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RESUMEN

Los caracoles del género Heleobia Stimpson, 1865 estdn ampliamente distribuidos, tanto en
ambientes continentales como estuarinos, y albergan estadios larvarios de una gran diversidad
de parasitos digeneos. Particularmente en este trabajo nos centraremos en la oculocercaria 1
(OC-1) liberada por individuos de dicho género en la costa montevideana. La cercaria antes
mencionada es muy similar a una descrita por investigadores argentinos, y ubicada
taxondmicamente dentro de la familia Haploporidae, taxén que incluye pardsitos que se
localizan en general en el tracto digestivo de peces. En la Isla del Mono estdn presentes dos
especies del gastropodo en cuestidn: H. conexa y H. australis. En este trabajo se colectaron y
analizaron 435 ejemplares en el periodo comprendido entre marzo de 2010 y abril de 2011,
determinandose tanto la morfometria de los estadios larvarios del parasito problema, como
las prevalencias de infeccion (total, Pt y especifica, Pe). Se llevaron a cabo experimentos en los
gue se expusieron dos especies de peces estuarinos abundantes a formas larvarias del
digeneo, realizdndose asi el desarrollo del ciclo bioldgico de la especie en cuestion. También se
colectaron y analizaron peces infectados naturalmente con el objetivo de comparar la
morfometria de los pardsitos haplopdridos localizados en los mismos, con los obtenidos a

partir de infecciones experimentales.

La Pt alcanzd el 50% en algunos de los muestreos, por lo que es comun que los caracoles estén
implicados en la biologia de varios digeneos. De acuerdo a la morfologia de las larvas halladas,
H. conexa estaria involucrada en el ciclo bioldgico de al menos 10 especies distintas de

parasitos digeneos, incluyendo el correspondiente a la OC-1, y la Pe promedio fue de 3.4%.

Las infecciones experimentales de los peces resultaron exitosas en el caso de Mugil platanus,
permitiendo el andlisis e identificacion del digeneo. El mismo se ubicd taxondmicamente a
nivel especifico, correspondiendo a individuos de Dicrogaster fastigatus. Ejemplares de dicha
especie también se hallaron en las necropsias de lisas infectadas naturalmente en distintos

sitios de colecta de la costa montevideana.

En conclusidn, se ha dilucidado el ciclo biolégico completo de la OC-1, una oculocercaria
liberada por Heleobia spp. en la costa de Montevideo. La especie a la que corresponde dicho
estadio, Dicrogaster fastigatus, es la primer especie de la familia haploporidae en citarse en
nuestro pais y cuya biologia se conoce a nivel mundial. Con respecto a esto ultimo, en el sitio
elegido para esta investigacion Heleobia conexa actlia como hospedero intermediario de D.

fastigatus y Mugil platanus como hospedero definitivo.



Ciclo biologico y especie a la que corresponde una de las cercarias
(Trematoda, Digenea) liberadas por Heleobia spp. (Gastropoda,

Cochliopidae) en la costa de Montevideo.

INTRODUCCION

Los digeneos son platelmintos pardsitos, pertenecientes a la clase Trematoda. De
modo general, los pardsitos pertenecientes a dicha clase estan caracterizados
morfolégicamente por poseer un cuerpo no segmentado, ser hermafroditas, presentar al
menos dos ventosas como drganos de fijacidn y tubo digestivo incompleto, que cominmente

consiste de boca, prefaringe, faringe, eséfago y dos ciegos intestinales.

Desde el punto de vista sistematico, en estos parasitos resalta la importancia del aparato
reproductor, tanto en cuanto a su composicién como, nimero, tamafio, forma y disposicién de
sus 6rganos. El sistema reproductivo general de la hembra consiste de: vagina, ovario,
oviducto, utero, glandulas vitelégenas, ootipo, glandula de Melhis, canal de Laurer, y
receptaculo seminal (a veces ausente). Algunas especies también tienen la terminacién distal
del utero modificado en un tubo muscular para la recepcién del érgano copulatorio masculino

(cirro). Esta vagina funcional en trematodes se llama metratermo (Tatcher, 2006).

El sistema reproductivo del macho incluye: testiculos; uno o varios, aunque generalmente 2,
vasos eferentes y deferente, vesicula seminal, cirro y saco del cirro (puede estar ausente)

(Tatcher, 2006).

Los pardsitos que pertenecen a la subclase Digenea, ademds de las caracteristicas antes
mencionadas, son individuos que para su desarrollo requieren de mas de un hospedero y

poseen ciclos bioldgicos complejos.

Frecuentemente, un vertebrado actia como hospedero definitivo albergando las formas
adultas del pardsito, y un invertebrado oficia como hospedero intermediario, conteniendo los
estadios larvales (esporocisto, redias y cercarias) del parasito; existiendo casos incluso en que
los digeneos requieren de mas de un hospedero intermediario. Cuando es asi, el primero de

ellos es casi siempre un molusco, generalmente un caracol acuatico o terrestre, que se puede
4



infectar por ingestién de huevos embrionados o por ingreso activo de la larva miracidio ciliada

a través de su tegumento.

Los digeneos adultos habitan en el tracto digestivo, drganos huecos, sistema circulatorio o
tejido conectivo subcutdneo de vertebrados. La reproduccidn sexual y la produccién de huevos

tienen lugar en estos hospedadores.

Los espermatozoides producidos por los testiculos alcanzan la vesicula seminal por tubulos
(vasos eferentes y deferentes). Como en el caso de la mayoria de los invertebrados
hermafroditas, la cépula consiste en un intercambio mutuo de células espermaticas en la que
cada individuo penetra el cirro en el poro femenino (poro uterino) del otro. Las células

masculinas se almacenan en el recepticulo seminal (Tatcher, 2006).

Las células femeninas se liberan individualmente desde el ovario, pasando a través del
oviducto hasta un érgano muscular llamado ootipo. Alli el évulo es fertilizado por un
espermatozoide del receptaculo seminal, y rodeado por vitelo proveniente de las glandulas

vitelégenas. Este material forma también la cascara (Smyth, 1966).

Los huevos llegan al exterior con las heces o la orina del hospedero definitivo. De modo
general, el primer estadio larvario se denomina miracidio, es ciliado y nada activamente en
busca del primer o Unico hospedero intermediario. Dado que estas larvas no se alimentan,
disponen de unas pocas horas para encontrar al hospedero adecuado, de lo contrario mueren.
Al encontrar al molusco, los miracidios penetran la pared del cuerpo valiéndose de la glandula
de penetracién anterior. Una vez dentro del caracol, esta larva pierde las cilias y toma forma
de saco, denominada esporocisto. Las etapas que contindan a dicho evento dependen del tipo
de ciclo que se esta desarrollando. En algunos casos, dentro del esporocisto son producidas las
redias a partir de células germinativas. Varias de estas larvas se desarrollan en el esporocisto,
hasta que éste se rompe para liberarlas en la glandula digestiva. Luego, las redias dan lugar a
las larvas llamadas cercarias, las cuales abandonan las redias a través de poros, y salen del
molusco para alcanzar al segundo hospedero intermediario, o bien para enquistarse en la
vegetacidn o ingresar al hospedero definitivo. En otros casos, los esporocistos de primera
generacion (formados por penetracién de los miracidios), dan lugar a esporocistos hijos o de

segunda generacion, de los que luego se originan cercarias (Shoop, 1988).



Las cercarias, en cualquiera de los casos antes expuestos, estan provistas de cola, y no se
alimentan a pesar de poseer boca y sistema digestivo. Durante el enquistamiento, pierden la
cola, y el estadio resultante se denomina metacercaria; que constituye la forma infectante
para el hospedero vertebrado. Estos quistes pueden formarse en la naturaleza o dentro de un

segundo hospedero intermediario.

Con respecto a la patogenicidad de los trematodes que parasitan el lumen intestinal de peces,
se citan principalmente reacciones de tipo inflamatorio, limitadas generalmente al sitio de

fijacidon de los mismos (Tatcher, 2006).

La susceptibilidad de los estadios larvales de los trematodes a los cambios en las variables
ambientales, a las variaciones en la composicién de la fauna de hospedadores y a la presencia
de agentes perturbadores debido a la accion humana, hace que los mismos puedan ser

considerados como potenciales bioindicadores ambientales (Etchegoin, 2001).

Lauckner (1986) estima que son importantes como monitores ambientales dado que son
ubicuos en la fauna acuatica y porque su ciclo biolégico complejo, hace que interactien con

organismos en varios niveles de la red alimentaria.

Los caracoles del género Heleobia Stimpson, 1865 (Gastropoda: Rissoidea:
Cochliopidae) son moluscos de espira conica y conchilla alargada que miden hasta 7 mm
aproximadamente. Las especies H. australis d’Orbigny, 1835 y H. conexa Gaillard, 1974 son
muy abundantes en ambientes estuarinos y continentales de América del Sur, extendiéndose
su distribucidn a través de la regién Neotropical y en la regidén Neartica, a lo largo de la costa

Atlantica de los E.E.U.U. (Gaillard & Castellanos, 1976; Giusti & Pezzoli, 1984).

En la costa montevideana del Rio de la Plata se ha determinado la presencia al menos de 4
especies de este género: Heleobia australis, H. charruana, H. conexa y H. isabelleana
(Scarabino, F. y cols., 2006). No obstante, dada las dificultades de identificacién, en los
estudios realizados generalmente se habla de H. australis (Scarabino y cols., 1975) o de H. aff.
australis (Muniz y cols., 2006). Como se menciond, las especies H. australis y H. conexa se
hallan en ambientes estuarinos, y en nuestra costa habitan principalmente sitios rocosos, en

charcos que se forman con la entrada de la marea.

Estudios precisos del ambiente de éstas especies de molusco en la laguna de Mar Chiquita
(Buenos Aires, Argentina) revelan que aunque ambas coexisten, H. australis domina en la
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desembocadura de la laguna, es decir en la zona estuarina y su densidad poblacional decrece
hacia adentro; mientras que H. conexa domina en la zona interna del estuario, es decir en la

zona menos mareal (De Francesco & Isla, 2004).

Se ha reportado que H. australis se encuentra perfectamente adaptada a los cambios de
salinidad que suceden habitualmente en el estuario del Plata, y que tolera ademas en grado
notable la contaminacién de las aguas, siendo una de las pocas especies de
macroinvertebrados que habita, incluso en gran nimero, en las dreas mas deterioradas de la
Bahia de Montevideo (Venturini y cols., 1999).

A pesar de su abundancia y de la facilidad de acceso a sus habitat, no existen en Uruguay
estudios sobre la dindmica poblacional de este caracol. Se trata de una especie gonocorita, con
desarrollo directo, que fija sus huevos individualmente sobre el sustrato o sobre la conchilla de

individuos conespecificos (Castro y cols., 2006).

Estos moluscos han sido citados como hospederos intermediarios de diversos géneros de
trematodes, tanto a nivel nacional (Castro y cols., 2006) como regional (Martorelli, 1989;
Etchegoin & Martorelli, 1998). Muchos de estos trematodes parasitan a peces, actuando estos
ultimos tanto como segundos hospederos intermediarios o con el rol de hospederos

definitivos.

Estudios llevados a cabo en nuestro pais han revelado que H. australis, en la costa del
Rio de la Plata, alberga una rica variedad de formas larvales de trematodes, con la presencia de
varios tipos morfolégicos de cercarias. Castro (2000) identificd cuatro tipos morfoldgicos: 1)
oculocercarias (cercarias con manchas oculares, que incluyen al menos tres subtipos o especies
diferentes); 2) xifidiocercarias (cercarias portadoras de un estilete en su ventosa oral, con dos
especies diferentes); 3) furcocercarias (cercarias con cola dividida en dos ramas o furcas, con
una, y tal vez dos, especies diferentes) y 4) magnicaudas (cercarias con cola muy larga con
relacidn al cuerpo y de su misma anchura, con una especie).
Unicamente de uno de dichos tipos de cercarias se ha determinado, mediante infecciones
experimentales, el ciclo bioldgico y la especie a la que corresponde. Con base en infecciones
experimentales utilizando “lisas” (Mugil platanus) y ratones de laboratorio, Carnevia y cols.
(2005) identificaron a una de las oculocercarias (la designada como 0OC-4) como
correspondiente a Ascocotyle (Phagicola) longa (Heterophyidae). Este digeneo ha sido
registrado en Uruguay parasitando otaridos (Arctocephalus australis y Otaria flavescens)

(Morgades y cols., 2004) y en otros paises de América ha sido sefialada en aves y mamiferos

7



piscivoros, incluyendo carnivoros domésticos y al ser humano, (Teixeira de Freitas y cols.,
1972; Costa y cols., 1984; Costa y cols., 1990; Almeida Dias & Woiciechovski 1994; Manfredi &
Oneto 1997; Castro y cols. 2006).

