Nyctiphanes simplex. A) hembra madura no infectada, la
gonada muestra ovocitos en desarrollo. B) macho maduro no infectado con espermatéforo
extruido. C) hembra con gbnada madura en estadio de reabsorcion infectada con H. major en
el hemocele. D) macho maduro infectado con P. otobothrioides embebido en el
hepatopancreas. E) macho con gonada madura y espermatoforo en proceso de extrusion
infectado con M. nephritidis. Parasito (P), saco ovigero (Sov), necrosis (ne), musculo (Msc),
células foliculares (cf), ndcleos (nu), hepatopancreas (Hp), gonada (Go), espermatéforo

(Esp), cefalotorax (cfx), corazén (Co).
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Las tres especies de cestodos que infectan al krill tuvieron distinta patologia
posiblemente asociadas a sus diferentes estrategias de infeccion y localizacion dentro del
hospedero. H. major y M. nephritidis se asociaron a hepatopadncreas edematosos
probablemente causado por la ruptura del epitelio del hepatopancreas debido al contacto por
interaccibn mecanica (movimiento del blastocisto del parasito observado en vivo,
particularmente para H. major) (Fig. 25 F).

El estudio histolégico permitié visualizar cambios estructurales en el hepatopancreas
de los individuos parasitados por estas tres especies de cestodos. Sugiriendo un proceso
degenerativo progresivo por la destruccion de las células que lo componen (con la

correspondiente pérdida de la estructura funcional) (Fig. 25 A-F; 26 A-D).

7.8.6. Descripcion histoldgica de la infeccion de Paranybelinia otobothrioides

El cestodo Paranybelinia otobotrhioides se encontrd principalmente dentro de su
blastocisto embebido en el hepatopancreas de Nyctiphanes simplex y raramente en la
gonada (Fig. 25 A). P. otobotrhioides se asoci6 frecuentemente con alteraciones
estructurales del hepatopancreas como bajo numero y tamafio de células B (Fig. 25 B-C).
Los individuos de N. simplex infectados por P. otobothrioides tuvieron respuesta hemocitica
(aunque en baja densidad), enfatizando que los hemocitos no han sido hasta ahora
observados en el hepatopancreas de individuos no infectados (Fig. 25 F). Ademas, no se
observd encapsulacion alrededor de P. otobothrioides (aislamiento del parasito en una
capsula); tampoco en las otras tres especies de cestodo observados histolégicamente en el
presente estudio (Fig. 25 B, D). Estas observaciones sugieren que la infeccién en N. simplex

rebasa la capacidad de respuesta inmune para neutralizar a este tipo de parasitos que
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probablemente afecta la funcion del hepatopancreas, el cual tiene la doble funcién de
secretar enzimas y absorber el alimento digerido. De lo anterior, se infiere que el efecto
secundario del parasitismo por helmintos en N. simplex, podria ser en forma de cascada, es
decir, modificiones en la alimentacion, crecimiento, reproduccion, comportamiento de los
individuos infectados y posiblemente efecto ecoldgico a nivel de agregacion.

Por otro lado, los cambios mas evidentes en la conformacion estructural de los tubulos
del hepatopancreas fue la hipertrofia tubular asociada al crecimiento de P. otobothrioides
dentro del tabulo (Fig. 25 D). Otras condiciones patologicas fueron pérdida del epitelio
intertubular (Fig. 26 C-D), descamacion celular y pérdida de microvellosidades por la pérdida

de células epiteliales (Fig. 25E y 26 D).
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Fig. 25. Patologia del hepatopancreas del krill Nyctiphanes simplex causado por la infeccion
del cestodo Paranybelinia otobothrioides. A) N. simplex recien colectado infectado con P.
otobothrioides. B) corte longitudinal de N. simplex infectado con P. otobothrioides. C)
hepatopancreas de N. simplex no infectado, el recuadro indica la estructura saludable del
[imen del tdbulo hepatopancreatico. D) tubulo hepatopancreatico hipertrofiado por la
infeccion de P. otobothrioides. E) hepatopancreas de N. simplex infectado con P.
otobothrioides, nucleo apoptotico (=), ruptura del tabulo (A) y baja densidad de células B
(CB). F) zona de contacto parasito-hepatopancreas. Blastocisto (Bl), células B (CB), edema
(Ed), hemal vessel (Hv), hemocito (Hm), hepatopancreas (Hp), tabulo (Tu), limen (Lu),

musculo (Msc), nucleo (Nu), parasito (P). Tincidbn hematoxilina-eosina.
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Otra patologia frecuentemente observada en el hepatopancreas de hospederos
parasitados con el cestodo P. otobothrioides fue la presencia de células picnoéticas (con
cromatina condensada) y tubulos colapsados (desprendimiento de las paredes internas) (Fig.
26 C).

La infeccion de cada uno de los tres cestodos se asocio a areas del hepatopancreas con
acumulacion de lipofuscinas. Sin embargo, se observaron mas areas de lipofuscinas en
hepatopancreas infectados por P. otobothrioides que en las otras dos especies de céstodos

encontrados por su contacto e interaccion directa con este 6rgano (Fig. 26 A-C).

Figura 26. A) Area de acumulacion de lipofuscinas en el hepatopancreas de Nyctiphanes
simplex infectado con P. otobothrioides. B) Areas de lipofuscinas ( ), blastocisto (Bl), botrio
(Bo), C) proceso inicial del desprendimiento de las paredes internas (), desprendimiento
celular y baja densidad de células epiteliales (A) y D) ausencia de microvellosidades y
perdida de tejido (A) y descamacion de las paredes internas del tibulo (A), blastocisto (BI).

Flecha.
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7.8.7. Descripcion histologica de la infeccidon de cestodos Tetraphyllidea

Se descubridé la infeccion por una especie de cestodo no identificada del orden
Tetraphyllidea (cestodos con cuatro ventosas, figura 27 E) en una hembra de N. simplex
recolectada con una red no cuantitativa. La hembra infectada (in vivo) presento la gonada
altamente granular y con coloracion blancuzca (Fig. 27 A). Este cestodo mostré una
estrategia de infeccion distinta a los cestodos del Orden Trypanorhyncha. Por ejemplo, los
cestodos Tetraphyllidea, infectaron al krill con una intensidad elevada (> 100) y ocuparon la
mayor parte del cefalotorax invadiendo el primer segmento abdominal de la misma forma que
ocurre con la goénada gravida (estadio IV) (Fig. 27 A-F). Se observd melanizacion
(probablemente con participacion de semi-ganulocitos) y zona de necrosis en el saco ovigero
como parte de la respuesta de N. simplex ante la infeccion de esta especie de cestodo (Fig.
27 B,C). A pesar del pequefio tamafo individual del cestodo, la elevada intensidad de
infeccion le confiere a este parasito mayor biomasa relativa a la biomasa de N. simplex que
las otras tres especies de céstodos. Sin embargo, la patologia del hepatopancreas asociada
a la presencia del cestodo Tetraphyllidea fue similar a la patologia observada en las otras
tres especies de cestodos Trypanorhyncha (de mayor tamafio individual), con presencia de
areas de acumulacion de lipofuscinas, descamacion y desprendimiento intertubular (Fig. 27

F).
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Figura 27. Nyctiphanes simplex infectado con cestodos del orden Tetraphyllidea (muestra
recolectada con red no cuantitativa). A) Nyctiphanes simplex, hembra infectada con cestodos
de la familia Tetraphyllidea. B-C) zona de melanizacion (=) y zona de necrosis (A). D)
cestodo Tetraphyllidea. E) vista apical que muestra las cuatro ventosas de los cestodos. F)
descamacion (A) y pérdida de epitelio (=), presencia de lipofuscinas (*) del hepatopancreas

(Hp). Parasito (P), ventosas (Ven), cromatéforo (Crm).
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7.8.8. Intensidad de infeccion e infeccion mdltiple

Durante el presente estudio nunca se observé una intensidad mayor a 2 cestodos (de la
misma especie) por hospedero. Sin embargo, la infeccion mdltiple ocurrié rara vez (n<4)

donde se detectd un N. simplex infectado simultaneamente por H. major y P. otobothrioides

(Figs. 28-29).
5
A
4 il
3 4
z |
1
©
kT
S o
]
1B
|1
60 - *
40
20
0 4
1 3 5 7 9 11 13
Longitud total (mm)
Il Hembras Machos

Figura 28. Distribucion de frecuencia de la longitud total de hembras y machos de
Nyctiphanes simplex parasitados por cestodos (las tres especies combinadas). (A) enero
2007 (n=13), (B) julio 2007 (n=417). El simbolo ( ) representa el intervalo de longitud total
donde se observaron especimenes infectados con dos cestodos de la misma especie por

hospederos (maximo valor de intensidad).
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Figura 29. Cestodos Trypanorhyncha infectando a Nyctiphanes simplex. A, Hemionchos
major en fase plerocercoide. B, cefalotorax de una hembra N. simplex infectada por H. major
(fase procercoide A) y Paranybelinia otobothrioides envuelto en su blastocisto, insertado en
la glandula digestiva (v). C, Paranybelinia otobothrioides (plerocercoide) liberado del

blastocisto.

El sitio de ocurrencia mas frecuente de infeccion de los cestodos fue el en el interior
del cefalotérax (Fig. 30 A-F). Sin embargo, Hemionchos major y Mobulocestus nephritidis
(dentro de su blastocisto), se distribuyen libremente en el hemocele en donde usualmente se
ubica la gonada (Fig. 30 A-D). Mientras que Paranybelinia otobothrioides presenté afinidad
por parasitar la glandula digestiva (hepatopancreas) (Fig. 30 E-F). Esto sugiere que las
especies de cestodos tienen afinidades especificas (distintas) por un microhabitat desde
estados larvales tempranos que permitiria la co-existencia (entre cestodos) (infeccion
multiple). Aunque este hecho, ocurri6 con muy poca frecuencia en Nyctiphanes simplex

(dado la relativamente baja intensidad de cada parasito).
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Figura 30. Sitios de infeccion (microhabitats) mas frecuentes de los cestodos H. major, M.
nephritidis y P. otobothrioides. Hepatopancreas (Hp), blastocisto (Bl) y misculo (Msc).

7.8.9. Microhabitats de los cestodos en Nyctiphanes simplex

Las tres especies de céstodos que infectan N. simplex ocurrieron en seis microhabitats

distintos dentro del eufausido. Los cestodos H. major y M. nephritidis infectaron
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principalmente el hemocele, entre el hepatopancreas y el primer segmento abdominal (n =
368). El cestodo P. otobothrioides se encontr6 principalmente embebido en la glandula
digestiva (hepatopancreas), en la cual, los globulos refrigentes de la larva se mimetizan con
las células de la glandula digestiva (n = 47), aunque fue encontrado libre en el hemocele (sin
blastocisto) con menor frecuencia (n = 6). Los microhabitats menos frecuentes del cestodo H.
major fueron los segmentos abdominales (n = 2) y el intestino en donde fue detectado un

procercoide (Fig. 29 B, 31).

3 spp. cestodos

e Hemionchos major _ 3
. Mobuloscestus nephritidis # ~a V! '\‘

@ Paranybelinia otobothrioides } *m

Figura 31. Esquema conceptual de N. simplex que muestra los sitios de infeccion de los
(microhabitat) de tres especies de cestodos: Hemionchos major, Mobulocestus nephritidis y
Paranybelinia otobothroides. Estomago (Est), corazén (Co), cefalotérax (Cfx), gonada (Go),

segmento abdominal (Sa I-VI), intestino (Int), hepatopancreas (HP).
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7.9. Interaccion parasito—hospedero evidenciada mediante analisis histologico

El cestodo Paranybelinia otobothrioides fue la Unica especie de cestodo que infecta el
hepatopancreas. El plerocercoide (ya dentro del hepatopancreas) es facilmente confundido
debido a la presencia de numerosos granulos refrigentes (posiblemente compuestos por
lipidos) que semejan la textura granulosa del hepatopancreas del hospedero (mimetismo)

(Fig. 32 A-B).

Figura 32. Paranybelinia otobothrioides. Detectado en hepatopancreas de Nyctiphanes
simplex. (A) hepatopancreas disectado in vivo la flecha sefala al parasito. (B) corte
histolégico que muestra al parasito embebido en el hepatopancreas. Parasito (=) y
extremidad del blastocisto en forma de embudo (=). Intestino (int.), hepatopancreas (Hp.).

7.9.1. indice hepatosomatico/factor de condicion

La comparacion del indice hepatosomatico (IHS) entre N. simplex machos y hembras
de cada estacion oceanografica del crucero de julio de 2007 mostré diferencias significativas

por sexo. La correlacion entre el IHS y la longitud del cefalotérax en machos no parasitados
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mostré una pendiente positiva y aparentemente distinta a la de los machos parasitados (Fig.
33 A), sin embargo, las pendientes e intercepto de ambas correlaciones no fueron no
significativamente distintas (no parasitados: y = 40.7062 + 0.6912x; p = 0.8; r?2 = 0.0046;

parasitados: y = 47.4903 - 3.5213x; p = 0.05; r?>= 0.0474).

Por otro lado, la correlacion de IHS y longitud del cefalotérax de las hembras no
parasitadas respecto a las parasitadas mostraron ambas una pendiente negativa significativa
(no parasitadas: y = 48.0562 - 2.2715x; p = 0.01; r>= 0.0784; parasitadas: y = 50.2271 -
4.5717x; p = 0.00; r> = 0.1567). Asimismo, el factor de condicién (IHS) de hembras
parasitadas y no parasitadas fue significativamente diferente. Estos resultados fueron
consistentes al comparar el IHS promedio de las hembras inmaduras en estadio de
desarrollo gonadico | (Gl) de la estacion 36 del crucero de julio de 2007 (t=3.08, p<0.05)
(Figs. 33 B y 34). La diferencia del IHS observada entre organismos (de ambos sexos) no
parasitados respecto a los parasitados con cestodos, sugiere que la condicién del krill puede
verse modificada por la infeccion con cestodos, modificando principalmente en la
relativamente menor capacidad de almacenamiento y asimilacion (digestién) del alimento del
krill, que podria dar como resultado la formacion de agregaciones de individuos de krill con

diferentes cualidades fisiologicas (parasitismo y alimentacion).
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Figura 33. Diagrama de dispersion del IHS entre machos y hembras. (A) Machos infectados
(e), machos no infectados (0). (B) hembras infectadas (e), hembras no infectadas (0). En

cada gréfica se muestra la linea de tendencia. Krill no infectado (—), infectado (- - - ).