Posteriormente se comprobd (G. De Francesco, com. pers., 2010) que lo que hasta Castro y
cols., (2006) venia llamandose “Heleobia australis” en realidad incluia al menos 2 especies: H.
australis propiamente dicha, la especie menos comun y de conchilla alargada, y H. conexa, la

especie mas frecuente y de conchilla mas globulosa.

En Argentina, relevamientos detallados y descriptivos han caracterizado una amplia variedad
de cercarias emitidas por caracoles del género Heleobia.

En particular, trabajando en la albufera de Mar Chiquita, provincia de Buenos Aires, Etchegoin
(1997) ha determinado la comunidad de trematodes larvales de Heleobia conexa y H. australis
australis.

En dicha investigacidn, se encontraron 24 tipos de cercarias en ambas especies de caracoles,
13 compartidas, y las restantes 11 exclusivas de H. conexa. De las 24 cercarias, 7 habian sido
citadas para H. conexa en el mismo pais (incluso otra que no se hallé en dicha investigacion),
mientras que las 17 restantes (correspondientes a ambas especies de molusco) fueron

descritas por primera vez en ese trabajo.

Dichos tipos morfolédgicos son llamados de la siguiente manera: cercaria Notocotylidae sp. 1;
Pleurolophocercaria |, Il, lll, V, VI y VII; Xiphidiocercaria sp. 1 y 2; Echinocercaria sp. 1; cercaria
magnicauda |; cercaria Haploporidae sp. 1 y 2; Furcocercaria sp. 1; cercaria de Maritrema

bonaerensis; y cercaria aff. Psilochasmus oxyurus.

Las larvas que ya se conocian habian sido descritas por Martorelli (1986, 1988, 1989, 1990,
1991) y se denominaron como sigue: cercaria heleobicola I, lll, IV, y V; cercaria de
Levinseniella cruzi; cercaria de Microphallus simillimus; y cercaria de Microphallus szidati. La
otra cercaria descrita por Martorelli (1989) para este molusco, fue denominada cercaria

heleobicola | y no fue hallada por Etchegoin.

Entre los numerosos tipos de cercarias nombradas anteriormente, se halla una
denominada cercaria Haploporidae sp. 2, que posee una longitud promedio de 0.17 mm vy
presenta un cuerpo ovalado seguido por una cola simple. Las metacercarias originadas por el
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enquistamiento de las mismas exhiben una morfologia muy caracteristica e infrecuente, ya
que son triangulares, y generalmente estos estadios son ovales o subesféricos. Esas

metacercarias distintivas miden 0.19 mm de longitud (Etchegoin & Martorelli, 1998).

Informacidn sin publicar suministrada por O. Castro (com. pers., 2009) indica que una
de las oculocercarias mas comunes (la denominada OC-1) liberada por Heleobia spp. en la
costa de Montevideo es muy similar en su morfologia a la cercaria Haploporidae sp. 2, y forma

metacercarias en la columna de agua también muy similares a las descritas para dicha cercaria.

Los adultos pertenecientes a la familia Haploporidae (familia a la que corresponde la cercaria
haploporidae sp. 2) se caracterizan morfoldgicamente por presentar saco hermafroditico, el
cual contiene un ducto hermafroditico, una pars prostatica, una vesicula seminal interna y la
porcidon terminal del Utero. Poseen también una vesicula seminal externa asociada con el

complejo reproductor masculino terminal (Overstreet & Curran, 2005).

En cuanto a la biologia de los integrantes de la familia Haploporidae, los adultos
generalmente parasitan el intestino delgado de varias especies de mugilidos, los cuales se

infectan por ingestion de metacercarias.

A nivel mundial se han registrado principalmente dos géneros de haplopdridos en
mugilidos: Saccocoelioides (género predominante) y Dicrogaster. lLas especies varian
muchisimo dependiendo de la zona geogréfica a la que se haga referencia y por lo tanto me
centraré a continuacién en los datos regionales y nacionales mas importantes. En Chile, se
hallé la presencia de S. overstreeti, S. papernai, D. fastigatus y D. fragilis (Fernandez Bargiela,
1987); en Argentina, a nivel estuarino se reportd D. fastigatus (Alarcés & Etchegoin, 2010) y en
Brasil, S. godoyi (Kohn & Miranda Froes, 1986). Finalmente, a nivel nacional se ha reportado

Unicamente la presencia del género Dicrogaster (Carnevia & Mazzoni, 1986).

Con respecto a la familia en general, son trematodes hallados frecuentemente en el intestino
de lisas (Mugil platanus) y otras especies de peces estuarinos colectados en ambientes donde
también el caracol Heleobia spp. es abundante (Carnevia & Mazzoni, 1986; D. Carnevia y O.

Castro, com. pers., 2009).

Lo anterior se vincula directamente con el hecho de que generalmente se trata de especies
cuyo ciclo biolégico es autogénico, es decir que se cumple dentro de los limites de un mismo
habitat marino o dulceacuicola, dado que ambos hospederos, intermediario y definitivo, son

residentes permanentes del habitat (Etchegoin, 1997).



De acuerdo a los antecedentes antes mencionados, nuestra hipétesis es que la oculocercaria
OC-1 podria corresponder a uno de los géneros mas comunes de la familia Haploporidae
citados a nivel regional (Saccocoelioides o Dicrogaster), y que el adulto correspondiente

parasitaria el intestino de una especie de pez estuarino abundante en la costa montevideana.

El disefio experimental planteado en el presente trabajo se desarrolld con el fin de corroborar

tal hipdtesis y obtener la identificacién a nivel especifico del trematode en cuestién.

Objetivos

Obijetivos Generales:

a) desarrollar parcialmente de forma experimental el ciclo bioldgico de la cercaria de tipo OC-1

liberada por ejemplares de Heleobia spp. colectados en la costa de Montevideo.

b) identificar taxondmicamente la especie implicada.

Obijetivos especificos:

- Aportar informacion acerca de qué especie/s de Heleobia de la costa Montevideana actia/n

como hospedero intermediario del trematode involucrado.
- Caracterizar la morfometria de los estadios larvales, intra y extramolusquianos.

- Determinar la prevalencia de la infeccion en los caracoles muestreados y aportar informacion
con respecto a la cantidad de especies de digeneos que utilizan a Heleobia spp. como

hospedero en su ciclo bioldgico.

- Caracterizar el ciclo del parasito en el molusco hospedero intermediario y establecer cudl o

cuales de sus 6rganos son parasitados.

- Determinar qué especie de pez actla como principal o Unico hospedero definitivo, y definir la

localizacidn del parasito adulto en dicho hospedero.

- Caracterizar la morfometria de los parasitos adultos hallados en los peces infectados

experimentalmente.
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- Dilucidar la forma de transmision del digeneo desde el HD al HI.

- Aportar informacidon acerca del tiempo que transcurre desde la ingestién de la forma

infectante por el HD y el desarrollo en el mismo de estadios adultos maduros del parasito.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo, procedimiento de rutina y monitoreo en el laboratorio de los caracoles.

Se utilizaron ejemplares de Heleobia spp. colectados en distintos charcos de marea del

intertidal rocoso de Isla del Mono, Puerto del Buceo, Montevideo.

Se realizaron 11 muestreos desde Marzo hasta Diciembre de 2010 y 4 muestreos en 2011, en
el periodo comprendido entre Enero y Abril. Estos muestreos fueron de tipo sesgado ya que
los moluscos eran colectados manualmente, uno a la vez y seleccionandose los ejemplares de
mayor tamafio. Se propuso colectar al menos 20 caracoles en cada ocasion.

También se muestred agua del lugar para mantener a los caracoles en el laboratorio el tiempo
necesario asi como para medir la salinidad del habitat de los mismos.

Los moluscos de cada colecta, previo acondicionamiento fueron trasladados al
laboratorio. Alli se subdivideron en dos grupos. Uno de los grupos se mantuvo en recipientes
de plastico transparentes con agua del lugar para posterior andlisis. Los ejemplares del otro
grupo se aislaron individualmente para la liberacién de cercarias en placas de Petri de 9 mm de
diametro con agua de su habitat, y lechuga como alimento. Las placas de Petri se mantuvieron
tapadas, exceptuando aproximadamente 5 horas al dia, para permitir la oxigenacién.

La determinacién de la especie de molusco no fue muy sencilla. De modo general, la
morfologia de la conchilla de H. conexa es mas globosa que la de H. australis, la que es bien
conica y generalmente tiene mas vueltas en la espira (Fig. 1). A pesar de dichas diferencias,
hubo casos en los que la conchilla presentaba un fenotipo intermedio al descrito para cada una
de las especies, por lo que en dichos casos se recurrié a la morfologia peneana para poder
identificar la especie. El pene de H. conexa siempre presenta un niumero variable de Iébulos
externos (de 4 a 10); exhibe una pigmentacidn bien oscura en la zona mas extrema de dicho
organo, y éste es bien curvado y de cuerpo corto (Fig 2B). En contraposicidn, el pene de H.
australis presenta generalmente un Unico lébulo externo (Pons da Silva & Thomé, 1985) (Fig.
2A); la pigmentacion de la punta del pene es mucho mas difusa y clara, y el cuerpo del érgano
frecuentemente es mas largo. Ademas el extremo distal de dicho d6rgano es menos curvo,

terminando incluso en ciertos casos de forma recta.
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A B

Fig. 1. Morfos de conchilla de Heleobia. Fig. 2. A: Pene tipico de un macho de H. australis. Se observa la
A: H. conexa. B: H. australis. presencia del Unico lébulo externo aue posee. B: Pene tibico de un

Los caracoles que se mantenian aislados se revisaban a lo largo de aproximadamente
una semana, y aquellos que no liberaban cercarias eran secados con papel secante y medidos.
Luego, se aplastaban entre dos portaobjetos (previa narcotizacidon con cristales de mentol)
para determinar si estaban infectados con estadios intramolusquianos. A continuacion se
disecaban bajo lupa para sexarlos; en el caso de que fueran machos, se estudiaba la morfologia
del pene con el fin de confirmar la especie a la que pertenecian (si ya se habia determinado

por la conchilla), o dilucidar a cual pertenecian (en el caso contrario).
Una vez finalizado el procesamiento de la primera tanda de caracoles, los ejemplares del otro
grupo eran aislados individualmente con el mismo mantenimiento y con los mismos objetivos

descritos anteriormente.

Determinacion de la prevalencia de infeccidn.

Se registraron todos los caracoles que liberaron cercarias en cada uno de los muestreos, asi
como también los datos de los aplastados con el fin de calcular la prevalencia de infeccidn en

cada muestreo en funcién de la cantidad de los caracoles analizados en cada ocasion.

Para ello se definieron los siguientes conceptos:

-Prevalencia total de infeccion (Pt). [N° de caracoles infectados / N° de caracoles analizados] x
100.
-Prevalencia especifica de infeccion (Pe). [N° de caracoles infectados con OC-1 / N° de

caracoles analizados] x 100.

Estos indices parasitolégicos fueron definidos de acuerdo a Bush y cols., 1997.
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Aquellos caracoles que liberaban cercarias fueron mantenidos en el laboratorio, y se
les cambiaba el agua semanalmente.
Todos los caracoles que liberaron la oculocercaria de interés fueron conservados vivos,
algunos para realizar las infecciones experimentales de los peces, y otros para describir la
morfometria de dicho estadio larvario, asi como también el de la metacercaria. Para esto

ultimo se esperaba que las cercarias emitidas se enquistaran en el agua de la placa de Petri.

Andlisis morfométrico de cercarias y metacercarias.