0.5 -

0.45

IHS (promedio)
o
n

o

w

&
1

0-3 T T T T T T T
1 1.6 22 2.8 34 4

Longitud del cefalotoérax (mm)
——No parasitados —e—Parasitados

T T T 1

Figura 34. indice hepasotomatico (IHS) promedio de hembras inmaduras (Gl) de krill de la
estacion E36 del crucero de julio de 2007. Hembras de Nyctiphanes simplex no parasitadas

(-0-) y Parasitadas por cestodos Trypanorhyncha (-e-).
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7.9.2. Parasitismo y factor de condicidon entre machos y hembras de krill

El resultado del ANOVA de dos factores de la comparacén del IHS de eufausidos
(machos y hembras) parasitados no mostrd diferencia significativa en la interaccién entre el
sexo e infeccion (dicotomia de krill infectado o no infectado). Esto indica que estos dos
factores influyen de manera separada y no existe efecto de interaccién significativa entre
estas variables (efecto de ambas variables) sobre el IHS. Pero, los valores promedio del IHS
de los organismos infectados difieren significativamente (Tabla 8). La prueba de Newman-
Keuls mostré que el factor de condicion (IHS) de machos y hembras infectados con cestodos
fueron estadisticamente distintas en comparacion con las hembras no infectadas p< 0.05
(Tabla 9). Estos resultados sugieren que el IHS de organismos infectados fue independiente
del sexo de los hospederos. Estos resultados concuerdan con la prueba X? realizada de la

cestodiasis por sexo (seccién 7.6.4).

Tabla 8. Analisis de varianza de dos factores del efecto de sexo y presencia o ausencia de
cestodos en el indice hepato-somatico de especimenes recolectados en la estacion
oceanogréfica E36 de julio 2007; donde tuvo una prevalencia suficientemente alta para
comparar individuos de N. simplex infectados y no infectados en funcion del sexo (individuos
del mismo enjambre) disminuyendo al maximo cualquier diferencia ocasionada por

condiciones ambientales y alimento en el indice hepatosomatico (IHS).

ss G.L MS F D
Intercepto ~ 238235.4 1 2382354 4060.954  0.000000
Sexo 44.9 1 44.9 0.766  0.382148
Edo. Salud 778.6 1 7786 13272 0.000309
ggruo(;‘Edo. 52.8 1 52.8 0.900  0.343447
Error 212367 362 58.7
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Tabla 9. Prueba de Newman-Keuls de especimenes recolectados en la estacion
oceanografica E36 de Julio 2007 donde tuvo una prevalencia suficientemente alta para
comparar individuos de N. simplex con cestodos y sin cestodos en funciébn de sexo
(individuos del mismo enjambre) disminuyendo al maximo cualquier diferencia ocasionada

por condiciones ambientales y alimento en el indice hepatosomatico (IHS).

Estado Machos Machos Hembras Hembras
Sexo de No parasitados parasitados No parasitadas parasitadas
salud 42.646 36.839 42.553 39.145
Machos No parasitados
Machos Parasitados 0.006418
Hembras No parasitados  0.958494 0.004005
Hembras Parasitados 0.122962 0.197229 0.056747

8 Analisis molecular de cestodos de krill

8.1 Extraccion de ADN y amplificacion de fragmentos de genes de parasitos

Dependiendo del grupo taxonémico de los parasitos con los que se trabajé en esta
tesis, se emplearon diferentes tipos de técnicas de extraccion de ADN gendmico total (ADNQ)
(ver material y métodos). La secuencias finales amplificadas en este estudio de los
fragmentos de ADNr (18S y 28S) oscilaron de ~ 450 — 1900-bp utilizando distintos pares de
iniciadores (en inglés primers, que flanquean los extremos del gen, iniciadores internos y
universales). El ADNg se extrajo de cestodos que parasitan al krill en estadio de desarrollo
larval conocido como plerocerciode (cestodos de krill) (Fig. 35 A-C). La variacion en el
tamafio de los fragmentos amplificados (pares de bases —pb-) se debe al uso de distintos

pares de primers y a la region amplificada.
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que muestra
amplificaciones de PCR de fragmentos de genes de cestodos que infectan al krill N. simplex
en el Golfo de California. A, Paranybelinia otobothrioides. B, Hemionchos major. C,

Mobulocestus nephritidis.

8.1.1. Caracterizacion molecular de helmintos de depredadores de krill

Esta es la primera caracterizacion molecular de los cestodos Hemionchos major,
Mobulocestus nephritidis y Paranybelinia otobothrioides que infectan al krill en el Golfo de
California. Estos cestodos que ocurrieron en forma larvaria en el krill, fueron caracterizados
genéticamente con los fragmentos de ADNr 18S y 28S. Para todos los cestodos, se
obtuvieron fragmentos >1500 pb representando >75% de la longitud del gen de ~2000 pb.
Para el gen 28S, el fragmento obtenido fue <809 pb de una longitud aproximada de 4000 pb
y sOlo se obtuvo para el cestodo P. otobothrioides (no incluido). Por lo tanto, la fraccion del

28S no fue incluido en el presente analisis.
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8.2. Filogenia de cestodos que parasitan a Nyctiphanes simplex

8.2.1 Paranybelinia otobothrioides Dollfus, 1966

El andlisis filogenético (Maxima Parsimonia, boostrap, n=1000) con el gen 18S de
cestodos del orden Trypanorhyncha que parasitan a N. simplex mostrdé una topologia similar
dando como resultado una topologia general similar y congruente con la filogenia
previamente reportada con evidencia genética por Palm et al. (2009). La topologia del arbol
sustentd la clasificacion mas reciente (basada en la morfologia) que divide al orden
Trypanorhyncha en dos subdrdenes 1) Trypanotobatoida que comprende las superfamilias
Eutetrarhynchoidea junto con la superfamilia Tentacularioidea; y 2) el suborden
Trypanoselachoidea conformado por las superfamilias Gymnorhynchoidea junto con la
superfamilia Lacistorhynchoidea y Otobothrioidea (Fig. 36).

La caracterizacion genética y la filogenia de la especie Paranybelinia otobothrioides,
apoya la validez taxonomica de la familia Paranybeliniidae (posiblemente junto con
Pseudonybelinia odonthoacanta que aun no ha sido secuenciada). La familia
Paranybeliniidae se distingue de la familia Tentaculariidae por presentar anillo muscular y
hendiduras tegumentales (en inglés tegumental grooves) y por la ausencia de 6rgano
prebulbar (Fig. 36). Sin embargo, el analisis genético muestra que esta familia esta mas
estrechamente cercana con miembros de la superfamilia Tentacularioidei (bootstrap =100).
Esta evidencia de estrecha relacion de la especie P. otobothrioides (Paranybeliniidae) con los
miembros de la superfamilia Tentacularioidei sustenta que la familia Paranybeliniidae es
filogenéticamente mas distante a la superfamilia Otobothrioidea (contrario a lo previamente
propuesto mediante analisis morfologicos). Este clado esta resuelto, sustentado por valores
boostrap 100% (Fig. 36). La relacion filogenética de la familia Paranybeliniidae con la familia

tenteculariidae no cambio la filogenia previamente descrita, por lo que, tres de las cinco
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superfamilias  actualmente  reconocidas, siguen monofiléticas (Tentacularioidea,

Gymnorhynchoidea, Otobothrioidea) (Fig. 36).

8.2.2 Hemionchos major y Mobulocestos nephritidis

Estas dos especies de cestodos de reciente descripcion en fase adulta no han sido
secuenciadas, por lo que este trabajo representa la primera caracterizacion molecular y se
describe su filogenia. El analisis molecular, mostrd que las especies H. major y M. nephritidis
son generos pertenecientes a la familia Eutetrarhynchidae (superfamilia eutetrarhynchoidea).
Este resultado es consistente con la clasificacion previa basada en caracteres morfolégicos
como criterios taxonémicos (Fig. 36). De acuerdo a la topologia del arbol, H. major y M.
nephritidis son taxones hermanos, aungue la longitud de las ramas evidencia una clara
diferenciacion entre ambas especies. Asimismo, ambas especies estan mas estrechamente
relacionadas con la especie Rhinoptericola megacantha (Familia Rhinoptericolidae) (valores
bootstrap =100%). Este resultado confirma la parafilia de la superfamilia Eutetrarhynchoidea
propuesto por Palm et al. (2009). Este nodo (H. major, M. nephritidis y Rhinoptericola
megacantha) perteneciente a la superfamilia Eutetrarhynchoidea es el vinculo que relaciona
a dos superfamilias, la superfamilia Eutetrarhynchoidea con la Tentacularioidea, aunque con
valor bootstrap bajo (<70%) (Fig. 36).

De acuerdo con Campbell & Beveridge (2006), el género Mobulocestos presenta una
fila central de ganchos en el principio de la hilera principal en la superficie botrial del
tentaculo (como en el género Fellicocestus). De acuerdo con Campbell & Beveridge (2006),

este caracter morfolégico parece ser unico dentro de los trypanorhyncha, por lo que
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propusieron fuera considerado como un paso transicional entre las formas tentaculares

heteracanta y homeoacanta.
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Figura 36. Filogenia de cestodos Trypanorhyncha Paranybelinia otobothrioides, Hemionchos

major y Mobulocestos nephritidis que infectan a krill Nyctiphanes simplex (Maxima
Parsimonia con el modelo TBR, boostrap n=1000) gen 18S ADNr de 1989 pb de longitud.

(Grupo externo: Diphyllidea).
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9. Parasitos de depredadores muestreo no cuantitativo

Durante el desarrollo de este trabajo, se realizé analisis helmintolégico a hospederos
necténicos (N > 240) que fueron muestreados de manera de oportunistica (no cuantitativo)
(Figs. 37 A-C y 38, Tabla 10). Entre algunos de los depredadores de crustaceos que se
incluyeron en este estudio se encuentran las especies de peces mictofidos mesopelagicos
(adultos de talla pequefia 3 — 6 mm de longitud total) como Triphoturus mexicanus (Familia
Mictophyidae). El tiburén enano de profundidad Cephalurus cephalus (colectado a 280 m de
profundidad) con una longitud total maxima observada en el adulto de 18 cm (Fig. 37 C).
Cada uno de los hospederos analizados helmintologicamente fueron colectados en la
ensenada de La Paz (Mugil cephalus y P. maculatofasciarus) y Bahia de La Paz (mictofidos),
Diodontidae (tamborillo), Scomberomorus sierra (sierra) (prevalencia o intensidad = 0). Se
analizaron n<5 de las especies Katsuwonus plamis y Coryphaena hipphurus, Squatina
california (angelito), Dosidicus gigas (calamar gigante) de diferentes localidades del Golfo de
California en los cuatro cruceros oceanograficos en donde se muestreo krill (enero y julio
2007, agosto 2012 y junio 2013). Mientras que los géneros Hipoglossina, Achirus,
Paralichthys (lenguados) y las especies P. maculatofasciatus (cabrilla) (C. cephalus) se

capturaron en Bahia Magdalena (Figs. 37 A-C y 38, Tabla 10).
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Frecuencia
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Longitud total (cm)

Figura 37. Distribucion de frecuencia de longitud total (cm) de diversos peces analizados
oportunisticamente para analisis de parasitos en el Golfo de California y Bahia Magdalena.

A) Mictofido (T. mexicanus), B) lisa (M. cephalus), C) tiburén de profundidad (C. cephalus).

9.1. Parasitos helmintos de tiburones de Punta Lobos, B.C.S.

Se analizaron valvulas espirales de siete especies de tiburones de longitudes totales
gue variaron entre 1 — 2.3 m de longitud total, de la localidad Punta Lobos, B.C.S. (n = 40,
datos no cuantitativos). Algunos de los parasitos colectados que se fijaron en alcohol 100%

fueron utilizados para caracterizarlos morfolégica y genéticamente, con énfasis en céstodos
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del orden Trypanorhyncha (que ahora se sabe que sus fases larvarias parasitan al krill) (Fig.

38, Tabla 10).
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Figura 38. Especies de tiburones analizados helmintologicamente (valvula espiral)

recolectados en Punta Lobos, B.C.S.

Los parasitos “adultos” de los depredadores de krill del Golfo de California, que fueron
comparados con las formas larvarias que parasitan al krill, provienen de diez grupos
taxondmicos, de los que destacan la ballena azul (Balaenoptera musculus), el mictéfido
(Triphuturus mexicanus) y el calamar gigante (Dosidicus gigas). En general, se observo una
elevada riqueza de especies conformada por cestodos de cuatro 0rdenes: Trypanorhyncha,
Tetraphyllidea, Onchoproteocephalidea y Phyllobothriidea (Fig. 39 A-l), nematodos (familia
Anisakidae), acantocéfalos (Polimorphydae y Rhadinorhynchidae) y trematodos (tres familias:
Hemiuridae, Accacoeliidae y Hirudinellidae). La riqueza de especies de helmintos identificada

(25 taxones, n = 211) de los hospederos “depredadores” se presenta en la Tabla 10.
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Tabla 10. Hospederos analizados helmintolégicamente. Cestodo (Ce), nematodo (Ne),

acantocéfalo (Ac) y trematodo (Tr). El nUmero de parasitos se muestra en la columna (N).

Hospedero Parasito
Especie
Grupo (nombre comun) Taxa Grupo Orden (O), Familia (F) N
Tiburén Z%Z%Lr;laniggtﬁﬁ)r)]a Floriceps saccatus Ce (O) Trypanorhyncha 1
* Floriceps saccatus 1
S. lewini Heteronybelinia sp. 1
Phyllobothrium sp. (O) Tetraphyllidea 1
Isurus oxyrhynchus Onchobothrium sp. (O) Onchoproteocephalidea 1
Ceratobothrium sp. (O) Phyllobothriidae 1
Z;gﬂfﬁ?gigca Prosobothrium sp. 1
(Saqntgaet;irtlg)callfornlca Tetraphyllidea sp. (O) Tetraphyllidea 11
Cephalurus cephalus Anisakidae Ne (F) Anisakidae 1
Ballena B. musculus Bolbosoma turbinella Ac (F) Polymorphidae 3
(ballena azul)
Bolbosoma sp. 1 1
Bolbosoma balanae (s.l) 3
Calamar D. gigas . Nybelinia surmenicola Ce (O) Trypanorhyncha 2
(calamar gigante)
Nybelinia sp. 1
Tetraphyllidea sp. (O) Tetraphyllidea 1
Dorado (C(:j.o?g)dhou)rus Dinurus longisinus Tr (F) Hemiuridae 7
Tetrochetus sp. (F) Accacoeliidae 4
Barrilete Katsgwonus pelamis Hirudinella ventricosa (F) Hirudinellidae 3
(barrilete)
Anisakis typica Ne (F) Anisakidae 2
Sierra (Ss?grrpat;eromorus sierrra Anisakis sp. 1
Paralabrax
Cabrilla  maculatofasciatus *Corynosoma sp. Ac (F) Polymorphidae 3
(cabrilla)
Rhadinorhynchus sp. (F) Rhadinorhynchidae 1
Lisa Mugil cephalus %?Jm:)?paill?;t%rg? Ne (F) Anisakidae 12
Lenguado Achirus Anisakis spp. 146
Paralichthys
Hipoglossina
Mictofido  Triphuturus mexicanus No identificado Ce
Copépodo Cr
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Figura 39. Diversidad de cestodos que parasitan a distintos depredadores comunes de Kkrill
en el Golfo de California. Cestodos del orden Trypanorhyncha (A-D). A) Floriceps saccatus;
B) Heteronybelinia sp. C) Nybelinia sp.; D) Nybelinia surmenicola. Tetraphyllidea (E-1) E)
Prosobothrium sp. F) Ceratobothrium sp.; G) Tetraphillidea sp. 1; H) cestodo no identificado;

I) Phyllobothrium sp.
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9.1.2. Parasitos de heces de B. musculus en el Golfo de California.