Las cercarias liberadas por los caracoles se analizaron empleando dos métodos: uno de ellos
consistid en colocarlas entre porta y cubre con una gota de agua y observarlas bajo
microscopio a medida que el agua se iba secando por evaporacién. Una vez que quedaban
quietas se realizaba un dibujo utilizando cdmara clara, ademas se midieron 14 ejemplares. El
otro método utilizado (Tatcher, 2006) consistid en matarlas por calor una vez colocadas con

una gota de agua entre porta y cubre, con los mismos objetivos antes expresados.

Luego del enquistamiento de las cercarias emitidas por los caracoles infectados naturalmente,
las metacercarias resultantes se observaron bajo microscopio, se midieron y se dibujaron con

camara clara.
Se colectaron aproximadamente 300 metacercarias, las que se mantuvieron en heladera hasta
realizar las infecciones experimentales (en distintas ocasiones, dependiendo de la fecha en la

que se colectaban peces, utilizdndose en total 900 quistes).

Andlisis morfométrico de redias.

Se realizé a partir de redias obtenidas luego del aplastado de los moluscos. Estos caracoles
podian corresponder a aquellos que se aplastaban porque no habian liberado ningun tipo de
cercaria (o sea que presentaban una infeccidn oculta), o incluso a algun caracol que ya estaba
apartado liberando la oculocercaria de interés.

Las redias eran colocadas entre porta y cubreobjetos con una gota de agua y observadas al

microscopio. Alli se midieron, fotografiaron y dibujaron con ayuda de camara clara.

Colecta y mantenimiento de los peces en el laboratorio.

Se realizaron varias salidas para colectar peces para infectar. Dichas colectas se realizaron en la
costa de Canelones, en el balneario La Floresta (A° Solis Chico), y en Maldonado (A°

14



Maldonado). La pesca se realizé mediante red de entramado fino, y los peces obtenidos se
trasladaron en bolsas de nylon con poca agua del lugar y una importante cdmara de aire; asi
como en tanques de plastico, también con agua del sitio, hasta el Instituto de Investigaciones
Pesqueras (IIP), Facultad de Veterinaria-UdelaR.

Alli se realizé la necropsia de algunos de los ejemplares (en cada colecta) con el objetivo de
monitorear la presencia o no de trematodes en el intestino de los mismos. Cuando éstos no
presentaron parasitos, se utilizaron peces del mismo lote para las experiencias de infeccion.
Los peces, lisas y madrecitas, se mantuvieron en el laboratorio del IIP en peceras con agua del
sitio en lo posible y de lo contrario con agua preparada manteniendo la salinidad del lugar de

colecta, y con alimentacién a base de Artemia salina.

Infecciones experimentales de los peces.

Se llevaron adelante dos procedimientos distintos para las infecciones de los peces. En uno de
ellos se colocaron en el agua de la pecera, aproximadamente 30 metacercarias por cada uno
de los 4 peces que se encontraban en la pecera experimental. El otro procedimiento consistié
en colocar uno o dos caracoles liberando la oculocercaria de interés en una pecera con poca
agua en la que se mantenian junto con los peces, simulando asi lo que ocurre naturalmente.

En ambos casos la infeccion de los peces sucede por ingestion de la metacercaria. Para facilitar
la ingestion de dichos estadios se privd a los peces de alimento durante las 48 horas previas a
la experiencia.

Paralelamente a los grupos experimentales se mantuvieron grupos control, con las mismas
condiciones, el mismo mantenimiento y el mismo nimero de ejemplares, solo que no se

colocaron metacercarias o caracoles en las peceras.

Experiencia 1. (Infeccion con metacercarias)
Grupo A: Se colocaron 6 madrecitas (Jenynsia sp.), junto a 180 metacercarias de la
oculocercaria de interés en una pecera con agua preparada con una salinidad de 10g/L,
similar a la del sitio de colecta.

Grupo B (Control). Igual cantidad de madrecitas y condiciones, sin metacercarias.

Grupo C: Se colocaron 6 lisas (Mugil platanus) junto a 180 metacercarias de la
oculocercaria de interés. Se mantuvieron en las mismas condiciones.

Grupo D (Control). Igual cantidad de lisas y condiciones; sin metacercarias en la pecera.
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Experiencia 2. (Infeccion mediante caracoles liberando de la cercaria de interés)
Grupo A: se colocaron 10 lisas junto con un caracol infectado y que estaba emitiendo
cercarias en una pecera con agua, a una salinidad de aproximadamente 10 g/L.
Grupo B: Idem anterior, solo que la pecera se dejéo con menos cantidad de agua, para
favorecer el contacto del pez y la forma infectante.

Grupo C y D: (Controles). Igual cantidad de lisas, sin caracol y en cada caso

manteniendo igual volumen de agua que los grupos experimentales.

La experiencia 1 fue realizada en 3 ocasiones para cada una de las especies de peces; mientras
que la experiencia 2 se llevd a cabo 3 veces para la lisa y solamente una para madrecitas.

Es importante aclarar que de las 3 veces que se realizd la experiencia 2 en lisas, solo la primera
fue como indica el Grupo A, ya que las dos veces posteriores se eligié disminuir el volumen de
agua para favorecer el contacto entre el quiste y el pez. En todos los casos mencionados se
mantuvieron grupos control como se indicé antes para cada una de los experimentos.

Todos los grupos experimentales se mantuvieron en el 1P, Facultad de Veterinaria, donde se

realizd su mantenimiento hasta el posterior sacrificio de los peces.

Determinacion de la especie implicada.

El sacrificio de los peces se llevd a cabo por exposicién de los mismos a sobredosis de
Eugenol (anestésico), y se diluye 1/10 en Etanol 70% a razén de 1ml/litro de agua. Esta
metodologia de sacrificio esta actualmente aceptada, y es la recomendada por la CHEA

(Carnevia y cols. 2006).

A continuacion se midid y registré la longitud total de los mismos asi como el peso (grs.). Luego
se procedié a la necropsia, aislando el intestino de los mismos. Este era abierto y vaciado en un
portaobjetos y observado al microscopio entre porta y cubreobjetos. Cuando se hallaron
parasitos, el intestino se lavd con agua y se colocd, junto con el contenido intestinal, en copas
de sedimentacién para analizarse mediante el método de Sedimentacién Simple; realizandose
dos lavados y dejandose sedimentar 20 minutos entre ambos. Luego se removid el
sobrenadante, y el sedimento se analizd en placas de Petri bajo lupa, aislandose los parasitos
en solucién salina fisioldgica. Una vez finalizada la lectura del sedimento, los parasitos se

limpiaron mediante un segundo pasaje en solucidn salina. Primeramente fueron observados in
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vivo con el fin de registrar las estructuras mds sobresalientes, y para determinar si existia mas

de un tipo de digeneo.

Luego se procedié a su fijacién y conservacién. Para esto, se utilizdé como base el método
recomendado por Cribb & Bray (2010); aunque se realizaron algunas modificaciones. A

continuacién se detalla el procedimiento llevado a cabo en este trabajo.

Los parasitos se mataron por calor, ya que de este modo no se contraen. Para ello se calenté a
ebullicidn solucidn salina, y posteriormente se agregaron los parasitos luego que la solucidn
fue apartada de la fuente de calor. Una vez que llegd a temperatura ambiente se prosiguio con
la fijacidn, que se llevd a cabo colocando los parasitos en un eppendorf que contenia Formol
4%, donde permanecieron por al menos 24 horas; luego de lo cual el formol fue removido y se
conservaron en alcohol 70%. En estas condiciones se mantuvieron hasta su posterior tincion

con Carmin de Semichon.

Protocolo de Tincién con Carmin de Semichén (Amato, 1985):

-Colocar los pardasitos (elegidos previamente bajo lupa) en una mezcla de la solucién stock de
Carmin y Alcohol 70%, en relacién 1:1. Tiempo relativo hasta que se observa que han tomado

el colorante.

-Lavado rapido en Alcohol 70%.

-Pasaje por Alcohol Clorhidrico. Tiempo relativo.

-Alcohol 90°, 15 minutos.

-Alcohol 100° 15 minutos.

-ldem anterior.

-Eugenol, tiempo relativo.

Luego de este procedimiento se observaron al microscopio éptico entre porta y cubreobjetos.
Alli se fotografiaron, se realizaron esquemas y se midieron diversas estructuras para el

diagndstico. A continuacion se montaron en Balsamo de Canada.
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Se realizd la identificacién de los parasitos en base al estudio morfolégico antes mencionado,
empleando las claves de Overstreet & Curran, 2005. También se realizé un dibujo de dichos

helmintos utilizando camara clara.

Andlisis de lisas infectadas naturalmente.

Se realizaron muestreos de lisas en la desembocadura del Arroyo Carrasco (limite con el
Departamento de Canelones) y en la costa montevideana Oeste, a la altura del Club de Golf. La
pesca se realizé mediante redes de apertura de 1.5 cm? (para ejemplares de aproximadamente
15 cm) y calderines (para ejemplares de aproximadamente 3 cm).

Los peces fueron sacrificados en el lugar de colecta mediante el método ya descrito, y llevados
al laboratorio para su estudio.

Se realizd la necropsia de los mismos y se aislaron, fijaron y conservaron los pardsitos
haplopdridos que contenian. Estos se compararon morfolégicamente con los obtenidos de

infecciones experimentales.

Produccidn de caracoles en el laboratorio.

Se reprodujo una colonia de caracoles en el laboratorio a fin de estudiar el ciclo a partir
de huevos producidos por trematodes adultos obtenidos experimentalmente del intestino de
peces. Para este fin los caracoles se mantuvieron en placas de Petri, con agua obtenida del
habitat natural, alimentados con lechuga, y fueron monitoreados periédicamente. Una vez
detectada la puesta de huevos, los caracoles fueron aislados en otros recipientes. Los huevos
fueron monitoreados hasta su eclosion y desarrollo hasta una longitud de unos 3 mm de eje
mayor de la conchilla, un tamafio propicio para ser infectados. Este procedimiento se repitio

varias veces, obteniéndose varias generaciones a partir de la colonia original.

Infeccion experimental de ejemplares de Heleobia conexa.

Exposicion de caracoles a huevos de trematodes:

Para obtener huevos maduros del parasito, es decir, con un miracidio desarrollado en su
interior, se aislaron ejemplares adultos (obtenidos del intestino de peces experimental y

naturalmente infectados) en recipientes con solucidn fisioldgica para inducir la oviposicion.

18



Luego de obtenidos los huevos, se pusieron en un recipiente junto con los caracoles

reproducidos a tal propdsito, como se mencioné mas arriba. Se utilizaron 5 caracoles a razén

de 8 huevos por cada uno, o dos parasitos adultos. Esto ultimo se llevd a cabo en los casos en

gue los adultos no ovipusieron en solucidn salina fisiolégica.

Exposicion de caracoles a miracidios:

Algunos pardsitos vivos con huevos maduros, obtenidos de necropsias, se dejaron en solucién
salina fisioldgica por aproximadamente 3 horas de modo de favorecer la eclosién del miracidio.
Al cabo de este tiempo, las larvas ciliadas recién eclosionadas, que nadaban activamente se
“pescaron” con ayuda de una pipeta y se colocaron en una placa de Petri de 9 mm que ya
contenia un caracol nacido en el laboratorio, con un tamafo aproximado de 3 mm. A
continuacién se monitored bajo lupa el encuentro entre la larva y el posible hospedero

intermediario presente en el recipiente.

Algunos de los miracidios obtenidos como se explicd antes, se emplearon para realizar una
breve descripcidon de los mismos, asi como medir determinadas estructuras y distancias. Para
ello fueron pescados y observados al microscopio dptico entre porta y cubreobjetos. Algunos
se mataron empleando solucién Lugol al 4%, y también se observaron y midieron al
microscopio a 100x y 400x. Se realizaron dibujos y esquemas mediante visualizacion directa en
microscopio y utilizando fotografias tomadas en el momento. Finalmente, se observaron a
1000x con el objetivo de contar las hileras de células ciliadas, importante para la clasificacién

de estas larvas.

Andlisis morfométrico de esporocistos.