Los parasitos que infectan a la ballena azul fueron obtenidos de heces colectadas
durante cuatro temporadas de avistamiento invernal de la ballena azul en Bahia de La Paz y
Loreto (abril 2012—-2015). Se recuperaron 7 especimenes acanoceéfalos adultos de muestras
gue fueron fijadas en formol al 5% (n=3) y alcohol 96% (n=4). Estos especimenes fueron
identificados como acantocéfalos del género Bolbosoma (familia Polimorphydae) (ver
diagnosis de Bolbosoma en este estudio). Con base a su morfologia y caracteristicas
morfolégicas externas e internas se reconocieron tres morfotipos distintos: Bolbosoma

turbinella (s.s.), Bolbosoma sp. 1 y Bolbosoma sp. 2 (Tabla 10, Fig. 40 A-F).

A E 0;’

Figura 40. Acantocéfalos adutos del género Bolbosoma que infectan a la ballena azul
Balaenoptera musculus en el Golfo de California. Bolbosoma sp. 1 (A-D), Bolbosoma
turbinella (s.I) (E) y Bolbosoma sp. 2 (F). Detalle de las espinas de la zona bulbar (B y C).
Huevo (D).
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9.1.3. Caracterizacion morfoldgica de los huevos de paréasitos Bolbosoma sp. 1

(Acantocefala, Polymorphidae)

El especimen adulto identificado previamente como Bolbosoma sp. 1 (acantocéfalo
recuperado de heces de la ballena azul) (Tabla 10, Fig. 40 A-C) fue disectado para extraer
sus huevos. Los cuales fueron tefiidos y caracterizados morfolégicamente de forma parcial.
El huevo embrionado de forma ovoide esta conformado por cuatro capas (Fig. 41 C). Mas
alargado que ancho: 71.5 um (38.4-110.4) en longitud total y 20 (13.1-26.9) ancho (n = 11)
estrechandose hacia los extremos. Las dos membranas mas internas son mas gruesas y en
general las capas disminuyen su espesor hacia la parte externa del huevo. El huevo contiene
en su interior a la larva acanthor (estadio que eclosiona el huevo) y éste es caracterizado por
la presencia de masa nuclear en el centro (Fig. 41 A) y en uno de los extremos se observan
los ganchos (numero no determinado) (Fig. 41 A-B). Dentro de la segunda capa mas interna,
son evidentes dos prolongaciones polares de una de las membranas internas (de funcion

desconocida) ubicadas individualmente en cada extremo del huevo (Fig. 41 Ay C).

Figura 41. Huevos disectados del utero de un adulto de Bolbosoma sp. 1 (Familia
Polymorphidae) adulto, recuperado de heces de ballena azul Balaenoptera musculus. A)
embrion o acanthor dentro del huevo (=). B) huevo sin tefiir. C) Cuatro capas que conforman

al huevo de Bolbosoma sp. 1. Ay D tefido con lugol. Escala=20 pum.
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9.1.4. Huevos de Floriceps saccatus (s.s) (Cestoda, Trypanorhyncha)

Los huevos del cestodo Trypanorhyncha Floriceps saccatus fueron obtenidos a partir
de la diseccién de segmentos de proglotidios gravidos recuperados de valvula espiral de un
espécimen del tiburon martillo Sphyrna zygaena (Tabla 10, Fig. 42 A-B). El huevo no
embrionado de F. saccatus, fue encontrado frecuentemente en estado de blastula. Presenta
una pared doble, transparente. Tiene forma ovoide, mide 59.3 + 2.8 de longitud total y 48.7 +
2.1 de ancho total: (n = 10). Presenta un opérculo pequefio en uno de sus extremos (Fig. 42

A) aungue algunas veces es imperceptibe.

Figura 42. Huevos disectados del utero de adultos del cestodo Trypanorhyncha Floriceps

saccatus. A, tefiido con lugol. B, huevo sin tefir. Opérculo (=). Escala 20 pm.

9.1.5. Identificacion genética de helmintos de depredadores de krill: tiburones, ballena

azul, calamar gigante, dorado, barrilete y lisa

A partir de la identificacion y clasificacion taxonémica al nivel mas preciso posible
mostrado en la tabla 10, algunos especimenes fueron usados para identificarlos mediante

métodos moleculares. La seleccion (decisién post facto) de los helmintos caracterizados
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genéticamente (parasitos de distintos depredadores), se fundamentd en caracterizar
parasitos de depredadores que estan vinculados troficamente al krill, ya sea que se
alimentan directamente de eufausidos a través del interacciones depredador—presa (como
las ballenas y mictofidos) o de aquellos depredadores que se alimentan de organismos

depredadores de krill (i.e. barrilete, dorado y calamar) (Tabla 10, Fig. 43).

7 8 cn 12 34567 8081011cn

N B
-

Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que muestra
amplificaciones de PCR de helmintos de krill y de algunos predadores (trematodos, cestodos,
acantocéfalos y nematodos). A) Trematodos (Dinurus longisinus) de Dorado; B) nematodos
de barrilete (Anisakis typica); C) cestodos de krill Paranybelinia otobothrioides (carriles 2-4),
Hemionchos major (carriles 5 y 6) y Mobulocestus nephritidis. D) Acantocefalos (Bolbosoma
turbinella) obtenidos de heces de ballena azul (B. musculus). Noétese la diferencia en el
tamafo de las regiones amplificadas para cada grupo de parasito. Control negativo (c.n.),

marcador genético 1 Kb.

Durante el presente trabajo, se caracterizaron 22 individuos (Tabla 11). Se muestran los
parasitos que se caracterizaron genéticamente, para contrastarlos con los helmintos que

infectan a krill en el Golfo de California.
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Tabla 11. Parasitos de depredadores identificados genéticamente con los genes 18S, 28S 'y

las regiones intergénicas ITS1, 5.8S e ITS2.

Hospedero Parasito Genética

Num.
Especie acceso
Grupo (nombre comun) Taxa Grupo n Gen pb Genbank
. ; Sphyrna zygaena .
Tiburén (T. martillo) Floriceps saccatus Cestodo 5 18S 1930 FJ572922
* F. saccatus 4
Ballena B. musculus Bolbosoma turbinella  Acantocefalo 3 854 JX442166
(Ballena azul)
Dosidicus gigas - .
Calamar (Calamar gigante) Nybelinia surmenicola Cestodo 2 28S 1356 FJ572929
C. hiphurus . .
Dorado (Dorado) Dinurus longisinus Trematodo 4 1000 31662277
. Katsuwonus L . ITS1+5.8
Barrilete pelamis (Barrilete) Anisakis typica Nematodo 2 +ITS2 1832 KC928261
Lisa M. cephalus 1C. multipapillatum? 2

* Organismo secuenciado a partir de una muestra de estrébilo. *El nematodo perteneciente al
género Contracaecum (s. s), pero genéticamente distinto a C. multipapillatum (Fig. 44 A-B).

Figura 44. Contracaecum sp. (hospedero: Mugil curema) A extremo anterior. B extremo
posterior. Anisakis sp. (hospedero: Katsuwonus pelamis -barrilete-). C-D extremo anterior.

Escala= 400 pm.
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La especie Floriceps saccatus que parasita al tiburon cabeza de martillo Sphyrna
zyganea se caracterizé e identific6 genéticamente. La secuencia parcial final (1930 pb) del
gen 18S fue 100% idéntica a la secuencia reportada en el Genbank con nimero de acceso:
FJ572922.1 (2.017 pb) (Waeschenbach, A, Palm, HW & Littlewood, DTJ.) (Fig. 45). La
ocurrencia de Floriceps saccatus (sensu stricto) que infecta al tiburdn S. zygaena, representa

el nuevo registro de hospedero y hasta ahora se desconoce su ciclo de vida.

Figura 45. Floriceps saccatus (sensu stricto) que infecta al tibur6n martillo Sphyrna zyganea
(Localidad: Punta Lobos, B.C.S., México).

Identificamos especimenes de cestodos del orden Trypanorhyncha pertenecientes al
género Nybelinia que parasitan al calamar gigante (Dosidicus gigas) (Fig. 46 A-C) y al
género Heteronybelinia sp. que parasita al tiburon (Sphyrna lewini) (Fig. 46 B). Algunos de
los trematodos (adultos) identificados de depredadores de krill se muestran en la figura 47 A-

C.
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Figura 46. Nybelinia surmenicola (sensu stricto). Parasito que infecta al calamar gigante
(Dosidicus gigas) en el Golfo de California. A) vista general del parasito, mostrando sus
cuatro tentaculos (40X). B) del pars bulbosa (cuatro bulbos alargados) curveados, apéndice y
velo. C) Armadura metabasal, ganchos organizados en forma de espiral (=). Bo=Botridios;
Pbo=Pars bulbosa; Vel=Velo; Ap=Apendice (estrobilo); Ten=Tentaculos; Hk=Ganchos
(Hooks) (Vista tentacular metabasal).
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Figura 47. Trematodos que infectan al pez dorado (A-B) y barrilete (C). (A) Tetrochetus sp.,
(B) Dinurus longisinus (s.s) y (C) Hirudinella ventricosa (Barra = 2 mm).
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9.2. Diversidad genética de helmintos parasitos de depredadores de krill

9.2.1. Analisis filogenético de Bolbosoma turbinella (hospedero Balaenoptera

musculus)

El acantocéfalo recuperado de heces de ballena azul en marzo de 2015 en Loreto,
B.C.S. fue identificado como Bolbosoma turbinella con base a la comparacion de 860 pb del
fragmento del gen 18S con secuencias homélogas de acantocéfalos (100% de homologia)
obtenidas de la base de datos mundial (BLAST). La region de la secuencia de Bolbosoma
turbinella (espécimen analizado en el presente estudio) fue casi idéntica a las secuencias de
las especies Bolbosoma vasculosum (<99%) e idénticas a B. balanae (100%) y B.
caenoforme (100%) (analisis no mostrado). Sin embargo, el porcentaje de cobertura de
alineacion, asi como la morfologia permitié discriminar a B. turbinella (este estudio) de B.
balanae y B. caenoforme. El alto grado de similitud entre secuencias homologas sugiere que
la regién central del gen 18S amplificada en este estudio es altamente conservada entre las
especies del género Bolbosoma.

Las relaciones evolutivas entre las especies de acantocéfalos se infiri¢ utilizando el
método de evolucién minima (ME), el arbol esta soportado con la suma total de la longitud de
las ramas (SBL) del dendograma = 0.7176 (Fig. 48). El andlisis filogenético mostré una
topologia taxon6micamente congruente integrando a las cuatro especies del género
Bolbosoma en el mismo nodo (valores bootstrap > 95%) (Fig. 48) y dentro de la familia

Polymorphidae valor del nodo bootstrap >98%.
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Figura 48. Andlisis filogenético (gen 18S rDNA) de especies de acantocéfalos en el que se
adiciona la secuencia de la especie Bolbosoma turbinella obtenido de heces de ballena azul
recolectada en Loreto en marzo de 2015 (letras negritas y asterisco) inferido con el algoritmo
de Evolucion Minima (ME). Se incluyeron 18 secuencias de nucleétidos con un total de 584
sitios comparables. Los numeros indican los valores de confianza (bootstrap) a 10,000

réplicas.

10. Conceptualizacion de ciclos de vida (Acantocefalos del género Bolbosoma)

10.1. Nyctiphanes simplex — Bolbosoma spp. — Balaenoptera spp.

Cuando el hospedero definitivo B. musculus defeca, libera en la columna de agua a los
huevos embrionados de acantocéfalos (Fig. 40 A-C). Las ballenas frecuentemente defecan
en las mismas zonas donde estan depredando los enjambres de krill. EI krill Nyctiphanes
simplex (hospedero intermediario) adquiere los huevos tréficamente (Fig. 49 B). En el

hospedero intermediario, se llevan a cabo cambios ontogénicos del parasito desde la fase de
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huevo, acanthor, acanthella hasta llegar a cystacanto (fase infectiva, previo al adulto) (Fig. 16
A-D). Cuando N. simplex es depredado por B. musculus, el krill le transmite el parasito en
fase larval, el cual se desarrollara hasta la fase de adulto (Fig. 40 A, E-F) y se reproducira en
la ballena azul (Fig. 49 A-C).

Una via alterna en el ciclo de vida del acantocéfalo (Fig. 49 D), se lleva a cabo cuando
el krill N. simplex (infectado con el cistacanto), es depredado por un organismo (no mamifero
marino), el cual adquiere y hospeda al cystacanto (proveniente del krill) pero sin que se
registre cambio ontogenético en la larva (i.e. se mantiene en fase cystacanto). La larva en
estadio cystacanto se desarrollara en adulto cuando un mamifero marino (i.e. Balenopterido,
Physeteroidea) ingiera (no necesariamente por depredacion) al hospedero paraténico (Fig.

49 D).
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Figura 49. Conceptualizacion del ciclo de vida para acantocéfalos del género Bolbosoma en
el Golfo de California (este estudio). Ciclo de vida de Bolbosoma (lineas sdlidas). Las lineas

punteadas indican la participacion de hospedero paraténico (i.e. pez o crustaceo).
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10.2. Conceptualizacion de ciclos de vida (cestodos del orden Trypanorhyncha)

10.2.1. Nyctiphanes simplex — Hemionchos y Mobulocestus spp. — Mobula spp.

El parasito en estadio adulto vive en el intestino de Mobula spp. las cuales al defecar,

liberan los huevos en la columna de agua. Este proceso, libera y dispersa los huevos (Fig. 50

A, B). El huevo continua su desarrollo somético hasta que se forma la larva coracidio, la cual,

emerge del huevo a través del opérculo (Fig. 50 B) y tiene una fase libre en la columna de

agua. Nyctiphanes simplex se infecta con los cestodos Hemionchos major, Mobulocestus

nephritidis y Paranybelinia otobotrhioides, través de la ingestion del coracidio, el cual llega al

intestino y penetra a través de él para alojarse en el hemocele, donde se desarrolla en el

estadio larval de procercoide (Fig. 50 C-D).
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g Py

Coracidio
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(blastocisto)
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Figura 50. Conceptualizacion de ciclos de vida (cestodos del orden Trypanorhyncha).

117



La ocurrencia de cestodos en estadio procercoide (en intestino y hemocele de N.
simplex), asi como la ocurrencia del estadio plerocercoide dentro de blastocistos (en el
hemocele), evidencia cambios en el desarrollo ontegenético en los cestodos Hemionchos
major y Mobulocestus nephritidis, dentro de N. simplex. Los cambios ontogenéticos méas
notables de las larvas de cestodos (este estudio) son el crecimiento y desarrollo de un
escolex, asi como la formacion del blastocisto en el proceso de desarrollo de estadio
procercoide a plerocercoide. Esto sugiere que N. simplex tiene la funcién de primer
hospedero intermediario para los cestodos trypanorhyncha Hemionchos major, Mobulocestus

nephritidis y, probablemente también, para el cestodo Paranybelinia otobotrhioides.
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11. Discusion

11.1 Aspectos taxondmicos y genéticos

La presente tesis de doctorado es el primer estudio sistematico e integral de la
taxonomia, ecologia y transmision de parasitos helmintos de las especies de krill hacia
niveles tréficos superiores en el Golfo de California y, posiblemente, a nivel mundial. Desde
el primer registro de helmintos que infectan al krill hace 130 afos (Sars, 1885), la riqgueza y
diversidad hasta ahora conocida de parasitos proviene de 48 de las 86 especies de
eufausidos que conforman al orden Euphausiacea. La informacion integrada de todos los
parasitos conocidos en krill a nivel mundial, incluyen 17 tipos distintos de epibiontes,
patdgenos, parasitos y parasitoides (Gomez-Gutiérrez et al., 2010; Gomez-Gutiérrez &
Morales-Avila, en prensa). Sin embargo, la mayor parte de los registros de helmintos en krill
a nivel mundial, con pocas excepciones (Gregori et al., 2012, 2013, 2014), provienen de
muestras cualitativas o hallazgos accidentales. De esta forma, el conocimiento de la
ecologia, interaccion parasito-hospedero y funcién de los eufausidos como vectores de
parasitos helmintos es fragmentada. Los registros previos de helmintos que infectan a
eufausidos de aguas mexicanas provienen de muestreos cualitativos (Gomez-Gutiérrez et al.,
2010, Gonzalez-Solis et al., 2013). Estos trabajos aportaron informacion taxonémica limitada
y con inconsistencias en las identificaciones taxondmicas (Morales-Avila et al., 2015). Los
estudios ecoldgicos cuantitativos e integrales (ecologia) para describir la interaccion parasito-
hospedero y la infeccion por helmintos son recientes (Gregori et al., 2012, 2013, 2014;
Morales-Avila et al., 2015) lo que promueve el desarrollo de estudios bajo el enfoque de
taxonomia integrativa y filogenia integrativa.

Este es el primer estudio ecoldgico cuantitativo de parasitos helmintos que infectan
eufausidos en México y se propone un modelo ecolégico que permite estimar el grado de
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infeccion por helmintos en poblaciones del zooplancton por unidad de volumen o area
(Morales-Avila et al.,, 2015) y su asociacion con las condiciones ambientales en la cual
habitan las tres especies de eufausidos incluidas en este estudio.

Aunque no se descubrieron nuevas especies, se describieron morfolégicamente
(taxonomia clasica y ultraestructura) apoyado con técnicas de biologia molecular las formas
larvarias de especies de cestodos recientemente descritas en fase adulta, Hemionchos major
Campbell & Beveridge (2006) y Mobulocestus nephritidis, Campbell & Beveridge (2006) que
parasitaron rayas del género Mobula en el Golfo de California. La presente tesis constribuye
de manera significativa al conocimiento del ciclo de vida de estas especies de parasitos
(desarrollo ontogenético en hospederos planctonicos).

La caracterizacion molecular (secuencia parcial del gen 18S >1800pb) de las tres
especies de cestodos mas prevalentes que infectan al krill [Hemionchos major, Mobulocestus
nephritidis (Campbell & Beveridge, 2006) y Paranybelinia otobothrioides (Dollfus, 1966)]
representa la primera caracterizacion molecular y se define su posicion taxondémica y
relaciones filogenéticas con respecto a otras especies previamente conocidas del orden
Trypanorhyncha (Palm et al., 2009).

Con evidencia taxonémica y molecular se demostr6 que Hemionchos major y
Mobulocestus nephritidis Campbell & Beveridge, (2006) taxonomica y molecularmente se
relacionan con los miembros de la superfamilia Eutetrarhynchoidea (Campbell & Beveridge,
2006). Ambas especies estan filogenéticamente emparentados con especies de la familia
Rhinoptericolidae, estas especies presentan formas tentaculares parecidas, sin embargo, el
parentesco filogenético entre miembros de las familias Rhinoptericolidae y Eutetrarhynchidae
mostro resolucion nodal débil (valores bootstrap < 70%). Este resultado, asi como la longitud

de las ramas del nodo, sugiere una alta tasa de divergencia entre géneros del orden

120



Trypanorhyncha. Esta relacion filogenética entre integrantes de diferentes familias fue
previamente caracterizado con analisis concatenado (18 y 28S) por Palm et al. (2009).

Desde la descripcién original del plerocercoide (estadio larvario) de Paranybelinia
otobothrioides Dollfus, 1966 (descubierto libre entre muestras de plancton sin hospedero),
este cestodo no habia sido reportado y el material tipo depositado en la Coleccion del Museo
Nacional de Historia Natural de Paris observado por Harry Palm (com. pers.) no permitio la
re-descripcion morfolégica de esta especie. Debido a la informacion morfolégica incompleta,
la posicion sistemética de Paranybelinia otobothrioides, fue incluida en la superfamilia
Tentacularioidea (debido que se creia que el plerocercoide carecia de un blastocisto y la
armadura homeoacanta, Schmidt 1986; Campbell & Beveridge 1994; Beveridge et al., 1999)
y 0 en la superfamilia Otobothrioidea basado en la presencia de hendiduras botriales (Palm,
1995, 1997, 2004). Palm (2008) re-describié P. odontacantha y ambas especies fueron
incluidas en la familia Paranybeliniidae, propuesta por Dollfus (1966) como parte de la
superfamilia Tentacularioidea.

En la presente tesis se identificO como Paranybelinia otobothriodes Dollfus, 1966
(Paranybeliniidae) describiendo la morfologia interna y externa del blastocisto, la
ultraestructura superficial de la larva y la caracterizacion parcial del genoma en los
fragmentos del SSU y LSU rDNA. Los andlisis moleculares del ssrDNA y IsrDNA (Dominios
1-3) demostraron la relacion filogenética de Paranybelinia otobothrioides con la superfamilia
Tentacularioidea dentro de la orden Trypanorhnycha, lo que confirma la validez taxonémica
de la familia Paranybeliniidae Dollfus, 1966 (Morales-Avila et al., en preparacion).

La caracterizacion taxondmica y genética de las especies de helmintos que infectan a
Nyctiphanes simplex y Euphausia lamelligera (para el caso de N. difficilis infectado con

Copiatestes sp. no fue caracterizado por tener un Unico especimen preservado en formol),
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representa un avance taxonomico significativo y proporcionan una perspectiva general de la
biologia, ecologia y patologia de la interaccion parasito-hospedero de estas dos especies de
krill que habitan el Golfo de California. Con la integracién de la informacion taxondmica y
ecoldgica actualmente disponible, se ha propuesto que la relevancia de las especies de krill
como vector de helmintos hacia niveles tréficos superiores varie en diferentes areas
geograficas (Morales-Avila et al., 2015). Por ejemplo la especie Nyctiphanes couchii en el
Atlantico Norte es infectado principalmente por acantocéfalos y nematodos (Gregori et al.,
2012, 2013, 2014) a diferencia de la predominancia en prevalencia de cestodos (98.7%) en

N. simplex en el Golfo de California.

11.1.2. Trematodos

En la presente tesis se estimo cuantitativamente que el krill parasitado por trematodos
tiene considerable baja abundancia poblacional (<1.2 ind. 1000 m?) y baja prevalencia (0.03 y
0.16%) de los trematodos Paronatrema mantae parasitando a N. simplex y Copiatestes sp.
parasitando a Nematoscels difficilis.

Comparando nuestro resultado de prevalencia (0.37%) con la ocurrencia de
trematodos en todo el mundo (Tabla 1) y en comparacion con otros helmintos detectados en
el Golfo de California (Cestoda [> 98.8%], Acanthocephala [0,56%], y Nematoda [0.18%]; con
n = 530 especimenes) que parasitan a Nyctiphanes simplex Morales-Avila et al. (2015) se
propuso cuantitativamente que N. simplex y Nematoscelis difficilis son hospederos
intermediarios no conspicuos para estas especies de trematodos. Esto se ha observado en
otras regiones, donde los trematodos digéneos parasitan al krill con baja prevalencia (<1%) v,
por lo general, con intensidad de 1, raramente 2. Por ejemplo, Euphausia similis fue

reportada parasitada por trematodos en muy baja prevalencia (0.00004%) en la Bahia Tosa,
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Japon (Shimazu 1971, 1982). Sélo hay dos reportes de trematodos que infectan al kril con
prevalencias relativamente altas: Pseudopecoelus japonicus parasitando a E. similis, con una
prevalencia de hasta el 38% en Suruga, Japon (Komaki, 1970) y de la revision de los
ejemplares de la Expedicion Challenger 1872-1876 donde Claugher (1976) reporto la
prevalencia mas alta (90%) de trematodos digéneos (Copiatestes thyrsitae) documentada
hasta ahora en krill (120 ejemplares de Nematoscelis megalops) colectados en el Atlantico
Sur.

A partir de la informacion taxondmica que se resume en la Tabla 1 (ver Morales-Avila
et al.,, 2015) emerge un patrén que los trematodos tienen distinto éxito de infeccién y
estrategias de dispersion en diferentes especies de krill y hasta en la misma especie de
hospedero en diferentes areas de muestreo. Lo mas remarcable es que la diversidad de
trematodos que infectan al krill es menos diversa de lo que se pensaba previamente, debido
a las sinonimias del género Copiatestes evidenciado por del traslape del numero de
testiculos (Shvetsova, 2004). Estas sinonimias implican que las especies de trematodos con
prioridad taxonémica podrian tener un patron zoogeografico mas amplio, infectando
diferentes especies de krill (prediciendo una baja especificidad). El presente estudio es el
primer registro de un endoparasito que infecta a Nematoscelis difficilis para la cual se habia
reportado Unicamente epibiontes, ectoparasitos y meso-parasitos (Field, 1969; De Silva-

Davila et al., 2004, Landers et al., 2006, Gomez-Gutiérrez et al., 2010a).

11.1.3. Paranybelinia otobothrioides
Andlisis previos demostraron que la ultraestructura superficial es una herramienta Uutil
para determinar las relaciones filogenéticas y taxonomia de los cestodos trypanorhyncha

(Richmond & Caira, 1991; Palm, 1995, 1997, 2004, 2008). Aunque la ultraestructura
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superficial ha sido analizada solo en algunas especies representativas, cada vez es mas
claro que los diferentes taxones tienen patrones de microtriques relativamente uniformes y
gue estos patrones se puede utilizar como caracteres diagnosticos de las especies. Los
cestodos de la superfamilia Tentacularioidea, familia Tentaculariidae, tienen microtriques
filformes en el pedunculo del escélex y microtriques unciniformes y acerosados de
ultraestructura caracteristica interna a lo largo de los bordes botriales (Palm, 2000; Palm et
al., 2000). Los microtriques capiliformes estan ausentes en la parte posterior del apéndice.
Palm (2008) describié la ultraestructura superficial de Pseudonybelinia otobothrioides, una
especie descrita por Dollfus (1966) también colectada en vida libre en el plancton marino y la
incluyo junto con la especie Paranybelinia odontacantha en la familia Paranybeliniidae. La
ocurrencia de microtriques unciniformes en la superficie y los margenes botriales en
Paranybelinia otobothrioides con la ausencia de microtriches espiniformes en estas regiones
y la ausencia de fosas botriales (en inglés llamados bothrial pits) y microtriques capiliformes
en el apéndice permite la asignacion de esta especie a la superfamilia Tentacularioidea y no
a la superfamilia Otobothrioidea como habia sido previamente reportada (Palm, 1995, 1997,
2004). Este resultado, es apoyado por datos moleculares de ssrDNA.

La ultraestructura superficial de Paranybelinia otobothrioides observada con MEB semejante
a la de los especies de la familia Tentaculariidae, los cuales tienen una combinacion de
microtriques acerosados/unciniformes sobre los microtriques superficiales y filiformes en la
parte botrial distal que cubren todo el pedunculo escolex. Dentro de los Tentaculariidae,
varias especies, como Nybelinia indica, Heteronybelinia estigmena y Mixonybelinia lepturi,
poseen una banda de microtriques unciniformes y acerosados a lo largo de las margenes
botriales y microtriques filiformes alargados en todo el escélex (Palm, 1995; 2004). Los

microtriques capiliformes en la parte proximal del apéndice estdn ausentes en estos tres
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géneros. El patron de microtriques de Paranybelinia otobothrioides es mas consistentemente
similar al de las especies de la superfamilia Tentacularidae, con la excepcion de que en P.
otobothrioides los microtriques unciniformes cubren toda la superficie botrial. Aqui
confirmamos que P. otobothrioides tiene dos botrios dorsales y ventrales en lugar de cuatro
botrios triangulares que no estan completamente separados entre si, por lo que la familia
Paranybeliniidae puede distinguirse de los Tentaculariidae y sigue siendo una familia
taxonomicamente valida. Especial atencidon debe hacerse en relacidbn con las ranuras
tegumental en el margen posterior de los botrios. Dollfus (1966, 1967) llamo6 a estas
estructuras en el margen posterior del bothria en P. odontacantha como hendiduras botriales,
un nombre que se introdujo originalmente por Linton (1890) para las estructuras
caracteristicas en el margen botrial posterior en el género Otobothrium. Palm (1995, 1997)
utilizé este caracter para distinguir las especies de la superfamilia otobothrioidea de todas las
otras especies dentro de los trypanorhyncha. Sin embargo, la estructura observada es
diferente al de las especies de la superfamilia Otobothrioidea que han sido examinados
medante microscopia electrénica de trasnmision (MET) y de barrido (MEB). Jones (2000),
Palm & Overstreet (2000) y Palm et al. (1998, 2000) analizaron la ultraestructura de los
hendiduras botriales en especies otobothrioideos (O. mugilis, O. cysticum, O. penetrans)
mediante MET y microtriques espiniformes identificados de ultraestructura similares a los
microtriques palmados en la superficie botrial distal. En todos los casos, la forma de las
microtriques en MEB fueron claramente diferentes respecto al de la superficie botrial
circundante. Una relacién entre las hendiduras botriales y el llamado 'Sinneskante’
(hendidura botrial con forma especifica, con microtriques bifidas delgados) fue evidente en
los lacistorhynchoides (Pintner, 1934; Jones, 2000; Palm et al., 2000). Parotobothrium balli

combina ambas estructuras, que tiene un margen botrial caracteristico que termina justo
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antes de un hendidura botrial lateral. En el caso de P. odontacantha, no se observaron
microtriques espiniformes y en los surcos tegumentales de P. odontacantha situados en el
margen posterior de los botrios estan cubiertas con microtriques unciniformes que no se
pudieron distinguir por MEB de los que cubren el resto de la superficie botrial.