Luego de la exposicion de los caracoles a huevos del digeneo o a miracidios, segun sea la forma
de infeccién, los moluscos fueron disecados para determinar la presencia de larvas de
digeneos, y en caso afirmativo establecer en qué estadio se encontraban esas larvas
(esporocisto, redias, cercarias). El primer sacrificio se realizé al mes de la exposicion.

Para medir y caracterizar al esporocisto se disecd bien el molusco bajo lupa y luego se llevé al

microscopio dptico.

19



Histopatologia de la parasitosis por trematodes larvales en Heleobia conexa.

Primeramente se procesaron ejemplares de los cuales se deseaba estudiar la
histopatologia. Con este fin se realizé la decalcificacion de la concha de los caracoles y la
fijacidon de los tejidos mediante la solucién de Bouin. Los ejemplares fueron mantenidos en
dicha solucién por 48 horas, luego de lo cual, bajo lupa y con la ayuda de una pinza y una aguja
parasitolégica se separaba la conchilla del cuerpo del invertebrado, tras lo cual el mismo era
sumergido en un eppendorf con alcohol 70%. Veinticuatro horas mas tarde, se realizaba otro
pasaje por alcohol 70%; y de esta forma se eliminaba el exceso de Bouin, y quedaba

conservado y pronto para su posterior uso.

Para dilucidar el efecto histopatoldgico y la localizacién de los digeneos larvales en H. conexa
se pidid al Depto. de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Veterinaria, la realizacién de cortes
histoldgicos seriados de 7 micrémetros de espesor de dos caracoles infectados naturalmente, y

de uno control (no infectado).

Los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina de Mayer’s y Eosina, y montados en Balsamo de

Canada sintético.

RESULTADOS

Determinacion de la especie de los caracoles.

A través de los procedimientos descritos en la seccién anterior, se determind, en los casos que

fue posible la especie a la que pertenecian los caracoles colectados.

El mecanismo mds efectivo para diferenciar las especies del género Heleobia es mediante el
estudio de la morfologia peneana, ya que algunas conchillas exhiben morfos intermedios de
acuerdo a las caracteristicas definidas para ambas; sin embargo coincidié en la gran mayoria
de los casos el diagndstico realizado a partir de la conchilla, con la identificacién realizada en

los aplastados (comparacion realizada en machos).

Existe una amplia dominancia de H. conexa frente a H. australis en el lugar de colecta elegido
para este trabajo. La frecuencia de aparicidn para la primera especie fue entre 0.9 y 1 mientras

que para la segunda fue entre 0 y 0.1.
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H. australis aparecié en 6 de los 11 muestreos analizados (con discriminacién de especie), y el
numero maximo de ejemplares fue de dos por muestreo. Por otro lado, H. conexa se hall6 en

todos los muestreos realizados (Fig. 3).

En total se procesaron 435 caracoles: 110 Heleobia spp.; 317 H. conexa; y 8 H. australis. Los
primeros corresponden a los muestreos 1 a 4, en los que no se determind la especie del

molusco.
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Fechade muestreo

Fig. 3. N° de caracoles identificados a nivel de especie en funcién de los
muestreos realizados.

En promedio, el tamafio (longitud de concha) de los caracoles muestreados fue de 5,25
mm (3,1-7,0 mm; n=411). El tamafio medio de los ejemplares de cada muestreo a lo largo del
periodo de estudio (Marzo 2010-Abril 2011) se mantuvo relativamente constante,
probablemente porque se realizé un muestreo sesgado, colectando en cada oportunidad los
ejemplares mas grandes. Igualmente, se observan ligeras desviaciones del promedio. Los
tamafios maximos de medias se alcanzaron en Junio y Agosto de 2010 y Abril de 2011;
mientras que las medias minimas corresponden al primer muestreo de Setiembre de 2010 y

segundo muestreo de Enero de 2011 (Fig. 4).
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Fig. 4. Variacidn del promedio de longitud de la concha de Heleobia spp. a lo largo
de los muestreos.

Determinacidn de la prevalencia de infeccion.

El nimero de caracoles estudiados oscilé en cada muestreo, generalmente de acuerdo
a la variacion en la abundancia de caracoles en el sitio de estudio; no lograndose colectar en
algunos casos el minimo numero de ejemplares deseado (ver Materiales y métodos). Como
muestra la Tabla 1 y como se expresd antes, hay una gran predominancia de la especie H.

conexa sobre H. australis, habiendo incluso varios muestreos en los que la ultima no aparece.

De los 435 caracoles analizados 60 se encontraron parasitados por larvas de trematodes, por lo
que la prevalencia total de infeccidén fue de 13.8%. A su vez, 15 de ellos estaban parasitados

con estadios de OC-1, correspondiendo a una prevalencia especifica de infeccién de 3.4%.
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Tabla 1. Se presentan los muestreos realizados en este trabajo, la cantidad de caracoles analizados en cada uno y el

numero de ejemplares infectados, discriminado por especie en los casos que se determind la misma.

Total de N° de H. N° de H. N° total de
Muestreo Mes/Afo caracoles H. australis australis H. conexa conexa caracoles
analizados infectados infectados infectados
1 mar-10 22 N/D N/D N/D N/D 11
2 may-10 10 N/D N/D N/D N/D 2
3 jun-10 31 N/D N/D N/D N/D 4
4 ago-10 a7 N/D N/D N/D N/D 4
5 set-10 22 2 0 20 0 0
6 set-10 58 1 0 57 3 3
7 oct-10 28 1 0 27 1 1
8 nov-10 30 1 0 29 3 3
9 nov-10 12 0 0 12 1 1
10 dic-10 40 1 0 39 4 4
11 ene-11 20 2 0 18 3 3
12 ene-11 30 0 0 30 7 7
13 feb-11 40 0 0 40 3 3
14 mar-11 20 0 0 20 4 4
15 abr-11 25 0 0 25 10 10
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Fig. 5. N° total de caracoles infectados y discriminados por especie en funcidn

de los muestreos.
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En el 93.3% de los muestreos hubo al menos un caracol infectado, es decir que solo en uno de
los muestreos se observd ausencia de infeccién. En todos los casos de infecciéon en que se
determind la especie de caracol (muestreos 5 a 15), se observd que la especie de molusco que
actué como hospedero intermediario fue H. conexa y por lo tanto no se hallaron estadios
larvales intramolusquianos en ninguno de los ejemplares de H. australis analizados (Fig. 5y

Tabla 1).

De modo general, la prevalencia total de infeccién (Pt) es mayor a la prevalencia especifica de
infeccidon (Pe) (Fig. 6), por lo que es comun que estos caracoles estén infectados por otros
trematodes, los que también utilizan a éste molusco como hospedero intermediario. En el 60%
de los muestreos, al menos un ejemplar de H. conexa se hallé infectado con OC-1, con lo que
se verificd que se trata de un tipo de cercaria comiUnmente presente en esta especie de

caracol en la costa montevideana (Fig. 6).

Mas alla de que la relacidn entre las prevalencias generalmente muestra una amplia ventaja a
favor de la Pt, hay 3 muestreos en los que ambas prevalencias son iguales, correspondiendo 2
de ellas a ocasiones en las cuales los caracoles solo se encontraron parasitados por estadios
del trematode en cuestidn; y la otra al muestreo en el que no hubo infeccidn de ningun tipo

(Figs. 6y 7).
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Fig. 6. Prevalencia de infeccién en funcién de los muestreos. Pt (%): Prevalencia total de
infeccion; Pe (%): Prevalencia especifica de infeccion.
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Fig. 7. Relacidn entre la Pgy la Pe en cada uno de los muestreos.

En ningln caso se observd coinfeccién por mas de un tipo de trematode puesto que cada
caracol siempre liberd un solo tipo de cercaria, o al aplastarse solo se hallaron cercarias de un
tipo particular. Si fue observado, como se menciond antes, que una misma especie de molusco

puede estar parasitada por varias especies de trematodes.

Las cercarias que se hallaron corresponden a los grupos que siguen: Oculocercarias (6 tipos,

dentro de las que se halla la OC-1); Xifidiocercarias (2 tipos); y Furcocercarias (2 tipos).

MORFOMETRIA DE LOS ESTADIOS LARVALES INTRA Y EXTRAMOLUSQUIANOS

Andlisis morfométrico del miracidio.

Morfologia v medidas.

Este estadio larvario presenta forma ovalada, es ciliado y mide promedialmente 75 um de
longitud x 42 um de ancho, tomando como parte del mismo las cilias (medidas en Tabla 2).
Tiene una importante papila apical, que aparece como una saliencia cénica en su extremo
anterior. Presenta dos manchas oculares, que se observan parcialmente solapadas y se
localizan en el primer cuarto del cuerpo (Fig. 8). Inmediatamente hacia anterior de las mismas

se encuentra el final del ganglio cerebral. Las cilias, que cubren la totalidad de la superficie de
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la larva, corresponden a 5 hileras de placas ciliadas, dos pares en cada lado del miracidio y una

gue recubre el extremo posterior (impar).

Tabla 2. Medidas de miracidios,
expresadas en micrometros.

N° de

Miracidio 1 2 3
Largo 73.2 73.6 | 78.9
Ancho con

cilias 41.8 42.1 | N/D

Ancho sin cilias | 31.2 316 | 36.8
Cilias 5.3 5.3 N/D
Ocelo-ext. Ant N/D 18.4 | 19.7
Ocelo_largo N/D 7.9 7.9
Ocelo_ancho N/D 7.9 6.6

Andlisis morfométrico de esporocistos.

Morfologia.

Fig 8. Miracidios con solucidn Lugol al 4%. A la izquierda, a 100
aumentos; a la derecha a 40 aumentos.

Este estadio larval se evidencié en dos caracoles infectados experimentalmente, uno de los

que habia sido expuesto 32 dias antes; y el otro, hacia ya 60 dias. El molusco sacrificado a los

32 dias post exposicion media 2.9 mm de largo, mientras que el sacrificado a los 60 dias post

exposicién media 3.2 mm.

Morfolégicamente el esporocisto presentéd forma alargada, un color amarronado y un

contenido celular importante, facilmente visible al microscopio éptico (fig. 9).

Medidas (expresadas en mm). Largo: 1.99; ancho minimo: 0.12; ancho maximo: 0.14.
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Fig. 9. Esporocisto del trematode en cuestidon en un ejemplar de H. conexa infectado

experimentalmente. A la izquierda en un enfoque panoramico, y a la derecha a un mayor
aumento.

Andlisis morfométrico de las redias.

Morfologia.

Presentan forma alargada, robusta en general (Fig. 10). Su pared tiene fuertes fibras
musculares transversales que le dan el aspecto de cestillo. La boca se observa en el extremo
anterior, y se encuentra seguida por una fuerte faringe y un tubo digestivo en forma de saco

ciego, cuyo contenido es del mismo color que la glandula digestiva del caracol (Fig. 10 C).

Mantiene en su interior a un gran numero de cercarias, las que luego libera a través de un
poro de postura. Hacia la parte posterior se encuentran varias células germinales. No tienen

collar ni parapodio (Fig. 10).

Medidas (expresadas en mm). Largo: 0.53 (0.27-0.88; n=29); ancho: 0.16 (0.08-0.22; n=29);
Largo de la faringe: 0.038 (0.03-0.042; n=24); ancho de la faringe: 0.035 (0.027-0.042; n=24).

Ver detalle de las mediadas en Anexo (Tabla 7).
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Fig. 10. Redias. A: dibujo de este estadio larval; B: vista al microscopio éptico, donde se aprecian las cercarias en el interior asi como el
tubo digestivo (de color oscuro) y la faringe; C: vista al microscopio dptico, se observan las fibras musculares transversales asi como la

fuerte faringe.

Andlisis morfométrico de cercarias.

Morfologia.

Presenta cuerpo ovalado, poco pigmentado. Ventosa oral subterminal. Presenta dos manchas
oculares, subesféricas, de apariencia granulada; localizadas entre el primer y el segundo tercio
del cuerpo. Aparato digestivo compuesto por: boca, prefaringe, faringe, eséfago y dos ciegos
intestinales con forma de saco, que apenas sobrepasan la mitad del cuerpo hacia posterior. La
ventosa ventral o acetdbulo se halla en la porcién media del cuerpo de la larva. La vesicula
excretora es muy conspicua y tiene forma alargada. La cola es ligeramente mas larga que el
cuerpo y posee dos poros excretores en su porcion mas proximal. No tiene aletas ni cerdas y

termina en una punta roma (Fig. 11).