En consecuencia, las ranuras tegumentales en el extremo posterior de los botrios no son
correspondientes a las hendiduras botriales de acuerdo con las descripciones de Linton
(1890), Jones (2000) y Palm et al. (2000). Para distinguir las estructuras botriales en
Paranybeliniidae de los Pseudotobothriidae y Otobothriidae, los primeros se denominan
hendiduras tegumentales que estan cubiertos con microtriques unciniformes y los bordes
botriales estan cubiertos con microtriques espiniformes. Las ranuras tegumentales se
consideran tienen una funcion de soporte, para la familia Paranybeliniidae y los pozos
botriales se consideran sinapomorficos para la Otobothrioidea, como fue previamente

sugerido por Palm (1995, 1997, 2004).

11.2. Patologia

El efecto de las especies de cestodos que infectan a N. simplex fue evaluado
histolégicamente en funcion al de desarrollo gonadico de ambos sexos de Nyctiphanes
simplex de acuerdo con Zavala-Hernandez, (2007) y Gémez-Gutiérrez et al. (2010b). Las
cuatro especies de cestodos que infectaron a N. simplex tuvieron patologias diversas,
sugiriendo que cada una de ellas tiene estrategias de ciclo de vida, comportamiento y
desarrollo distinto dentro del hospedero. En general, en los N. simplex parasitados con
cestodos se observaron hemocitos en el hepatopancreas, sin embargo, la cantidad de
hemocitos observados (evaluada cualitativamente) en el kril parasitado es
considerablemente baja en comparacion con individuos de N. simplex no infectados. La baja
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densidad de hemocitos o baja reaccion hemocitica podria ser un indicador de infeccién con
afectacion severa en la estructura funcional del hepatopancreas asociada a excresion de
enzimas y asimilacion de alimento digerido teniendo efecto posiblemente negativo en las
tasas de produccion secundaria (crecimiento somatico, mudas y/6 reproduccion). La
formacion de los hemocitos en crustaceos tiene lugar en el sistema hematopoyético, la
presencia de hemocitos circundantes en crustaceos usualmente es observada en la
hemolinfa, tejido conectivo del hepatopancreas, asi como en el lumen de los tubulos
(Kakoolaki et al., 2010). Estas células, representan una de las principales fuentes de
respuesta del sistema inmune en los crustaceos (Batistella et al., 1996; Kakoolaki et al.,
2010, Saha, 2011). Sin embargo, las bajas concentraciones de hemocitos han sido
asociadas como un indicador de infecciones severas por virus en decdpodos (Panilurus
argus) (Perazzolo et al., 2002; Li et al., 2008). Exceptuando los estudios recientes en el krill
antartico Euphausia superba, los mecanismos de reaccion de krill por infeccion de helmintos
son hasta ahora desconocidos en las 85 especies de krill restantes (Miwa et al., 2008, Seear
et al., 2012, Zhao et al., 2013, Gomez-Gutiérrez & Morales-Avila, 2015). Gomez-Gutiérrez et
al. (2015 a, b) reportaron la respuesta de radicales libres y enzimas de estrés oxidativo de N.
simplex infectado por el ciliado parasitoide Pseudocollinia brintoni y la infeccion colateral de
bacterias debido a la infeccion trofica de este ciliado apostomatido. Previamente Miwa et al.
(2008) mostraron cortes histolégicos de E. superba mostrando evidencia de nodulos
melanizados en respuesta a infeccion bacteriana encapusuladas por capas de melanina el
cual es posteriormente rodeado por hemocitos (su Fig. 4a). En su figura 6a, ellos reportan un
macroparasito inmerso en la génada (corte trasversal) rodeado de celulas heteromérficas y
un pequefio nimero de hemocitos (Miwa et al., 2008). Komaki (1970) con un corte

histolégico semejante del krill Euphausia similis mostré una fotografia de un parasito no
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identificado, que por su talla y ubicacion de la infeccion probablemente haya sido un
helminto. El presente trabajo es la primera aproximacion descriptiva de la patologia y
respuesta de krill infectado por cestodos Trypanorhyncha y Tetraphyllidea evidenciado con
métodos histoldgicos en la especie neritica de afinidad subtropical Nyctiphanes simplex (11-
16 mm LT). Aunque en la presente investigacion también se registraron helmintos infectando
a las especies Nematoscelis difficilis (18-20 mm LT) (trematodo del género Copiatestes)
(Morales-Avila et al., 2015) y Euphausia lamelligera (7-11 mm LT) por H. major (este
estudio), que co-existen con N. simplex en el Golfo de California, el nimero limitado de
especimenes parasitados no permitié describir dicha interaccion parasito-hospedero como
fue descrita para N. simplex.

Miwa et al. (2008) demostraron que E. superba responde con amplio espectro de
accion a la infeccién por bacterias y parasitos (no identificados). Sin embargo, dependiendo
del sitio de infeccion, E. superba encapsul6 al parasito (no identificado ~1 mm) que ocurrio en
la parte dorsal del cefalotérax y contrariamente, no se encontré evidencia de reaccion celular
del hospedero hacia el parasito de menor tamafio corporal (<1 mm) que infectd las gbnadas.
Recientemente Seear et al. (2012), realizaron el primer estudio de expresion génica en E.
superba donde se detectaron dos tipos de proteinas involucradas en la respuesta inmune:
Catepsina y Lectina tipo C. Evidentemente, el mecanismo y tipo de defensa de E. superba
(20-25 mm LT) es eficiente para erradicar principalmente bacterias (Miwa et al., 2008; Seear
et al., 2012; Zhao et al., 2013). Zhao et al. (2013) lograron purificar de E. superba un péptido
con de actividad antimicrobiana (CMCC-1), el cual destruyé la membrana y pared celular de
la bacteria Staphylococcus aureus. Con evidencia de la eficiencia del sistema inmune contra
patdgenos observado en E. superba (una de las especies mas grandes de krill), Seear et al.

(2012) propusieron la hipétesis de que la respuesta inmune del krill seria similar con
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cualquier tipo de agente de infeccion dado que, como cualquier invertebrado, el krill posee un
sistema inmune no adaptativo. Es decir, no existe evidencia que el krill adquiera inmunidad
ante infecciones previas. Esto implica que el sistema inmune de cualquier especie de krill
sera eficiente para atenuar, inmovilizar y erradicar los parasitos que las infecten pero parece
ser ineficiente contra infecciones de ciliados parasitoides del género Pseudocollinia (Gémez-
Gutiérrez et al., 2015a,b). En el presente trabajo, los resultados de especimenes analizados
histolégicamente, asi como los datos ecologicos de krill infectado (n>500), mostraron que los
cestodos (en estadio de procercoide y plerocercoide) Hemionchos major, Mobulocestus
nephritidis, Paranybelinia otobothrioides y los céstosdos Tetraphyllidea que ocurrieron en
diferentes sitios de infeccién (microhabitats) no son encapsulados por Nyctiphanes simplex.
Este resultado contradice la hipotesis propuesta por Sear et al. (2012) y sugiere que
diferentes especies de krill reaccionan de manera distinta que dependen no solo de la

condicion fisiologica del krill, sino también del tipo de parasito y la condicion del hospedero.

11.3. Factor de condicion

El hepatopancreas y la gonada femenina en estado gravido son los 6rganos mas
grandes de los crustaceos decapodos y eufausidos. El hepatopancreas tiene multiples
funciones biolégicas, incluyendo la sintesis y secrecién enzimatica y reservorio de minerales
y sustancias organicas que son distribuidas durante el ciclo de muda (Brown, 1994; Ceccaldi
1997; Gimenez et al., 2008; Diaz et al., 2010). El tamafio de la glandula digestiva y su
proporcion respecto a la longitud del caparazon, han sido usados como factor de condicion
en el krill (indice hepatosomatico 6 IHS) (Shin, 2000).

El IHS de Nyctiphanes simplex (hembras inmaduras) parasitadas respecto a hembras

(no parasitadas) de las mismas muestras (localidad) y mismo crucero (época del afo) fue
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significativamente menor (p<0.05). Este resultado sugiere que en el medio silvestre bajo las
mismas condiciones ambientales y krill de la misma longitud total, el krill parasitado tiene una
tasa de alimentacion menor y condicion de salud inferior respecto al krill no parasitado. El
analisis histolégico de N. simplex parasitado, mostr6 notables cambios estructurales que
posiblemente comprometan la funcidn del hepatopancreas mostrando sefiales de
desnutricion. El hepatopancreas de los crustaceos es sensible a cambios histologicos e
histoquimicos en respuesta a diferentes demandas fisioldgicas (muda, crecimiento y
reproduccion) (Al-Mohanna & Nott, 1989; Sousa & Petriella, 2001), ambientales (salinidad)
(Masson, 2001; Cuartas et al., 2003; Diaz et al., 2010) y contaminacién (Icely & Nott, 1992;
Johnston et al., 1998). Ambriz-Arreola et al., (2012) mostro como el IHS de dos especies de
krill tropical Euphausia lamelligera y Euphausia distinguenda fue pequefio durante época de
baja concentracion de clorofila a, con predominio de eventos de convergencias costeras y
con IHS relativamente mas alto durante periodos con alta concentracion de clorofila a, y
mayor frecuencia e intensidad de eventos de surgencias costeras. En el presente trabajo, se
parearon hembras de N. simplex infectadas y no infectadas con tallas iguales (no
necesariamente misma edad por su capacidad de encogimiento), mismo estadio de
desarrollo gonéadico y, debido a que provienen de la misma muestra, se asume que las
condiciones ambientales y de alimentacion fueron semejantes (misma estacion de muestreo).
Por lo tanto, las diferencias significativas del IHS de krill (infectado con cestodos)
recolectados del medio natural sugieren que los cambios estructurales observados en el
hepatopancreas son el resultado directo de las deficientes condiciones alimenticias del krill
parasitado. Asimismo, el hepatopancreas de los eufausidos parasitados tuvieron una menor
cantidad de células tipo B (estimado cualitativamente). En crustaceos, las células B tienen la

funcion de almacenamiento y secrecion enzimética y eliminacion de desechos (Hopkin &
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Nott, 1980; Cuartas et al., 2002). Esta aparente disminucion de niamero de células B, es una
evidencia adicional que la infeccion por cestodos afecta la tasa de alimentacion y asimilacion
del krill. Por lo que, es altamente probable que los cambios estructurales y patologia del
hepatopancreas del hospedero (krill) infectado por cestodos, tenga modificaciones
fisiologicas diversas relacionadas con la tasas de crecimiento y periodo de intermuda y
podria afectar la sobrevivencia del krill bajo condiciones adversas de alimentacion (Shin,
2000). También, se espera que la pérdida de las células con microvellosidades y el
desprendimiento o descamacion del epitelio intertubular, modifique el funcionamiento y
eficacia de acumulacion y absorcién de nutrientes asi como la secrecion enzimatica y, por
ende, la digestion y/o asimilacién del alimento. Andeev (1985) y Takahashi et al., (2009)
reportaron dafio en microvellosidades del hepatopancreas causado por esporozoos
gregarinidos en elevadas intensidades afectan la funcionalidad de éste, particularmente
evidenciado con micrografias de MET en el krill E. superba, ver figura 4a, b publicada por
Takahashi et al., (2009). En este 6rgano se lleva a cabo la absorcion de los productos
digeridos (digestion y almacenamiento de energia por un periodo de horas a semanas),
metabolismo de lipidos y carbohidratos (Brown, 1994).

Por otro lado, la presencia de lipofuscinas (peroxidacion de lipidos inducida por
radicales libres) (Sheehy, 1990) asociadas a la infeccion de P. otobothioides podria ser un
indicador de estrés fisiolégico para el krill. En crustaceos, el sistema inmune incluye
mecanismos efectores (células para ejecutar respuestas ante estimulos) que permiten la
eliminacién de los agentes externos (patégenos) mediante la induccién de modificaciones de
moléculas quimicas oxidativas por el sistema profenoloxidasa (proPO) (Vazquez et al., 2009).
Probablemente, la presencia de estos granulos de lipidos peroxidados (desecho) esté

asociada con una disminucion de la capacidad de absorcion hepatopancreética y, por lo
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tanto, a cambios en la funcion de este érgano digestivo (Diaz et al., 2010). Sin embargo, esto
debe ser investigado en el futuro debido a que se ha propuesto que la concentracion de
lipofuscinas principalmente en el sistema nervioso de los crustaceos se incrementa con la
edad (Nicol et al., 1990; El-Sayed, 1994, Siegel & Nicol, 2000; Harvey et al., 2008; Harvey et
al., 2010). Hasta donde se tiene conocimiento, el presente trabajo es el primer reporte de
zonas de lipofuscinas localizadas principalmente en el hepatopancreas del krill asociado a la
infeccion de cestodos Trypanorhyncha. Este tipo de pigmentos lipidicos no fue notado en la

descripcion histopatolégica mas reciente de E. superba realizada por Miwa et al. (2008).

11.4. Castracion

La castracion parasitaria es una estrategia adaptativa independiente de la intensidad
de infeccion que requiere la eliminacion eventual de la reproduccion del hospedero para que
éste no derive biomasa y energia en este costoso proceso energético. Esta induccion a cese
de la reproduccién puede repercutir en uno de los principales medios de adquirir energia del
cuerpo del hospedero (Kuris, 1974; Blower & Roughgarden 1987, Lafferty & Kuris, 2002,
2009). Los parasitos castradores mas comunes en crustaceos incluye al grupo de los
helmintos (nematodos, treméatodos, acantocéfalos y cestodos) (Plaistow, 2001; Bollache et
al., 2002; Rohde, 2005; Lafferti & Kuris, 2009). En la presente tesis doctoral, los resultados
ecoldgicos de la infeccion por helmintos de N. simplex, mostraron que las hembras de krill
con gonada inmadura en previtelogénesis (Gl) son frecuentemente parasitadas por cestodos
y la frecuencia de infeccién por helmintos disminuye en hembras en estadios de desarrollo
gonadico mas avanzados (GIV y hembras ovigeras). En contraste, el hallazgo de hembras
ovigeras vivas (n<3) parasitadas por las especies de cestodos Hemionchos major y
Mobulocestus nephritidis y, también por el acantocéfalo Bolbosoma sp., sugiere que los
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parasitos no necesariamente castran a los hospederos infectados (Kuris, 1974; Blower &
Roughgarden, 1987; Lafferty & Kuris, 2002). En este trabajo, también se observé
(histolégicamente) que los cestodos H. major, M. nephritidis y P. otobothrioides infectaron a
hembras ovigeras y machos con génada y con espermatoforo extruido (indicador de que el
krill infectado tenia actividad reproductiva al momento de su captura).