Medidas (expresadas en mm). Largo del cuerpo: 0.17 (0.15-0.21; n=14); ancho del cuerpo:
0.069 (0.063-0.09; n=10); largo de la cola: 0.19 (0.15-0.24; n=14); ancho de la cola: 0.033
(0.018-0.04; n=10); largo ventosa oral: 0.034 (0.032-0.038; n=6); ancho ventosa oral: 0.04
(0.034-0.045; n=6); largo de ventosa ventral: 0.03 (0.022-0.04; n=5); ancho de ventosa ventral:
0.03 (0.022-0.05; n=5); largo de la faringe: 0.022 (n=4); ancho de la faringe: 0.014 (0.01-0.018;
n=4); distancia extremo anterior-ocelos: 0.04 (0.035-0.05; n=6), ver detalle de las medidas en

seccion Anexo (Tabla 8).
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Fig 11. Izquierda; dibujo de cercaria realizado con cdmara clara, y derecha, el mismo estadio al
microscopio dptico.

Andlisis morfométrico de metacercarias.

Morfologia.

Quiste de forma cdénica que se forma libre en la columna de agua. Cerca del extremo anterior
presenta dos manchas oculares de forma redondeada y aspecto granular, muy similares a las
de la cercaria. La cubierta del quiste en esta extremidad posee un rodete, que aparece como
dos abultamientos laterales en vista frontal. Presenta la ventosa oral subterminal, prefaringe,
faringe, eséfago y dos ciegos intestinales en forma de saco. Ventosa ventral ecuatorial.
Vesicula excretora en forma de Y, de cuyos extremos proximales emergen los conductos

excretores, que terminan cerca del extremo posterior de la faringe (Fig. 12).

Presenta en su extremidad posterior una prolongacién, a la que llamamos filamento caudal,

que exhibe forma de lazo, y que en ocasiones parece una cola fina.

Medidas (expresadas en mm): Largo: 0.22 (0.17-0.26; n=27); ancho 0.053 (0.037-0.067; n=27);
largo del filamento caudal: 0.07 (0.034-0.14; n=22); ancho del filamento caudal: 0.025 (0.024-

0.026; n=12), ver tabla en Anexo.
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Fig. 12. A: vista al microscopio éptico; B: dibujo del mismo estadio larval y C: foto
del extremo posterior del quiste, en el que se aprecia el filamento caudal.

Infeccion experimental de los peces.

Forma de infeccion: de acuerdo a las dos formas de infeccién distintas que se ensayaron en
este trabajo, se concluye que la forma de infeccion mds eficiente consisti6 en poner en
contacto al caracol emisor de cercarias de interés con los peces, dado que éste modo de
infeccion fue exitoso en la mayoria de las oportunidades, mientras que no lo fue el colocar
metacercarias en la pecera (Tabla 3). Ademas la cantidad de pardsitos obtenidos del intestino
de las lisas infectadas de la primer forma fue ampliamente mayor. De todos modos ambas

experiencias lograron la infeccidn, por lo que ambas cumplieron con el objetivo.

Hospedero suceptible: Como se expresé en materiales y métodos, se infectaron dos especies
distintas de peces; Jenynsia sp. y M. platanus. La primera no se infecté con ninguna de las
formas de infeccion empleadas, en ninguna de las experiencias. Contrariamente, los
ejemplares de M. platanus si resultaron infectados (Tabla 3), e incluso mediante ambas formas

de infeccién; por lo que constituye un hospedero susceptible al digeneo en cuestion.
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Tabla 3. Experiencias realizadas, numero de repeticiones que se realizd para cada una, y resultado
cualitativo de la forma de infeccidn en cada una de las veces que se llevé a cabo cada experiencia. Neg:
Negativa (cuando ninguno de los peces se infectd); Pos: positiva (cuando al menos uno de los peces

resulto infectado).

N° de réplicas Resultado (forma
N° Experiencia, detalle Hospedero de la experiencia de infeccion)
1 (peces + metacercarias) | Jenynsia sp. 2 Neg, Neg, Neg.
1 (peces + metacercarias) | M. platanus 2 Pos, Neg, Neg.
2 (peces + caracol emisor) |Jenynsia sp. 0 Neg.
2 (peces + caracol emisor) | M. platanus 2 Neg, Pos, Pos.

Localizacién en el pez: los trematodes adultos se hallaron tanto en la luz intestinal como fijos a
la mucosa del mismo. En particular se observé una densidad mayor de parasitos en el tercio

posterior de dicho érgano.

Tiempo de desarrollo del parasito adulto: luego de las infecciones los peces se sacrificaron a
distintos tiempos para obtener parasitos adultos. En las infecciones mediante metacercarias,
se obtuvieron inmaduros a los 20 dias, y adultos al mes de la misma. En los casos en los que se
expusieron las lisas al caracol emisor se observaron inmaduros ya a la semana del comienzo de

la experiencia y adultos maduros a los 18-20 dias del mismo.

Determinacion de la especie de trematode implicada.

El adulto del parasito digeneo hallado en lisas necropsiadas correspondientes a
infecciones experimentales, exhibe un cuerpo de forma alargada mas fino hacia los extremos
anterior y posterior, y globoso en la porcion media anterior (Fig. 13 A-D). Presenta un
tegumento muy grueso provisto de hileras de importantes espinas a lo largo de todo el cuerpo
(Fig. 14 D). El extremo anterior muestra una forma redondeada, dada por la ventosa oral,

mientras que la parte posterior del parasito termina en forma roma (Fig. 13 A-D).
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Fig. 13. A-D: Vista panoramica de distintos ejemplares obtenidos a partir de infecciones experimentales.

También en el extremo posterior, presenta un esfinter muscular, que aparece

rodeando al tubo excretor.

Como drganos de fijacién tiene dos ventosas musculares subesféricas, la oral
subterminal (Fig. 14 A y B) y el acetabulo situado entre el ecuador y el extremo anterior,

aungue mas cerca del primero (Fig. 14 C).
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Presenta una prefaringe corta, seguida por una faringe muscular de tamafio mediano

(Fig. 14 B).

Fig. 14. Extremidad anterior del trematode. A: se observa la ventosa oral subterminal y la faringe; B: se observa la

ventosa oral, el tegumento grueso, y la faringe; C: se observan ambas ventosas, principalmente el acetabulo,
subesférico; D: espinas en hileras; y E: idem anterior en otro plano, donde se aprecia la ventosa oral y el tegumento,
bien grueso.

A continuacién se encuentra el eséfago, relativamente largo, que se bifurca cerca de la
zona media del cuerpo, dando lugar a los dos ciegos intestinales (bifurcacién anterior al
comienzo de la glandula vitelégena, y nunca terminando mas alld de ésta). Los ciegos son
cortos y presentan forma de saco (Fig. 15 A). También en la parte anterior del digeneo, se
observan pigmentos oculares difusos, localizados en la parte dorsal del trematode (Figs. 13 Cy

15 Ay B). El poro genital estd situado cerca del acetabulo, un poco hacia anterior.

La glandula vitelégena comprende una Unica masa, compacta y comunmente de forma

subesférica (Fig. 15 B), aunque hay ejemplares en los que es algo piriforme (Fig. 17 A). Se

33



localiza generalmente hacia posterior de la linea ecuatorial, a partir del segundo tercio de los
ciegos (Figs. 15 y 16). Adyacente a esta glandula (a la altura mas anterior) se halla el ovario

que posee forma ovoide (Fig. 16 B).

Fig. 15. Vista general del Trematodo adulto. A: ejemplar posicionado de perfil visto al microscopio 6ptico; B:
ejemplar visto desde dorsal. Vo: ventosa oral; Vv: ventosa ventral; F: faringe; SH: saco hermafroditico; C:
ciegos; Ov: ovario; Vt: vitelégena; T: testiculo.

Fig. 16. A: Individuo de perfil. POd: pigmentos oculares difusos; Vv: ventosa ventral; SH: saco hermafroditico; VSi:
vesicula seminal interna; Vt: gldndula viteldgena. B: Ejemplar de dorsal. Ov: ovario.
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Presenta un importante saco hermafroditico (Figs. 16 A, B y 17 B), el que es
considerablemente mds largo que ancho y contiene a la vesicula seminal interna (Fig. 16 A).

Por fuera del mismo se halla la vesicula seminal externa. Ambas vesiculas son de forma oval.

Entre el segundo y tercer tercio del cuerpo se localiza el testiculo, Unico y de forma variable,
dependiendo el grado de madurez del parasito, siendo de mayor tamafio en relacién al cuerpo
en aquellos individuos inmaduros, es decir que no presentan huevos, o si los tienen éstos no
poseen un miracidio desarrollado en su interior. En estos casos el testiculo puede ocupar

practicamente la totalidad de la parte posterior del parasito (Figs. 13 Ay 17 A).

Fig. 17. A: Individuo de perfil. Vt: glandula vitelégena; Ov: ovario; T: testiculo. B: Ejemplar en posicidén

ventro-lateral. Vo: ventosa oral; F: faringe; Vv: ventosa ventral; SH: saco hermafroditico.

Cuando se trata de ejemplares maduros, los dos tercios posteriores del cuerpo se encuentran
ocupados por huevos, los que se observan en el interior del Utero. Este ultimo presenta asas

ascendentes y descendentes.

Los huevos son elipsoides, operculados (Fig. 18 A y B) y su tamafio es grande en comparacion
al cuerpo, por lo tanto su nimero no es muy alto. En la mayoria de los parasitos observados se
aprecian dos tipos distintos de huevos, unos maduros y otros inmaduros. En el primer caso, el
contenido del huevo consiste en un miracidio bien desarrollados con un par de manchas
oculares, las que ocasionalmente aparecen solapadas total o parcialmente, y el aspecto
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general del interior del huevo es transparente y uniforme (Fig. 18 Ay B). En contraposicion, los
huevos inmaduros no poseen aldn un miracidio en su interior, y su contenido no es uniforme

sino que se observan dos masas granulosas de color amarronado en los polos (Fig. 18 A).

En la parte posterior del cuerpo se halla la vesicula excretora con forma de Y, y transparente.

4
Fig. 18. Ejemplar in vivo. A: Se observa la glandula vitelégena, los huevos en distinta etapa de maduracién (maduros e inmaduros),
miracidios eclosionados in utero, y el saco hermafroditico. B: vista a mayor aumento del mismo ejemplar.
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Tabla 4. Morfometria del estadio adulto del trematodo problema (n = 13). Las medidas corresponden a ejemplares de infecciones
experimentales.