Los ovarios de la hembra de N. simplex (infectada por H. major) en estadio de atresia
0 gonada cinco (GV) tuvo la misma estructura que las de hembras no infectadas (oocitos de
forma irregular y apariencia fusionada por absorcion de la membrana del ooplasma) (Gémez-
Gutiérrez et al., 2010). Sin embargo, la frecuencia y proporcion de oocitos en estadio atrésico
no pudo ser determinado debido al tamafio de la muestra minima obtenida (n=1). Sin
embargo, el gran tamafo del parasito relativo al hospedero, asi como al hecho de que los
helmintos se localizan en el hemocele donde se ubica la gonada, es altamente probable que
los parasitos disminuyan el tamafio de puesta del hospedero (nimero de huevos por evento
de desoves), y por ende, la fecundidad de la hembra en su ciclo de vida. Al respecto, la
presencia de parasitos (probablemente helmintos) en Euphausia similis (Komaki, 1970) y E.
superba (Miwa et al., 2008) en estadio larval inicial ocurrié en el ovario y estuvo rodeado por
oocitos en el estadio inicial de desarrollo o génada (GIl) de E. superba. Sin embargo, estos
autores no describieron si E. superba podria ser castrado por efecto del parasito.

Las hembras parasitadas en diferentes fases de desarrollo gonadico y la deteccién de
algunas hembras ovigeras infectadas sugiere que los cestodos no necesariamente cesan la
ovogenesis de N. simplex por lo tanto este tipo de parasitismo no siempre finaliza en
castracion (sensu Lafferty & Kuris 2002) como parece suceder con N. simplex infectado con
ciliados parasitoides (Gomez-Gutiérrez et al., 2015a, b). Mas del 90 % de las hembras

infectadas por cestodos mostraron indicios de haber desovado previamente (hembra gastada
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con espacio entre el pendltimo y ultimo apéndice toracico, indicio que la hembra ya tuvo
sacos ovigeros previamente). Mas del 95% de los machos presentaron el espermatéforo
extruido, este hecho sugiere que tanto machos como hembras podrian no verse afectados en
cuanto a su comportamiento de reproduccién por la infeccidon por cestodos.

Para los trematodos de la familia Syncoelidae se observaron parasitando a un macho
de N. simplex el cual tenia el espermatéforo extruido pero sin desarrollo gonadal evidente en
el cefalotorax (Morales-Avila et al., 2015). La hembra juvenil de N. difficilis tenia una gonada
inmadura (Gl) y sin espermatéforo unido al télico que indicaria reciente actividad reproductiva
(Morales-Avila et al., 2015), sin embargo, el minimo nimero de muestras no parece ser
conclusivo si los trematodos también pueden o no permitir una reproduccion del hospedero

aunque sea de forma disminuida.

11.5. Helmintos tréficamente transmitidos (interaccion depredador—presa)

A pesar de que los crustaceos del orden Euphausiacea (krill) tienen solo 86 especies
en el mundo, éstos son un componente numéricamente relevante del zooplancton. Estos
crustaceos son ampliamente distribuidos y forman grandes y densas agregaciones que
atraen a multiples depredadores. Al mismo tiempo, las agregaciones de eufausidos
representan hospederos potencialmente disponibles para que los parasitos continden sus
ciclos de vida. De este modo, la relacion trofica presa-depredador representa un nodo
fundamental para la transmisibn de parasitos a través de la trama alimenticia.
Parado¢jicamente, una de las interacciones ecoldgicas menos estudiadas en el krill es la
interaccion parasito-hospedero y la relevancia del krill como vector de parasitos hacia niveles

troficos superiores.
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En el presente estudio, se investigd los helmintos de las 11 especies de krill que co-
ocurren en el Golfo de California y su relevancia en la transmisién de parasitos en algunos de
sus depredadores mas conspicuos como la ballena azul (Balaenoptera musculus).

La rigueza de especies de parasitos que infectan al krill en el Golfo de California (9
taxa de helmintos), indica que los cestodos del orden Trypanorhyncha son los parasitos mas
prevalentes e infectan principalmente a la especie numéricamente dominante Nyctiphanes
simplex con intensidad 1 (un cestodo por krill), raramente 2. Se observo que la densidad del
krill infectado por estos cestodos, llega a alcanzar hasta 288 ind. 1000 m-3. Este resultado
ecolégicamente implica que el krill N. simplex es parasitado principalmente por cestodos que
alcanzan su fase adulta parasitando elasmobranquios (tiburones y rayas) para completar sus
ciclos de vida. Por ejemplo, los plerocercoides de las especies Hemionchos major y
Mobulocestus nephitidis que infectan al krill Nyctiphanes simplex (este estudio) fueron
recientemente descritos como adultos parasitando a la especie Mobula japonica y M.
thurstoni respectivamente en el Golfo de California (Campbell & Beveridge, 2006). Las rayas
del género Mobula, se alimentan directamente de macrozooplancton, principalmente de N.
simplex y en menor proporcion de Mysidaceos (Notarbartolo-di-Sciara, 1988; Sampson et al.,
2010) de la especie Mysidium ricketsi Harrison & Bowman, 1987 (Gomez-Gutierrez et al.,
2014). El resultado de infeccion del krill Nyctiphanes simplex principalmente por cestodos
Trypanorhyncha, concuerda con el registro previo de parésitos en krill del Golfo de California
de Gomez-Gutiérrez et al., (2010a). Estos autores mostraron que la mayor riqgueza de
helmintos que infecto al krill N. simplex fueron principalmente cestodos. Esto es
ecolégicamente contrastante a la comunidad de helmintos que hospeda la especie de krill

Nyctiphanes couchii en el Océano Atlantico, la cual es principalmente infectada por
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Acantocefalos (Bolbosoma balanae y Rhadinorhynchus sp.) y el nematodo Anisakis simplex
(menos prevalente) (Gregori et al., 2012, 2013, 2014).

Considerando que los cestodos Trypanorhyncha parasitan con prevalencia y densidad
considerablemente alta al krill N. simplex; ademas de que éstos helmintos deben transmitise
troficamente a través de nodos en la relacion depredador-presa, sugiere que N. simplex es
frecuente hospedero intermediario en la transmision de parasitos hacia las rayas del género
Mobula el cual ha sido frecuentemente reportado que se alimentan de agregaciones de krill
(Notarbartolo-di-Sciara, 1988; Sampson et al., 2010) inclusive de masivas agregaciones de
caliptopis de N. simplex en Loreto, B.C.S. (Gomez-Gutiérrez com. personal). Sin embargo, es
altamente probable que en el Golfo de California la ballena azul (B. musculus), asi como
Balaenoptera physalus y B. edeni también se alimenten de enjambres de eufausidos
infectados por cestodos. En contraste, los registros previos de helmintos de heces de
Balaenoptera musculus y B. physalus no muestran cestodos del orden Trypanorhyncha
(huevos, larvas o adultos) sino huevos tentativamente identificados como cestodos del
género Dyphyllobotrium (Rocha-Gosselin, 2009; Flores-Cascante, 2012; Flores-Cascante &
Gendron, 2012). El Unico registro de una forma larvaria de cestodo trypanorhyncha en
ballenas del Océano Pacifico, ocurrio en la pared intestinal del cachalote (Physeter
macrocephalus) (Lambertsen, 1997). El hallazgo de este cestodo (n=1) en el cachalote,
sugiere que la infeccién fue accidental (probablemente por el consumo de calamar infectado).
De modo contrastante, considerando que en una agregacion de krill, la densidad organismos
infectados por cestodos Trypanorhyncha llega a ser hasta de 288 ind. 1000 m3, es altamente
probable que en el GC las ballenas Balaenoptera musculus, B. physalus y B. edeni hospeden
cestodos Trypanorhyncha. Sin embargo, la infeccion deberia considerarse como accidental

debido a que los cestodos (en estadio plerocercoide) no completarian su ciclo de vida (no
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madurarian sexualmente) en las ballenas. Cabe sefialar que los cestodos Hemionchos major
y Mobulocestus nephritidis completan su ciclo de vida en Mobula japonica y M. thurstoni
(Campbell & Beveridge, 2006). Esto podria explicar parcialmente la ausencia de huevos de
cestodos Trypanorhyncha en trabajos previos de parasitos en heces de las ballenas
Balaenoptera physalus y B. musculus en el Golfo de California (Rocha-Gosselin, 2009;
Flores-Cascante, 2012; Flores-Cascante & Gendron, 2012) y B. musculus, B. physalus, B.
borealis y Physeter macrocephalus de las islas de los Azores, Portugal (Hermosilla et al.,
2015).

En contraste, los acantocéfalos (Bolbosoma) y nematodos (Anisakis) alcanzan su fase
adulta cuando parasitan mamiferos marinos (misticetos y odontocetos, e inclusive
pinnipedos) como hospederos finales, los cuales son infectados al alimentarse de presas
(hospederos) parasitadas. En este sentido, considerando la relacion trofica directa entre el
krill y las ballenas que habitan el Golfo de California (poblaciones locales o durante sus
movimientos migratorios), sugiere a los misticetos Balaenoptera musculus, B. physalus, B.
edeni son los hospederos finales conspicuos para nematodos y acantocéfalos que infecten a
las especies de krill del Golfo de California. Sin embargo, en la presente tesis doctoral que
comprendié el andlisis helmintolégico cuantitativo de cuatro cruceros oceanograficos
(temporada fria, transicién y calida), no se observaron nematodos parasitando al krill en la
misma region. Registros previos indican que el nematodo Anisakis symplex parasita con muy
baja prevalencia < 0.0001% al krill Nyctiphanes simplex en el Golfo de California (Gomez-
Gutiérrez et al., 2010a). La ausencia de ese nematodo en las 11 especies de krill (este
estudio) y considerando que Anisakis simplex es una especie generalista, tentativamente
sugiere la participacion de otros hospederos intermediarios zooplancténicos que

probablemente tengan mayor relevancia en términos de prevalencia, intensidad y densidad
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de hospederos infectados (ind. por area o volumen) en la transmision de este parasito en la
trama trofica del Golfo de California. A nivel mundial, los nematodos del género Anisakis
infectan a 11 de las 86 especies de krill, (Gregori et al., 2014). Recientemente, estos autores
evidenciaron con analisis genético (ITS1, 5.8 rDNA e ITS2) que las especies Anisakis
simplex (s. I.) y A. pegreffii infectan al krill Nyctiphanes couchii en aguas del Atlantico
(prevalencia 0.0019%) (Gregori et al., 2014).

Por otro lado, se observo que los acantocéfalos que infectan a Balaenoptera musculus
(depredador) y a Nyctiphanes simplex (presa) pertenecen al género Bolbosoma (familia
Polymorphidae). Aunque en este trabajo identificamos genéticamente a la especie de
acantocéfalo Bolbosoma turbinella (recuperado de heces) que infecta a la ballena azul, no
fue posible comparar la diversidad (a nivel especifico) de acantocéfalos entre la ballena y el
krill. Esto se debe principalmente a que las especies de acantocéfalos que infectaron a N.
simplex (n=3) fueron uno de los grupos menos prevalentes con densidad poblacional maxima
de N. simplex infectado de 2 ind. 1000 m=. Sin embargo, las larvas de acantocéfalos que
infectan al krill, probablemente representen tres especies distintas. Considerando los
registros previos de acantocéfalos en el krill N. simplex, asi como en las ballenas
Balaenoptera physalus y B. musculus (Rocha-Gosselin, 2009; GOmez-Gutiérrez et al., 2010a,;
Flores-Cascante, 2011; Flores-Cascante & Gendron, 2012), el hallazgo de la especie
Bolbosoma balanae (sensu lato) en Nyctiphanes simplex y Bolbosoma turbinella parasitando
a la ballena azul (Blaenoptera musculus), representan primeros registros de infeccion de las
especies de acantocéfalos en el Golfo de California.

El acantocéfalo Bolbosoma turbinella (identificado morfolégica y genéticamente) es un
parasito con baja especificidad por lo que la infeccidbn no seria exclusiva de las ballenas

azules. Esta especie también se ha registrado parasitando en varios misticetos (ballenas de
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sei, de aleta, jorobada franca Eubalaena glacialis, ballena franca Atlantico Norte,) y
odontocetos (Hyperoodon ampullatus y Physeter macrocephalus). La distribucién de
Bolbosoma turbinella parasitando ballenas incluye los océanos Atlantico y Pacifico en los
hemisferios norte y sur facilitado por las grandes migraciones que realizan algunas de estas
especies en los mares del mundo (Measures, 1992; Hermosiolla et al., 2015).

Otro de los especimenes de acantocéfalos recuperados de heces de ballena azul, fue
identificado a nivel género (Bolbosoma sp. 1, Fig. 40 A-D). La identificacion a nivel de
especie se vio limitada por que este especimen presentd la proboscis invertida impidiendo
contar el nimero y forma de los ganchos por filas (entre otras caracteristicas de la parte
anterior del bulbo). Aunque la caracterizacibn molecular de este espécimen (Bolbosoma sp.
1, Fig. 40 A-D) esta en proceso (ADNg extraido), se realizé la descripcion morfologica de
huevos obtenidos por diseccion directa del especimen adulto. Las caracteristicas
morfolégicas de los huevos de Bolbosoma sp. 1 (este estudio) respecto a los huevos
descritos en trabajos anteriores (Rocha, 2009; Flores-Cascante, 2012; Flores-Cascante &
Gendron, 2012) demuestra que la ballena azul es parasitada por una diversidad de especies
mas elevada de lo que se creia.