Los valores se expresan en um. VO_L: largo de la ventosa oral; VO_A: ancho de la ventosa oral; FARINGE_L: largo de la faringe: FARINGE_A:
ancho de la faringe; VV_L: largo de la ventosa ventral; VV_A: ancho de la ventosa ventral; OVARIO_L: largo del ovario; OVARIO_A: ancho del
ovario; VITELOGENA_L: largo de la glandula viteldgena; VITELOGENA_A: ancho de la glandula vitelégena; TEST_L: largo del testiculo; TEST_A:
ancho del testiculo; SACO HERM_L: largo del saco hermafroditico; SACO HERM_A: ancho del saco hermafroditico; CIEGOS_L: largo de los

Medidas (um) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Media
LARGOTOTAL | 732,2 | 941,4 | 878,6 | 868,2 | 1046 | 402,3 370 444 474,4 - 371,9 | 433,2 | 4453 617,3
ANCHO MAX. 366,1 | 334,7 | 334,7 | 334,7 | 360,9 | 91,3 110 | 110,2 | 125 119 | 102,3 | 140,8 | 115,4 203,5
VOo_L - - - - - 55,6 45 53 49,7 53,4 50 57,6 - 52
VO_A - - - - - 52,3 43,5 53,8 45,3 53,7 38,5 49,9 - 48,1
FARINGE_L - - - - - 36,8 31,2 35,8 36,5 - - - 34 34,9
FARINGE_A - - - - - 30,4 29,2 30,1 33,6 - - - 333 31,3
WL - - - 97,3 | 102,6 - 46,8 | 45,4 - - 46,2 | 57,8 - 66,1
VV_A - - - 89,4 | 102,6 - 33,7 38,4 - 48,8 32,6 58,8 - 57,8
OVARIO_L - - - - - - - - - 55,5 - 25,1 - 40,3
OVARIO_A - - - - - - - - - - - 48,4 - 48,4
VITELOGENA_L - 63,1 - - 92,1 56,4 50,8 44,8 66 - 46,1 414 40,5 55,7
VITELOGENA_A - 65,8 - - - 28,9 40 28,7 | 4438 - 40,4 | 431 32,8 40,6
TEST L - - - - - - - - - - - 80,3 68,4 74,4
TEST_A - - - - - - - - - - - 45,8 36,8 41,3
SACO HERM_L - - - - - 102,4 | 102,8 - - - - 138 - 114,4
SACO HERM_A - - - - - 45,2 43,9 - - - - 57,6 - 48,9
CIEGOS_L - - - - - - - - - - - 43,3 - 43,3
CI-EXT. ANT. - 428,9 - - - - - - 200,2 - - 246,3 - 291,8
CI-EXT. POST. - - - - - - - - - - - 202,8 - 202,8
HUEVO_L 60,5 76,3 78,9 69,7 73,6 - - - - - - - -

HUEVO_A 31,6 43,2 36,8 42,1 44,7 - - - - - - - -

HUEVO_L 57,9 - - 71 - - - - - - - - -

HUEVO_A 31,6 - - 39,5 - - - - - - - - -

HUEVO_L 60,5 - - 73,6 - - - - - - - - -

HUEVO_A 28,9 - - 40,8 - - - - - - - - -

HUEVO_L 63,1 - - - - - - - - - - - -

HUEVO_A 28,9 - - - - - - - - - - - -

HUEVO_L 68,5
HUEVO_A 36,8

El parasito descrito pertenece a la Superfamilia Haploporoidea por poseer un
tegumento provisto de espinas, pigmento ocular disperso en la parte anterior del cuerpo y

ventosa ventral anterior. Con respecto al sistema reproductor, las caracteristicas que lo

37




relacionan a este taxén son la presencia de un Unico testiculo en la porcién posterior del

cuerpo, presencia de vesicula seminal externa y de saco hermafroditico.
Dentro del taxdn antes mencionado se hallan dos Familias: Haploporidae y Atractotrematidae.

El digeneo del presente trabajo puede ubicarse dentro de la familia Haploporidae por poseer
un testiculo, ovario pre-testicular y miracidios con manchas oculares en el interior de los

huevos.

Hasta el momento se conocen 4 subfamilias pertenecientes a la familia Haploporidae:
Haploporinae, Chalcinotramatinae, Megasoleninae y Waretrematinae. A partir de la
morfologia descrita para el pardsito en cuestién, podemos incluirlo dentro de la subfamilia

Haploporinae por poseer una vitelaria constituida por una Unica masa de foliculos coalescidos.

Dentro de la subfamilia Haploporinae hay varios géneros, los que se diferencian
principalmente por caracteristicas de las glandulas vitelégenas asi como por la longitud de los
ciegos. El parasito en cuestion pertenece al género Dicrogaster por presentar dos ciegos
intestinales cuya longitud no alcanza la mitad del largo total del cuerpo. A su vez también

presenta una vesicula seminal externa en forma de saco.

A nivel mundial se han descrito 4 especies: D. perpusilla, D. contracta, D. fastigatus, y D.
fragilis (esta ultima discutida actualmente). Tomando en cuenta el analisis morfoldgico y las
medidas realizadas a partir de 13 ejemplares correspondientes a infecciones experimentales,
incluimos al digeneo problema dentro de la especie D. fastigatus. Este diagndstico se basa en
que los ejemplares poseen una Unica masa de foliculos vitelinos (cuyo tamafio es
considerablemente mayor que el de la faringe), el pequefio tamafio de la ventosa ventral en
relacidn al cuerpo, el largo del saco hermafroditico y la escasa longitud de la porcién anterior

del cuerpo.

Andlisis de lisas infectadas naturalmente.

Paralelamente a las infecciones experimentales, se realizd6 el estudio de ejemplares de

Haplopdridos obtenidos de lisas colectadas en la costa del Rio de la Plata.
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Se analizaron 34 lisas que median en promedio 13,7 cm. De forma general se encontraron
pardsitos adultos morfolégicamente muy similares al identificado a través de infecciones
experimentales; ejemplares adultos de morfologia distinta, siendo éstos de al menos 2 géneros
diferentes (uno de los que estaria incluido en la familia Haploporidae); y por ultimo,
metacercarias. En este ultimo caso la lisa no actua como hospedero definitivo sino como
hospedero intermediario del parasito. El hecho de haber hallado otros trematodes adultos en
el intestino de estos peces, implica que los mismos son utilizados por varias especies de
pardsitos como hospederos definitivos en el estuario del Rio de la Plata (Alarcds & Etchegoin,

2010).

Centrandonos Unicamente en el parasito de morfologia similar al obtenido a partir de lisas
infectadas de forma experimental, se determind que la prevalencia del mismo fue 88,2% en las
lisas analizadas. Este valor pone en evidencia el hecho de que la presencia del pardsito en

cuestion es muy comun en el intestino de estos vertebrados.

La morfologia del pardsito que exhibe una gran similitud con el de las infecciones
experimentales es practicamente idéntica a la descrita para este ultimo, no observandose
ninguna diferencia notoria entre los mismos. En cuanto a las medidas de las distintas
estructuras se han observado algunas diferencias, aunque de todos modos practicamente la
totalidad de las medidas (de experimentales y naturales) entran en los rangos descritos hasta

el momento para la especie.

Entonces, tomando en cuenta la morfologia y las medidas de las distintas estructuras
(Tabla 5), podemos concluir que se trata de ejemplares pertenecientes a la misma especie que
el parasito proveniente de las infecciones experimentales, y por lo tanto correspondiente a D.

fastigatus.
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Tabla 5. Morfometria de algunos trematodes obtenidos a partir de lisas infectadas naturalmente.

Medidas (um) 1 2 3 4 5 6 7 Media
LARGO TOTAL 564,4 575,3 460,2 533,5 - 443,3 540,2 519,5
ANCHO MAX. 234,8 209,2 125,5 135,9 - 152,2 210,5 178,1
VO_L 67 55,2 68,4 60,5 52,6 54,8 54,7 59,1
VO_A 56,5 65,8 - 53,2 60,5 54,6 52,3 57,2
FARINGE_L - - - - 21 28,9 26,8 25,6
FARINGE_A - - - - 28,9 26,3 24,2 26,5
ESOFAGO - 105,8 - - - - 110 107,9
wW_L 94,1 68,4 65,8 50 63,1 - 60,2 66,9
VV_A 52,3 65,8 55,2 42,1 55,2 - 55,4 54,3
OVARIO_L 46,2 99,4 - 52,6 - - 54,6 63,2
OVARIO_A 86 50.9 - 39.5 - - 65,2 75,6
VITELOGENA_L 83,9 76,3 39,5 65,8 39,5 60 57 60,3
VITELOGENA_A 86 65,8 44,7 42,1 39,5 48,1 62,1 55,5
TEST_L 72,7 65,8 - 150 - 152,6 77,6 103,7
TEST_A 58,7 47,3 - 60,5 - 69,6 48,7 57,0
SACO HERM_L 121,1 157,6 - - - - 135 137,9
SACO HERM_A 76,7 55,5 - - - - 62,2 64,8
CIEGOS_L 65,6 63,1 - - - - 63,1 63,9
CI-EXT. ANT. 322,8 345,2 - - - - 321,4 329,8
CI-EXT. POST. 272,4 230,1 - - - - - 251,3
HUEVO_L 37,2 44,7 - - 44,7 65,8 65,8

HUEVO_A 19,6 23,7 - - 21 27,6 27,6

HUEVO_L 42,4 53,2 - - 60,5 61,8 63,2

HUEVO_A 20 25,4 - - 28,9 26,3 26,3

HUEVO_L 38,4 52 - - 60,5 63,1 65,8

HUEVO_A 20,1 25,4 - - 27,6 28,9 27,6

HUEVO_L 41,8 53,2 - - - 61,8 60,5

HUEVO_A 21,6 27,7 - - - 28,9 24,7

HUEVO_L 42,8 - - - - - 44,7

HUEVO_A 22,8 - - - - - 23,7

HUEVO_L 43,2 - - - - - -

HUEVO_A 22,7 - - - - - -

HUEVO_L 53,1
HUEVO_A 24,9

Si bien, como se mencioné mas arriba, no se observaron diferencias considerables entre los

pardsitos obtenidos de infecciones naturales y experimentales (exceptuando sutiles diferencias
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en las mediadas de algunas estructuras) (Tabla 6), en los ejemplares correspondientes a las
primeras se observaron estructuras con mas precisién, como ser ovario, esdéfago, saco
hermafroditico (conteniendo a la vesicula seminal interna), y vesicula seminal externa (Fig. 19

A).

Lo mas relevante desde el punto de vista taxondmico fue que se logrd teiiir bien el saco
hermafroditico, logrando visualizar esta estructura de forma completa, evidenciando sus
limites y forma con exactitud, asi como la de las vesiculas seminales, interna y externa.

Ademas se observan con claridad los ciegos intestinales, cortos y con forma de saco (Fig. 19 A).

Fig. 19 A. Vista panoramica de un individuo adulto obtenido a partir de lisas
infectadas naturalmente. Vo: ventosa oral; Vv: ventosa ventral; C: ciegos; VSi:
vesicula seminal interna; VSe: vesicula seminal externa; Ov: ovario; Vt:
vitelédgena; T: testiculo.

En algunos ejemplares maduros se visualizaron las ramas ascendentes y descendentes del

utero, el cual contiene tanto huevos maduros como inmaduros (Fig. 20).
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A su vez, se destaco la presencia de un miracidio eclosionado ya en el Utero (Fig. 20 A y B).
Como consecuencia de dicha eclosidn se observa un huevo vacio, en el que se logré apreciar el
opérculo (Fig. 20 B), caracteristica morfolégica que coincide con la descrita para los parasitos

obtenidos a partir de infecciones experimentales.

Fig. 19 B. Vista a mayor aumento del mismo individuo donde se
observa el tegumento espinoso.

Fig. 20. Vista a mediano aumento del Digeneo. A: U: Utero, se observan las asas
ascendentes y descendentes; Hi: huevo inmaduro, sin miracidio formado en su
interior. B: vista a mayor aumento. H/op: huevo en el que se observa claramente la
presencia de opérculo; M: miracidio eclosionado in Utero; Hm: huevo maduro; Vt:
glandula vitelégena; C: ciegos intestinales.
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A continuacién se presenta una Tabla comparativa de la morfometria de los parasitos
obtenidos de infecciones experimentales versus los obtenidos a partir de infecciones

naturales.

Tabla 6. Comparacién de las medias, rangos y n, de los pardsitos obtenidos a partir
de infecciones naturales y experimentales.

Medidas Ejemplares de inf. naturales Ejemplares de inf. Experimentales
(um) Media Rango N Media Rango N
LARGO TOTAL 519,5 443,3-575,3 7 617,3 370,0-1046,0 12
ANCHO MAX. 178,1 125,5-234,8 7 203,5 91,3-366,1 13
VO_L 59,1 52,6-68,4 8 52 45,0-57,6 7
VO_A 57,2 53,2-65,8 7 48,1 38,5-53,8 7
FARINGE_L 25,6 21,0-28,9 4 34,9 31,2-36,8 5
FARINGE_A 26,5 24,2-28,9 4 31,3 29,2-33,6 5
ESOFAGO 107,9 105,8-110,0 3 N/D N/D -
v L 66,9 50,0-94,1 7 66,1 45,4-102,6 6
VV_A 54,3 42,1-65,8 7 57,8 33,7-102,6 7
OVARIO_L 63,2 46,2-99,4 5 40,3 25,1-55,5 2
OVARIO_A 75,6 39,5-86,0 5 48,4 48,4 1
VITELOGENA_L 60,3 39,5-83,9 8 55,7 40,5-92,1 9
VITELOGENA_A 55,5 39,5-86,0 8 40,6 28,9-65,8 8
TEST_L 103,7 65,8-150,0 6 74,4 68,4-80,3 2
TEST_A 57 48,7-69,6 6 41,3 36,8-45,8 2
SACO HERM_L 137,9 121,1-157,6 4 114,4 102,4-138,0 3
SACO HERM_A 64,8 55,5-76,7 4 48,9 43,9-57,6 3
CIEGOS_L 63,9 63,1-65,6 4 43,3 43,3 1
CI-EXT. ANT. 329,8 321,4-345,2 4 291,8 200,2-428,9 3
CI-EXT. POST. 251,3 230,1-272,4 3 202,8 202,8 1
HUEVO_L 53,1 37,2-65,8 22 68,5 57,9-78,9 10
HUEVO_A 24,9 19,6-28,9 22 36,8 28,9-44,7 10

Globalmente las medidas correspondientes a las distintas estructuras son similares.