Por otro lado, Dosidicus gigas es uno de los depredadores activos mas voraces y
abundantes de la zona epipelagica, aunque puede distribuirse en estratos por debajo de la
capa minima de oxigeno hasta 1200 m de profundidad. Esta especie es endémica del
Pacifico Oriental Tropical (Kato et al., 2014) es ampliamente distribuida desde el este del
Pacifico, Golfo de California hasta el Pacifico Sur (Chile) (Nigmatullin et al., 2001; Ulloa et al.,
2006). Para el Golfo de California su biomasa calculada se estima en 34.9—-210 mil toneladas
para el periodo de 1990 a 2001 (Nigmatullin et al., 2001). Registros previos de habitos

alimenticios indican que Dosidicus gigas tiene un amplio espectro tréfico alimentandose de
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peces linterna, crustaceos (copépodos, anfipodos, eufausidos, camarones pelagicos y
langostillas) moluscos pelagicos, calamares (incluso de su misma especie), pulpos y peces
(Shimazu, 1975; 1999; Nigmatullin et al., 2001; Camarillo-Coop et al., 2013). En el Golfo de
California, Dosidicus gigas en fase de paralarva y juveniles <34 mm (manto) se alimentan
principalmente de crustaceos (57%) incluido N. simplex, peces (22%) y anfipodos (6%)
(Camarillo-Coop et al., 2013). Considerando la relacion trofica existente depredador-presa,
entre el calamar Dosidicus gigas y las especies de eufausidos, cabe la posibilidad de que el
krill sea un vector de helmintos tr6ficamente transmitidos para el calamar gigante D. gigas.

De los registros previos de infeccion por cestodos en calamares a nivel mundial,
especies del género Nybelinia (orden Trypanorhyncha) comunmente infectan a los calamares
Ommastrephes sloani pacificus, lllex coindeti, Lepidoteuthis grimaldii, Todarodes saggitatus,
T. pacificus plerocercoides y las larvas de los cestodos Phyllobotrhium y Tetrarhynchus
(orden Phyllobothriidea) (Shimazu, 1975; Palm et al., 1997; Cespedes et al.,, 2011). Sin
embargo, el calamar gigante D. gigas es principalmente infectado por nematodos (9-12
especies), cestodos del orden Trypanorhyncha (Tentacularia coryphaenae y Hepatoxylon
trachiuri) y Phyllobothriidea, trematodos y ciliados (Chromidina) (Shimazu, 1975; Palm et al.,
1997; Nigmatullin et al., 2001; Pardo-Gandarillas et al., 2009; Céspedes et al., 2011).

Estas observaciones evidencian que el cestodo el género Nybelinia se transmite
troficamente a través del vinculo presa-depredador entre los eufausidos y calamares
principalmente para la zona del Pacifico Norte (Shimazu, 1975, 1999). Este autor
conceptualizé el ciclo de vida de Nybelinia surmenicola y propuso que los eufausidos, el
calamar Todarodes pacificus y peces, son hospederos intermediarios y el hospedero final es
el tiburén Lamna ditropis (Shimazu, 1975). A pesar de los registros de infeccion de Nybelinia

surmenicola en krill en el Pacifico Norte, la relevancia ecolégica de las especies de
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eufausidos como vectores de parasitos de diferentes regiones del mundo aun se desconoce,
en parte debido a que los estudios de parasitos ecoldgico-cuantitativos son recientes
(Gregori et al., 2012, 2013, 2015; Morales-Avila et al., 2015).

GoOmez-Gutiérrez et al. (2010a) hicieron el primer registro de diversidad de parasitos
de N. simplex en el noroeste de México. En ese trabajo a pesar que se muestran fotografias
de tres tipos de cestodos, no fueron identificados a nivel especifico. En el presente trabajo se
descubrié que la especie neritica mas abundante en el Golfo de California N. simplex es
principalmente infectado por cestodos trypanorhyncha (Hemionchos major, Mobulocestus
nephritidis y Paranybelinia otobothrioides) y una especie no identificada de Tetraphyllidea. La
especie mas frecuente y abundante H. major tuvo una prevalencia maxima hasta de 14% y
densidad maxima de krill parasitado de 288 ind. 1000 m=3. Sin embargo, no se registrd
infeccion por Nybelinia surmenicola en ninguna de las 11 especies de krill en el Golfo de
California en el presente trabajo ni en Gomez-Gutiérrez et al. (2010a). De manera
contrastante, con base a morfologia y genética, el analisis helmintolégico de Dosidicus gigas
(depredador de krill) capturado en Santa Rosalia, Baja California Sur en el crucero de
octubre de 2010, evidencio el primer registro de N. surmenicola parasitando el calamar
gigante D. gigas. El haplotipo de Nybelinia surmenicola (gen 28S) fue idéntico a los registros
previos FJ572929.1 (Palm et al., 2009) y JIN662466 (Bryan et al., 2012).

Sin embargo, la caracterizacion morfoldgica y genética de los cestodos que infectan al
depredador (D. gigas) y a la presa (N. simplex) en el Golfo de California, demostré que las
especies de cestodos (trypanorhyncha) que infectan a ambas especies (depredador y presa)
son filogenéticamente distantes. Nybelinia surmenicola que parasita a D. gigas y
Paranybelinia otobothrioides que parasita a N. simplex pertenecen a la superfamilia

Tentacularioidea. Considerando que los cestodos trypanorhyncha son helmintos que deben
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transmitirse troficamente (Lafferty & Kuris, 2002), nuestros resultados indican que hasta la
fecha no existe evidencia que las especies de cestodos que parasitan N. simplex se
trasmiten al calamar gigante D. gigas en el Golfo de California. En esta investigacion se
analizaron numerosas muestras y especimenes de krill sin encontrar ningun cestodo del
género Nybelinia. Markaida et al. (2008) informé que D. gigas se alimenta en Santa Rosalia
principalmente de organismos micronectonicos mesopelagicos, en su mayoria los mictéfidos
Benthosema panamense, Triphoturus mexicanus, y el calamar Pterygioteuthis giardi, asi
como, Pterépodos y en menor proporcién los crustaceos. Recientemente Bryan et al. (2012)
con morfologia y genética, identificaron a Nybelinia surmenicola en la merluza del Pacifico
(Merluccius productus) en la costa oeste de Estados Unidos durante 2008 y 2009. El cestodo
del género Nybelinia (en forma larvaria) es ampliamente distribuido en la denominada "zona
del Pacifico Norte" que se extiende por todo el Pacifico Norte — Mar del Norte de Japdn-
Ojotsk y el Mar de Bering (Shimazu, 1975) infectando especies que se distribuyen en la
region sub-antartica del Pacifico Norte como Euphausia pacifica la cual es abundante en la
Corriente de California. Es probable que N. surmenicola que infecta al calamar gigante en el
Golfo de California, pueda ser utilizada como un marcador bioldgico para trazar zonas de

alimentacion del calamar gigante.

11.6. Conceptualizacion de ciclos de vida de los trematodos
Trematodos de la familia Syncoelidae

El ciclo de vida de los trematodos de la familia Syncoelidae es parcialmente conocido,
particularmente en las etapas desde huevo hasta cercaria y de sus primeros hospederos
intermediarios (Gibson & Bray, 1977), a pesar de que los copépodos y el krill son

considerados como segundos hospederos intermediarios (Overstreet, 1970; Marcogliese,
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1995; Busch et al., 2012). Los trematodos Syncoelidos han mostrado una baja especificidad
de infeccion, ya que se han encontrado anteriormente como: 1) etapa mesocercaria en el
hemocele del krill (no enquistados con la cola, el presente estudio), 2) metacercarias de vida
libre (sin hospedero) (Odhner, 1911; Dollfus, 1966; Shimazu, 1982, 2006), 3) metacercarias
sujetas externamente en el zooplancton (trematodos sin cola), como en Nyctiphanes couchii
(Dollfus, 1966), y copéepodos (Overstreet, 1970; Schell, 1985), y 4) la etapa metacercaria en
el hemocele del krill (presumiblemente con cola) (Kagei, 1979).

Los trematodos Syncoelidos se observan con mayor frecuencia como larvas con colas
no enquistadas (erroneamente referidos como “metacercarias no enquistadas”), en realidad
son una etapa mesocercaria con érganos reproductivos inmaduros, que se define como una
forma intermedia entre cercaria y metacercaria (Galaktionov & Dobrovolskij, 2003) que se
observo parasitando el hemocele de Nematoscelis megalops y Thysanoessa gregaria (Sars,
1885; Claugher, 1976), E. pacifica (Shimazu & Kagei, 1978, Shimazu, 2006), N. simplex y N.
difficilis (presente estudio).

En los hospederos finales nectonicos de los trematodos sincoélidos se encuentran
fijados a la piel, y cavidad bucal y branquial de teledsteos (Shvetsova, 2004), peces
condrictios zooplantofagos Manta birostris (Walbaum, 1792) y Rhincodon typus Smith, 1828
parasitados por Paronatrema mantae y P. boholanum (Dyer et al., 1988; Villareal & Dailey,
1993; Curran & Overstreet, 2000; Eduardo, 2010) y tiburones carnivoros como Prionace
glauca (Linnaeus, 1758) son parasitados por P. vaginicola (Curran & Overstreet 2000). Los
trematodos syncoelidos han sido registrados que ocurren unidos a las patas de las aves
marinas (Claugher, 1976).

Debido a que los trematodos se han detectado dentro del hemocele del krill como

mesocercaria no enquistada con cola y metacercarias (Claugher, 1976; Kagei, 1979),
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Morales-Avila et al. (2015) propusieron que los trematodos pueden desarrollarse en este tipo
de crustaceos, por lo tanto, el krill debe considerarse un hospedero intermediario (no
conspicuos) en lugar de paraténico o accidental de los trematodos.

La especie neritica N. simplex migra y forma densos enjambres cercano al fondo
marino (distinto a N. difficilis porque ésta especie es oceanica) (Robinson & GoOmez-
Gutiérrez, 1998; Gomez-Gutiérrez & Robinson, 2006). Este comportamiento epibéntico
transitorio de N. simplex podria facilitar la transmision de parasitos de presas bentonicas a
depredadores nectonicos en el habitat pelagico los cuales no estan expuestas a especies de
afinidad oceanica como N. difficilis o E. eximia. Futuros estudios podrian determinar si los
trematodos de la familia Syncoelidae buscan activamente al préximo hospedero o si infectan
pasivamente al krill y sus depredadores a través de las interacciones troficas depredador—

presa.

Este es primer estudio para describir cuantitativamente las relaciones ecologicas entre
los parasitos que infectan al krill y la transmision de éstos a través de la trama tréfica en el
Golfo de California. Esta primera aproximaciéon se basa en contrastar la diversidad
taxondmica y densidad de parasitos vs. rigueza y densidad de los potenciales hospederos
(especies de krill) y como estos se trasmiten a algunos de sus depredadores mas comunes.
La variabilidad ambiental estacional influencié la diversidad taxon6mica de helmintos que
infectan a Nyctiphanes simplex. El aumento de la rigueza de especies de parasitos asi como
la infeccion en la poblacidon (enjambres) fue evidente en invierno (con mayor abundancia de
N. simplex) en comparacion con el verano (baja abundancia de N. simplex, M-W, U = 145,
p=0.01) del mismo afio. Mientras que en el periodo de transicion (junio 2013) disminuyo la

riqueza, la densidad y infeccion de parasitos, probablemente debido a la alta variacién
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ambiental (principalmente de la temperatura) (Fig. 17-19). La comparaciéon de estas
relaciones ecologicas en funcibn de las condiciones ambientales (estacionales e
interanuales), mostré un patron de infeccion altamente agregado y heterogéneo en el Golfo
de California, sugiriendo que la infeccion en enjambres de krill es un proceso altamente
complejo. En este sentido, la densidad, el grado de agregacion y la dispersion del hospedero
no corresponden proporcionalmente con el parasitismo en la poblacion.

Por otro lado, la remarcable diversidad taxondémica de helmintos que infectan a
Nyctiphanes simplex refleja las relaciones interespecificas con sus depredadores mas
conspicuos. Los cestodos (Trypanorhyncha) Hemionchos major, Mobulocestus nephritidis y
Paranybelinia otobothrioides invariablemente requieren a elasmobranquios (tiburones y
rayas) para completar sus ciclos de vida. Los acantocéfalos Bolbosoma balanae, Bolbosoma
spl y Bolbosoma sp2 completan sus ciclos de vida en mamiferos marinos (misticetos,
odontocetos y pinnipedos). El trematodo Paronatrema mantae infecta a la mantarraya
gigante Manta birostris y al tiburon ballena Rhyncodon typus. Finalmente, los cestodos
Tetraphyllidea infectan a peces teledsteos, elasmobranquios y mamiferos marinos. Sin
embargo, la identidad especifica del parasito Tetraphyllidea que infecté a N. simplex no pudo
ser determinada por la condicién en la que fue descubierta (mediante corte histoldgico). La
evidencia ecologica de la interaccion parasito-hospedero y depredador-presa sugiere que N.
simplex es vector relevante en la transmision de parasitos hacia niveles troficos superiores
en el Golfo de California. Los cestodos y acantocéfalos que completan su ciclo de vida en
hospederos finales de hébitos alimenticios filtradores (zooplanctéfagos), incluyen un menor
namero de hospederos intermediarios en contraste con los trematodos que tienen ciclos de
vida méas complejos con multiples hospederos intermediarios. Esto favorece asi la tasa de

infeccion a hospederos intermediarios y definitivos en el Golfo de California. Los resultados
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de la presente tesis sugieren que Nyctiphanes simplex es primer hospedero intermediario en
el ciclo de vida de cestodos y acantocéfalos y segundo hospedero intermediario en el ciclo de

vida de trematodos.
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12. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

De las 11 especies de eufausidos observados en el Golfo de California nueve
especies de helmintos parasitaron unicamente a las tres especies mas abundantes de
krill [Nyctiphanes simplex (parasitado con 8 especies), Nematoscelis difficilis y
Euphausia lamelligera (parasitados cada una con 1 especie)] demostrando, de manera
general, que la prevalencia de parasitos interespecifica en eufausidos tiene una
relacion directa con la densidad de los hospederos. Aunque no se descarta la
posibilidad de que las otras nueve especies de eufausidos puedan ser parasitadas con
helmintos, el elevado niumero de especimenes observado en este trabajo indica con
alta certidumbre que la probabilidad de una eventual infeccion es proporcionalmente

baja en funcion su densidad poblacional.

Los cestodos dominan la estructura de la comunidad de helmintos que infectan a los
eufausidos del Golfo de California (98.8%) y la infeccion por trematodos,

acantocéfalos y nematodos raramente parasitan a los eufausidos en esta region.

La densidad y prevalencia de cada una de las especies de parasitos en relacion a la
densidad de N. simplex (variabilidad intraespecifica) no mostré correlacion directa
positiva; infiriendo que la distribucion espacio-temporal de los parasitos tiene una
distribucion heterogenea dentro de la poblacion de los hospederos y que otros
factores ambientales o biolégicos posiblemente favorezcan la ocurrencia de parasitos

en krill en forma altamente heterogénea (ndcleos de alta prevalencia).