En algunos casos particulares las medias son considerablemente diferentes, pero los rangos se
solapan, por lo que se consideran como coincidentes. En otros casos (como el ancho del

testiculo), los rangos de las medidas de los ejemplares experimentales y naturales no se
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solapan; sin embargo si entran en los rangos publicados en otros trabajos, por lo que seguirian

correspondiendo a la misma especie de digeneo identificada en este trabajo.

Solamente en el caso de las medidas de largo y ancho de los huevos de pardsitos obtenidos de
infecciones experimentales puede afirmarse que no coinciden ni entran en los rangos

publicados hasta el momento (Blasco-Costa y cols., 2009).

Fig. 21. Esquema del ciclo bioldgico de D. fastigatus.

Histopatologia y localizacion de los trematodes larvales en H. conexa.

En los cortes histolégicos del caracol control no se observan formas parasitarias de ningun tipo

ni alteraciones histolégicas (Fig. 22), mientras que en los cortes de los caracoles infectados se
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observan una gran cantidad de formas larvales (Fig. 23 A-C, 24 y 25)). Dichas larvas aparecen
de un color violeta intenso en los cortes histoldgicos. Se presentan en gran numero, y
corresponden a redias y cercarias; las primeras identificadas principalmente por su gran
tamafio y contenido de varias formas con manchas oculares; y las cercarias por su tamafio mas

reducido y presencia de un par de ocelos.

El caracol control es una hembra, mientras que de los ejemplares infectados uno es un macho.
Del otro caracol infectado no se logré identificar el sexo, ya que carecia por completo de tejido

gonadal.

En el molusco control se observa el ovario, con tejido ovarico y foliculos (Fig. 22 B).

Fig. 22. Corte parasagital del caracol control. A: vista general del cuerpo; B: tejido reproductor femenino, ovario
y foliculos ovdricos.

Con respecto a la localizacidon de las formas larvales en los caracoles infectados, se
determind primeramente que a ciertos niveles de corte, éstas ocupan la zona adyacente al

recto, hacia el lado contrario a las branquias. En el ejemplar control, en esta posicién se
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encuentra el oviducto paleal. A ese nivel de corte, es la Unica zona que se ve afectada,

observandose una gran cantidad de larvas, fuertemente concentradas en esa area (Fig. 23).

Fig. 23. Mismo sitio anatdmico del caracol, del recto hacia el lado contrario de las branquias. A: macho infectado en el
que se observan las larvas; C: idem anterior a mayor aumento; B: hembra control en la que se observa el oviducto paleal
en el sitio donde estan las larvas en el macho; D: idem anterior pero a mayor aumento.

En otros cortes del mismo caracol infectado se identificaron larvas localizadas en la glandula

digestiva o hepatopancreas y las estructuras reproductoras del macho (testiculo).
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Considerando la totalidad de los cortes seriados, la localizacién preferencial para las larvas de

éste parasito es el tejido gonadal y luego la glandula digestiva.

Fig. 24. Corte del caracol infectado; A: Larvas del trematodo (redias y cercarias) localizadas entre la glandula

digestiva o hepatopancreas y las estructuras reproductoras del macho. B: Idem anterior, a mayor aumento y en
otro corte del mismo caracol.

En las zonas de alta densidad de estadios parasitarios, no se observaron efectos
histopatoldgicos de ningln tipo, ni inflamacidn local ni encapsulamiento de la larva. Sin
embargo, se aprecid una compresion de los érganos dado que el volumen ocupado por los

pardsitos fue considerable.

En el otro ejemplar infectado no se hallé tejido reproductivo de ningun tipo, en
ninguno de los cortes histoldgicos, por lo que se determind que el molusco fue castrado. A su
vez, en este individuo no se observé la presencia de tejido conjuntivo como en los otros dos
ejemplares, es decir control e infectado, sino que hay hemolinfa en todo el espacio que tendria
que estar ocupado por el mismo. También hay una gran cantidad de hemolinfa en el lugar que
se localizaria el tejido reproductivo (Fig. 25).
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Fig. 25. Corte histoldgico de caracol infectado. A: GD: glandula digestiva; HL: hemolinfa; LT: larvas de trematodes. B: Otro corte a distinto nivel,
donde se observan las mismas estructuras que en A.
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DISCUSION

En el presente trabajo se ha logrado dilucidar el ciclo biolégico completo de la
oculocercaria denominada OC-1, e identificar el parasito al que corresponde. Es la segunda
especie de trematode que se identifica, cuya biologia se da a conocer, que utiliza a Heleobia

spp. como hospedero intermediario en la costa de Montevideo.

La primera especie que se identificd y que se determiné el ciclo biolégico fue Ascocotyle

(Phagicola) longa, trematode de la familia Heterophyidae (Carnevia y cols., 2005).

La especie identificada, Dicrogaster fastigatus Tatcher y Sparks 1958 es la primera

especie de la familia Haploporidae en ser registrada en Uruguay.

Como se menciond en la seccidén anterior, el ciclo biolégico tiene dos actores importantes para
el desarrollo del parasito: Mugil platanus, que actia como hospedero definitivo; y Heleobia

conexa, como hospedero intermediario.

Los estadios larvarios que se desarrollan en el interior de H. conexa incluyen: esporocisto,
redias, y cercarias. Una vez que éstas Ultimas abandonan al caracol, se forman las
metacercarias (por enquistamiento de cercarias), estadio infectante para el pez hospedero
definitivo. En el intestino del mismo se desarrollan los trematodes adultos, los que maduran,

copulan y ponen huevos conteniendo un miracidio.

Una vez que los adultos se aislaron en solucidn salina fisioldgica (procedimiento de
rutina en las necropsias), se observaron miracidios nadando activamente en la solucién, lo que
hace suponer con fuerza que ésta es la forma que infecta a los caracoles; lo que coincide con lo
reportado por Schell, (1985) y Gibson & Bray, (1994), quienes indican que la forma de
trasmisiéon de los haplopdridos son los miracidios. También se ha observado la eclosién de
miracidios en el interior de ejemplares de D. fastigatus estudiados in vivo, e incluso en algunos
procesados para tincion. Estas observaciones dejan una secuencia incompleta de eventos: élos
miracidios eclosionan en el interior del parasito y salen nadando al exterior? édel pardsito
salen huevos maduros que eclosionan rdpidamente en el ambiente? ¢co-ocurren ambos

sucesos?

El fendmeno de eclosién de los miracidios en el interior del parasito se ha denominado
eclosién in utero, y ha sido descrito para Parorchis acanthus, y se ha considerado como un

proceso que ocurre ocasionalmente (Smyth, 1966). Para evitar que ocurra la eclosién antes de
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la llegada al exterior, existen mecanismos que inhiben la eclosién en el interior del hospedero

definitivo (Smyth, 1966).

Sorprendentemente, 5 afos mas tarde de la publicacion de Smyth, se reporté la eclosion in
utero para D. fastigatus en mugilidos y se describiéo como un evento frecuente en los parasitos
de esta especie (Overstreet, 1971). Esta informacidn coincide con las observaciones realizadas
en el presente trabajo, por lo que se confirma tanto la ocurrencia como la frecuencia del
fendmeno de eclosién in utero en D. fastigatus. Pearson (1968) sugiere que la combinacion de
poca vitelaria con un embrién completamente desarrollado, y miracidios que eclosionan
rapidamente es un ejemplo de evolucién paralela de una adaptacién comun de digeneos
pardsitos de hospederos en zonas intertidales, cuyo fin es evitar la desecacién de los huevos

qgue no han eclosionado (Overstreet, 1971).

Si bien los ciclos que dependen de la eclosion de los miracidios son mas susceptibles a las
condiciones ambientales que aquellos en los que el molusco directamente consume el huevo,
los mismos son exitosos ya que se observan frecuentemente en la naturaleza ejemplares de H.

conexa parasitados y se han logrado infecciones experimentales en el laboratorio.

En contraste con lo anterior, también es muy probable que muchos ciclos queden sin
continuidad debido a la muerte de miracidios, principalmente por la susceptibilidad frente a
las condiciones climaticas al carecer de cubierta protectora (al contrario del huevo), y por el
gran gasto energético que realizan nadando activamente para hallar un hospedero susceptible
donde continuar su desarrollo. La gran abundancia de Heleobia spp. en las costas del Rio de la

Plata podria compensar estas pérdidas.

Un hecho que contribuye al éxito de la transmisidn es la coexistencia de los caracoles y
lisas en las charcas de marea y en las puntas rocosas de la costa, en lugares con poca agua y

abundancia de moluscos y peces.

Con respecto al hospedero intermediario, si bien en nuestro sitio de muestreo no se
encontraron ejemplares de H. australis infectados en ninguna de las colectas realizadas entre
Marzo del 2010 y Abril del 2011, si han sido hallados en otras oportunidades (O. Castro, com.
Pers. 2010). En dichos casos se han encontrado mas de un tipo de cercarias, dentro de las que
se incluye la OC-1. Es de resaltar que este caracol es mas abundante y estd mas

frecuentemente parasitado en la costa de Punta Gorda que en el Buceo (Montevideo). Como
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consecuencia, el hecho de no haber colectado practicamente ejemplares en los distintos

muestreos, posiblemente se deba a su escasa abundancia en el lugar.

Hemos observado que H. conexa alberga una rica comunidad de trematodes larvales, y que es
un molusco muy abundante en la costa montevideana, particularmente en la zona del Buceo.
A pesar de la variacidon en su abundancia a lo largo del afo, siempre fue posible colectar
ejemplares, por lo que se aprecia que estos invertebrados estan bien adaptados a las distintas
condiciones climaticas y oceanograficas, constituyendo un éxito desde el punto de vista
parasitario ya que permiten la continuidad del ciclo de varios trematodes, y por lo tanto tienen

un rol trascendente en la biologia de los mismos.

Como se menciond, la presencia de larvas de trematodes en H. conexa es muy frecuente,
hecho que quedd demostrado a través de los valores de prevalencia general, los que han
alcanzado el 50% en el sitio de colecta. Esto indica que la dindmica de los ciclos biolégicos en la

gue estos moluscos estan involucrados es alta.

A lo largo de este trabajo, se han observado en H. conexa diferentes estadios parasitarios
(esporocistos, redias, y cercarias), y de distintos tipos (al menos 10 en total), correspondiendo
a parasitos de distintas especies, lo que evidencia la riqueza de la comunidad de trematodes

larvales.

A pesar de que en el presente trabajo no se observaron diferencias apreciables entre la
longitud de la concha de los ejemplares de H. conexa a lo largo de los muestreos, y por lo tanto
diferencias con respecto a la Prevalencia total de infeccion (Pt), se atribuye a que los
muestreos fueron sesgados, ya que existen estudios que han comprobado la existencia de una
correlacién significativa entre la prevalencia de infeccidn por larvas de trematodes vy la talla de

los ejemplares de Heleobia (Etchegoin, 1997; Castro y cols., 2006).