La caracterizacion morfolégica (botrios indentados en la base, la presencia de
ganchos unicinados con lagunas y puntas mucronadas, armadura heteroacanta
heteromorfas con ganchos solidos y base de la armadura tentacular sin

ensanchamiento basal) de larvas de trypanoryncha que mas frecuentemente
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5)

parasitaron a los eufausidos Nyctiphanes simplex y Euphausia lamelligera permitié
concluir que son las larvas de la especie Hemionchos major Campbell & Beveridge

(2006) previamente descrita en fase adulta.

La caracterizacion morfologica (botrios ovalados, armadura metabasal heteroacanta
con ganchos heteromorfos, sélidos, con vaidad apical y una fila central de ganchos en
la superficie botrial del tentaculo) de larvas de trypanoryncha méas grande que
parasitaron al eufausido Nyctiphanes simplex permitié concluir que son las larvas de la
especie Mobuloscestus nephritidis (Eutetrarhynchidae) Campbell & Beveridge (2006)

previamente descrita en fase adulta.

6) De la re-descripcion de las larvas trypanoryncha que infectaron el hepatopancreas de N.

simplex permite concluir que tiene la misma morfologia de la especie Paranybelinia

otobothrioides (Paranybeliniidae) previamente reportada y descrita en fase larval por

Dollfus (1966) a partir de especimenes recolectados en vida libre de una muestra de

zooplancton. Debido a que esta especie tiene una estrategia particular por hospedarse

en el hepatopancreas de los eufausidos (en este caso N. simplex), la cual tiene globulos

refrigentes que se mimetizan con el hepatopancreas, permite explicar por qué esta

especie no habia sido observada y reportada desde su descripcién original.

7)

8)

Paranybelinia otobothrioides fue originalmente incluida en la familia Paranybellinidae
Dollfus (1966) y después con caracteres morfoldégicos fue reasignada a la familia
Otobotrhoidae. La caraceterizacion genética de P. otobothioides permitié concluir y
confirmar que la familia Paranybeliniidae es valida y su relacion filogenética es mas
cercana con la superfamilia Tentacularidea, no con la superfamilia Otobotrhoidae. El
analisis molecular mostré que la familia Paranybeliniidae se sustenta como una familia
propia, conformada por las especies Pseudonybelinia odonthoacanta (parasito ain no

secuenciado) junto con Paranybelinia otobothrioides.

La caracterizacion morfologica (presencia de ventosas accesorias en la ventosa oral y

ventral) de larvas de trematodos que parasito a Nyctiphanes simplex, permitié concluir
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9)

gue son las larvas de la especie Paronatrema mantae Manter (1940) previamente

descrita en fase adulta.

De la re-descripcion de las larvas de trematodo que infectaron a N. difficilis (variable
namero de testiculos, acetabulo pedunculado y presencia de glandulas en la region de
la faringe), permitié concluir que tiene la misma morfologia de las especies del género
Copiatestes descritas en otras especies de eufausidos en distintas partes del mundo.
A partir de una revision bibliografica de los trematodos que infectan krill a nivel
mundial y la sinonimizacién de las especies de este género basado en la morfologia
de adultos, permitié concluir que la diversidad de especies de trematodos que infectan
eufausidos a nivel mundial es menor de lo que previamente se habia reportado. Esto
implica que las especies taxonOmicamente validas tienen wuna distribucion

biogeografica mas amplia de lo previamente conceptualizado.

10) Se concluye que las larvas de Hemionchos major y Mobuloscestus nephritidis

reportados en krill completan su ciclo de vida (hospedero final) parasitando a Mobula
japanica y M. thurstoni (y posiblemente otras especies de rayas) en el Golfo de
California. La ocurrencia de estas dos especies de cestodos en diferentes estadios de
desarrollo (procercoide y plerocercoide) sugiere que éstos se desarrollan
ontogenéticamente en el hospedero implicando que N. simplex y E. lamelligera son

frecuentes hospederos intermediarios.

11) Debido a que los cestodos dominaron en prevalencia (0.4-14%), densidad de krill

parasitado (hasta 288 ind. 1000 m-3) y mas amplia distribucién geogréafica infectando a
N. simplex en el Golfo de California y costa occidental de Baja California, se concluye
gue N. simplex es primer hospedero intermediario relevante en la transmision de
parasitos cestodos que completan su ciclo de vida principalmente en tiburones y

rayas.

12) Los acantocefalos Bolbosoma sp. parasitaron en considerable baja prevalencia al

eufausido N. simplex en el Golfo de California. Estas se observaron en diferentes

estadios de desarrollo que implica que N. simplex es un hospedero intermediario. Se
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inflere que este género de acantocéfalo parasita principalmente cetaceos
Balenopteriidae y cachalote Physeter macrocephalus en el Golfo de California. Con
base a descripcion morfologica de los acantocéfalos, la riqueza de especies del
género Bolbosoma que infectan a N. simplex y B. musculus es mas elevada de lo que

previamente se habia reportado para el Golfo de California.

13) Nyctiphanes simplex y Nematoscelis difficilis son hospederos secundarios
intermediarios no conspicuos en la transmision de trematodos de la familia
Syncoelidae y se infiere una alta probabilidad que éstos infecten peces como el pez
remo Regalecus glesne (Copiatestes) y la manta gigante Manta birrostris

(Paronatrema).

14) Aunque la mayoria de las hembras de N. simplex parasitadas con helmintos fueron
hembras inmaduras (génada estadio 1) ocupando parcialmente el espacio disponible
en el hemocele; la observacién de hembras ovigeras parasitadas con H. major, M.
nephritidis y Bolbosoma sp. permiti6 concluir que estas especies de helmintos no
necesariamente castran a los hospederos, pero es probable que disminuyan la tasa de
produccion de huevos comparados con hembras no infectadas.

15) Las observaciones de la estructura interna de los Organos mediante cortes
histoldgicos, asi como bajos valores del indice hepatosomatico, demostraron un dafio
patologico distinto para cada especie de cestodo. Se concluye que, P. otobotrioides
tuvo mayor efecto patélogico de la glandula digestiva debido a su particular
comportamiento de hospedarse dentro del hepatopancreas. Las especies H. major y
M. nephritidis tuvieron un dafio a 6érganos relativamente menor por hospedarse
suspendidos en el hemocele (con dafio mecanico a hepatopancreas con el contacto
del blastocisto con este 6rgano) contrasta con la elevada intensidad de infeccion de
los cestodos Tetraphyllidea que ocuparon gran parte del hemocele con dafio al

hepatopancreas, probablemente con efecto castrador.
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13. Recomendaciones

Futuros estudios de parasitos en hospederos zooplanctonicos por estratos de
profundidad y/o en muestreos de plancton con planes de muestreo homogéneamente
distribuidos en el area de estudio, asi como su respectivo contraste con las variables
ambientales, permitira describir la influencia del ambiente en el parasitismo.

Muestreos periddicos (serie de tiempo) de krill y sus parasitos en el Golfo de California
como el que se esta realizando en muestreos semanales de Cabo Pulmo 2014-2015, en la
serie de tiempo de eufausidos en Cabo Corrientes 1996-1998 o la serie IMECOCAL 1997-
presente.

Iniciar estudios de respuesta inmune en eufausidos asociados a cada especie de
parasito, asimismo, a partir de cortes histolégicos de eufausidos parasitados analizar la
composicién bioquimica a partir de emisiéon de electrones medidos con un microscopio
electrénico de barrido que muestre si los parasitos tienen o no una composicion especifica
semejante al de su hospedero.

Estudios de genética poblacional en Nyctiphanes simplex de diferentes localidades,
por ejemplo, la costa occidental de Baja California y el Golfo de California asi como de la
poblacion de Perd, permitira establecer el grado de divergencia o flujo genético
(conectividad) entre las poblaciones de parasitos y hospederos que permita investigar
procesos de co-especiacion de parasito-hospederos. Esto podria explicar patrones de
diversidad o capacidad de parasitica.

Se recomienda realizar mayor esfuerzo de investigacion en especies de afinidad
oceanica o tropical en donde la diversidad del parasito es poco conocida (Euphausia eximia,
Euphausia recurva, Euphausia diomedae, Euphausia tenera, Stylocheiron affine, S.

carinatum y Nematoscelis gracilis).
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Anexo 1. Lista de parasitos de Nyctiphanes simplex (Ns) y Nematoscelis difficilis (Nd) y las

principales caracteristicas de los parasitos detectados hasta ahora en ambas costas de la

peninsula de Baja California, México. Regiones: BM = plataforma continental y boca de Bahia

Magdalena, GC = Golfo de California, y Oregon, USA (Tomado de Gomez-Gutiérrez et al.,

2010 a).
Prevalencia
Hospedero Parasito Localidad Caracteristicas promedio por
estacion
(intensidad)
Ns Chlorophytas BM, GC Diatomeas penadas Epibioticas, tamafio 8% (1-10,000)
Licmophora spp. promedio 30 um (células sin pedunculo
con forma triangular)
Ns, Nd Ellobiopsidea BM, GC 1.5% (1)
Thalassomyces fagei Mesoparasito castrador, 1.2 mm, estadio
temprano 0.62 mm
Nd Ciliophora
Suctoria Oregon Longitud promedio de stalk con cabeza
Ephelota sp 0.79 mm (rango 0.22-1.77 mm), diametro  0.1% (1-80)
de la cabeza 250 um
Apostomatida
Foettingeriidae BM, GC Ectoparasito foronte y trofonte de ciliados
Ns, Nd exuviotroficos, talla promedio 40 um 29% (1-300) NS
longitud 20 um ancho, con color diferente
(transparente, negro, anaranjado) que
indica una asociacion diversa de
especies.
Collinidae
Ns Collinia sp. BM, GC Endoparasitos parasitoides longitud 1-40%
promedio 36 um (rango 20-40 um (<100,000)
dependiendo del estadio de vida).
Numero de hileras méviles que varian
entre 12 y 18.
Animalia
Helmintha
Trematoda Endoparasitos transmitidos via cadena
Ns Paronatrema sp. GC, tréfica, grupo 1,080 um longitud *0.001% (1)
Ns Cestoda BM
Trypanorhyncha Endoparasitos transmitidos via cadena
trofica. Cestoda plerocercoide con un <0.001 (2)
Tetrarhynchobothrium sp. blastocisto. Blastocisto 1, 340 x 860 pum,
Embrion café brillante, Longitud total del
embrion 1,140 um, cabeza 440 umy
cuerpo 300 um de ancho.
No identificado GC Endoparasito transmitidos via cadena *0.001% (1)

metacestodo

trofica, grupo 680 um diametro de cada
larva 55 um
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Ns

Ns

Ns

Ns

Nd

Diphyllidea GC
Echinobothyriidae
Echinobothrium sp.

Nematodo
Anisakis simplex

Acanthocephala BM, GC

Polymorphidae

Crustacea
Isopoda Epicarida
No identificado
cryptoniscus BM
Estado larvario

Isopodo Dajidae GC
Notophryxus lateralis

Endoparasito transmitido via cadena
tréfica, 2.6 mm de longitud total, cuerpo
delgado, scolex 289 um de ancho.
Movimientos muy energéticos.

El estado larvario L3 puede ser mas largo
gue el hospedero (12.1 mm, longitude
total del hospedero de 11.8 mm, 9.4 mm,
longitud total del hospedero 10 mm).
Prominente diente larval y un mucron
grande 20 um longitud. Ancho 0.4 mm,
anchura del cuerpo/longitude radio 3.3%.
distancia del ano a la punta de la cola
100 um.

Endoparasito transmitido via cadena
tréfica, tres estados larvario acantor (en
forma de pera alargada), acanthela (en
forma de pera), y cistacanto (figura
ovalada). Las tallas de los acantocefalos
y el estadio de desarrollo fueron
correlacionados con la longitud total de
los hospederos (krill).

Ectoparasito, no identificado Epicaridea
cryptoniscus estado larvario 1.3 mm
longitude total, café, con ojos y 14
segmentos infectando N. simplex female
9.8 mm longitud total.

Ectoparasito castrador, Hembra 2.1 mm
largo x 1 mm ancho, y Macho 1.8 mm
largo x 0.9 mm ancho, cuerpo ovoide
altamente modificado para el modo de
vida parasitica. Color anaranjado-café.
Macho 400 pum

<0.001

@)

0.0001% (1)

3.1% (1)

<0.1% (1)

<1% (1)
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Anexo 2. Resumen de reportes de larvas de cestodos infectando eufausidos (Orden

Euphausiacea) en el mundo (modificado de Gonzalez-Solis et al., 2013)

Especie de krill

Larvas de cestodos
(plerocercoides o cysticercoides)

Regién de muestreo

Referencia

Thysanoessa inermis

T. longipes

T. raschii
Nyctiphanes simplex

Euphausia pacifica

E. similis

E. recurva
E. diomedeae
E. americana

Unknown species of
euphausiid
Nyctiphanes simplex

Nybelinia sumernicola
Unidentified cestode Anomotaenia
spp.

Nybelinia sumernicola

Nybelinia sumernicola
Pelichnibothrium caudatum

Nybelinia sumernicola
Pelichnibothrium caudatum

Nybelinia sumernicola
Tetrarhynchobothrium

“Echinobothrium”
unidentified cestode

Nybelinia sumernicola
Nybelinia sumernicola
Nybelinia sumernicola
Pelichnibothrium caudatum Nybelinia
sp.?

Echinobothrium sp.
Eutetrarhynchidae gen. sp.
Tetrarhynchobothrium sp.
Phyllobothriidae gen. sp.
Pseudonybelinia odontacantha
Tetrarhynchobothrium sp.
Eutetrarhynchidae gen. sp.

Nybelinia sumernicola

Hemionchos major, Mobulocestus
nephritidis y Paranybelinia
otobothrioides y una especie del
orden Tetraphyllidea

North Pacific Ocean
North Pacific Ocean
Bering Sea

Off Aleutanian Islands
North Pacific Ocean
North Pacific Ocean
Off Aleutanian Islands
Bering Sea

North Pacific Ocean
Bahia Magdalena,
Mexico

Goulf of California,
Mexico

Gulf of California,
Mexico

North Pacific Ocean
Iwate Prefecture, Japan
Off Aleutanian Islands
Bering Sea Alaska

Suruga Bay, Japan
Suruga Bay, Japan
Suruga Bay, Japan
Suruga Bay, Japan
East China Sea
Suruga Bay, Japan
Banco Chinchorro,
Mexico

North Pacific Ocean

Golfo de California y

costa occidental de Baja

California Sur

Shimazu (1975)
Shimazu (2006)

Shimazu (1975)
Shimazu (2006)

Shimazu (1975b)
Goémez-Gutiérrez et al.
(2010)

Shimazu (1975b)
Shimazu (1999)
Shimazu (2006)

Smith & Snyder (2005)

Shimazu,1975, 2006

Shimazu (2006)
Shimazu (2006)
Gonzalez-Solis et al.,
(2013)

Shimazu (1975)

Este estudio
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