Por otro lado, en Argentina se ha evidenciado que existe una relacién entre las prevalencias
totales y las estaciones de muestreo, aumentando las infecciones en primavera y verano
(Etchegoin, 1997). En el presente trabajo no se evidencié una tendencia estacional similar, sino
picos de Pt en los meses de Enero, Marzo y Abril. Sin embargo, considero que para establecer
una estacionalidad habria que continuar el estudio por lo menos un afio mas, para tener datos
mensuales por duplicado, y para registrar las variaciones de temperatura y salinidad del agua a

lo largo de dicho periodo.
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La variacion estacional determinada por Etchegoin (1997) estd relacionada directamente con el
tipo de ciclo bioldgico que tiene lugar en su sitio de estudio; es decir, si éstos son alogénicos o
autogénicos (Esch & Fernandez 1993, 1994). En los casos de los trematodes que emplean aves
para la continuidad de su ciclo (que son la mayoria de los casos en el estudio de Etchegoin), el
habito migratorio de estos hospederos hace que la tasa de infeccidon sea estacional, ya que
depende directamente de la presencia de estas aves en el sitio, la cual no es continua, y se
trata por lo tanto de ciclos alogénicos. Por otro lado, el mismo investigador resalta el hecho de
que la cercaria C11 (correspondiente a la lamada Haploporidae sp. 2) es la Unica que aparece
durante todo el afio, hecho adjudicado a que el hospedero definitivo es un pez, y el mismo se

encuentra presente a lo largo de todo el afio.

En el caso del sitio de colecta elegido para este trabajo, hay tanto aves como peces, y mas de
un tipo de cercarias corresponderian a parasitos cuyos adultos se localizan en el tracto
intestinal de peces, y otras podrian corresponder a pardsitos de aves. Esto quedd reflejado en
las necropsias realizadas de lisas infectadas naturalmente, en las que aparecieron a nivel
intestinal, al menos 4 especies de digeneos diferentes a D. fastigatus. Esto significa que es
comun la ocurrencia de ciclos autogénicos en la Isla del Mono, Buceo, ya que la presencia de
ambos hospederos es permanente. Esto implica que la situacién es distinta a la observada en
Argentina, y por lo tanto, probablemente la estacionalidad no se observa globalmente para
todas las cercarias, y si para algunas que podrian corresponder a parasitos de aves migratorias,

o incluso a peces que presenten una dindmica migratoria.

Una vez que M. platanus se infecta por ingestion de metacercarias de OC-1 (libres en la
columna de agua o adheridas a la vegetacién), desarrolla en su intestino parasitos juveniles
que luego maduran y dan lugar al trematode adulto. Este corresponde a la especie D.
fastigatus, la que ha sido reportada regionalmente parasitando también a mugilidos, y es,
junto con ejemplares del género Saccocoelioides, uno de los haplopéridos mas comunes en el

intestino de mugilidos (Fernandez Bargiela, 1987).

Hasta el momento, se han descrito 4 especies dentro del género Dicrogaster: D.
perpusilla Looss, 1902; D. contracta Looss, 1902; D. fastigatus Tatcher & Sparks, 1958 y D.
fragilis Fernandez-Bargiela, 1987. Las primeras dos especies se hallan distribuidas en el

Mediterrdneo mientras que D. fastigatus se encuentra principalmente en el golfo de México
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(Luisiana, USA, donde fue descrita) (Tatcher & Sparks, 1958; Overstreet, 1971); Chile
(Fernandez-Bargiela, 1987); Brasil (Kohn y cols., 2007); Argentina (Alarcés & Etchegoin, 2010) y
Uruguay (presente trabajo). D. fragilis, ha sido descrita y citada uUnicamente en Chile

(Fernandez-Bargiela, 1987).

D. fastigatus puede distinguirse facilmente de las restantes incluidas en el género por el
pequefio tamafio de la ventosa ventral con respecto al cuerpo; porque la parte anterior del
cuerpo es corta, por la gran longitud del saco hermafroditico y porque la vitelaria consiste en
una Unica masa compactada de foliculos, la que es notoriamente mayor que la faringe (Blasco-

Costa y cols. 2009).

El andlisis morfométrico, ha permitido identificar al pardsito en cuestion de modo especifico,
dado que la morfologia y las medidas obtenidas coinciden con los rangos descritos, aunque
éstos son variables a lo largo de las distintas publicaciones. Los rangos de los ejemplares de
esta investigacion también varian; siendo el rango de datos de los parasitos obtenidos a partir
de lisas infectadas naturalmente algo diferente al obtenido de lisas infectadas
experimentalmente. Esto puede deberse principalmente a que de algunas estructuras se tiene
un escaso numero de medidas, y a que el grado de madurez alcanzado en |la mayoria de los
ejemplares es mayor en los parasitos provenientes de infecciones naturales. Estos poseen
generalmente un mayor nimero de huevos, lo que cambia la morfologia general del parasito,

haciéndolo mas globoso en la porcién media-posterior.

El estudio del presente material indica que el tamafio del testiculo y del ovario es variable de
un individuo a otro y que depende en gran medida del grado de madurez del individuo, y por
lo tanto para determinar un rango preciso se deben analizar varios ejemplares y similares en
cuanto a su madurez (presencia de huevos, etc). Por otro lado, las medidas de las ventosas
pueden variar ligeramente dependiendo de la posicidn en la que se encuentren los ejemplares
cuando son medidos y por ello es imprescindible tomar esto en cuenta cuando se realizan
anadlisis morfométricos, y mds audn si la variacion entre las medidas es muy estrecha.
Analogamente, las diferencias observadas en la longitud y ancho de los huevos se deben a que
estan en distinto grado de desarrollo, siendo los que estan por ser eliminados mas grandes que
los inmaduros. En el caso de D. fastigatus, los huevos son de por si relativamente grandes
respecto al tamafio, hecho que puede deberse a que el nimero de los mismos no sea muy

alto, rondando los 36 por ejemplar.
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En la dltima revisién de la subfamilia Haploporinae, Blasco-Costa y cols., (2009)
cuestionan la validez de la especie D. fragilis, descrita por Ferndndez-Bargiela en 1987, y la

consideran sindnimo de D. fastigatus.

De todos modos, aunque sea vdlida la especie descrita por Fernandez-Bergiela, los
ejemplares de este trabajo corresponderian a D. fastigatus, ya que su tegumento es grueso y
provisto de abundantes y robustas espinas, en contraposicién a lo descrito para D. fragilis, que

incluye tegumento fragil y practicamente sin espinas.

Un aspecto bioldgico que se destaca es que a lo largo de las necropsias realizadas a distintos
tiempos de la infeccién experimental, se ha observado que el recambio poblacional de los
trematodes en los peces es rapido, ya que una vez desarrollado el adulto (con huevos
conteniendo un miracidio formado), no permanece mucho tiempo en el intestino del mismo. A
su vez, cuando dejamos a los mismos peces en contacto con caracoles emisores de cercarias,
vuelven a infectarse rdpidamente, halldndose a los pocos dias juveniles en su intestino. Esto
podria consistir en una estrategia parasitaria desarrollada para evitar la generacién de
patologias importantes a causa de una infestacién masiva por acumulacién de sucesivas
infecciones, y asi poner en riesgo su habitat, y por ende al propio hospedero, lo que impediria

la continuacién de su ciclo de vida.

Con respecto a la localizacion de D. fastigatus en el intestino se ha observado en varios casos
una preferencia por el tercio posterior de dicho drgano, e incluso cuando hay pocos parasitos
Unicamente se hallan en esa porciéon. Cuando hay mds de una especie de trematode, las
mismas se hallan a lo largo de todo el intestino, mientras que los de la especie en cuestion

estan concentrados en la porcién mas caudal del mismo.

El género Dicrogaster ha sido identificado en nuestro pais en dos oportunidades, en las
que también se hallaba parasitando a mugilidos de la costa montevideana (Carnevia &
Mazzoni, 1986; Carnevia & Speranza, 2003). Asi, este trabajo confirma la presencia de dicho
género en las lisas de nuestro estuario. Ademas, probablemente, la especie que se identificé
en esta investigacidn sea la misma que en aquel momento, ya que se encuentra con frecuencia

en el intestino de estos peces.
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Hasta ahora en nuestro pais no se han publicado otros trematodes adultos del tracto intestinal
de las lisas; sin embargo, en necropsias realizadas tanto en este trabajo como por otros
investigadores, se ha observado la presencia de parasitos diferentes, por lo que seria
importante continuar con la identificacion de los trematodes con el fin de conocer la fauna

parasitaria de estos peces tan abundantes en el estuario del Rio de la Plata.

Por otra parte, en este trabajo se ha logrado poner a punto la metodologia de estudio, tanto
respecto a la forma de infeccidn, tiempo de contacto con los caracoles emisores de cercarias,
como con respecto a la tincion y montaje de los ejemplares adultos, por lo que quedan
sentadas las bases para futuras investigaciones que busquen elucidar los ciclos bioldgicos y la
diagnosis especifica de otros trematodes que utilicen a Heleobia spp. como hospedero
intermediario. Dado que en la costa montevideana del Rio de la Plata son al menos 10 los tipos
de cercarias que presenta este género de molusco, la identificacion de las correspondientes
especies y la dilucidacion de sus respectivos ciclos bioldgicos enriquecera en forma notable
nuestra comprensién de las relaciones hospedero-pardsito y de las tramas tréficas en las
comunidades del estuario, asi como posibilitard el empleo de Heleobia spp. y su comunidad de

trematodes larvales como un bioindicador de salud ecosistémica.

Si bien el andlisis morfoldgico realizado de las redias, cercarias y metacercarias de OC-1
coincide con el descrito para la cercaria Haploporidae sp. 2 (Etchegoin, 1997), el estudio de sus
medidas, ha revelado tanto coincidencias como diferencias importantes. A continuacién se

detalla la comparacién de cada estadio.

Los analisis morfométricos de la cercaria OC-1, indicarian que corresponden a las cercarias
Haploporidae sp.2; aunque algunas medidas no coinciden como ser el largo y ancho de la cola,

que son de mayor magnitud en la OC-1.

En contraposicién con lo anterior, las medidas de las redias no quedan incluidas en los rangos
descritos para las redias de la cercaria Haploporidae sp.2. A continuacién se detalla la
comparacién entre las medias, expresadas en milimetros, de cada estructura que no se

corresponde entre ambos tipos de elementos parasitarios.

El largo y ancho de la redia es mayor para OC-1 (0.53 vs 0.41; 0.16 vs 0.11 respectivamente),
mientras que, en lo que tal vez constituya una diferencia mas significativa, el largo y ancho de
la faringe es notoriamente menor para OC-1 (0.047 vs 0.135; 0.042 vs 0.12 respectivamente).
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En ambos tipos de redias se ha observado la ausencia de parapodios, lo que puede

relacionarse a la fuerte musculatura que presenta, la cual cumpliria la funcién de los mismos.

Por ultimo, la morfometria del quiste producido a partir de OC-1 se aproxima a los valores
publicados para la cercaria Haploporidae sp.2, y la forma es igual; pero existe una diferencia
notoria entre ambas metacercarias, y es que la primera presenta un filamento caudal, que

para la segunda nunca ha sido reportado.

De acuerdo a las comparaciones realizadas con respecto a los estadios larvales de
redias, cercarias y metacercarias de la OC-1 frente a la cercaria Haploporidae sp. 2 no se

trataria de estadios del mismo parasito; es decir que ambas cercarias no se corresponderian.

La presencia de una estructura en el extremo posterior del quiste metacercarial ha sido
descrita para dos especies del género Saccocoelioides, S. pearsoni y S. martini y se ha
propuesto que su funcidn estaria relacionada a la fijacién de estos estadios a las algas, parte de
la dieta alimenticia de las lisas (Shameem & Madhavi, 1991). Este género esta estrechamente
relacionado con Dicrogaster, ya que pertenece a la misma subfamilia, y ademas en varios casos
se encuentran parasitando a las mismas especies de peces. Por esto Ultimo, seria congruente
con lo propuesto por dichos autores, y constituiria una estrategia del pardsito para facilitar la

infeccidn de los hospederos definitivos, permitiendo asi la continuidad del ciclo.

Con respecto a la ubicacion de las redias y cercarias dentro del caracol, se ha observado
predileccion por la glandula digestiva y el tejido gonadal; lo que concuerda con lo observado

por Etchegoin (1997) para las cercarias haploporidae sp. 2 en H. conexa y H. australis.

Como se menciond en la seccion anterior, se observé castracion total de uno de los moluscos
infectados, por parte de las larvas de trematodes presentes en el cuerpo del mismo. Eventos
de castracién parasitaria, parcial o total, han sido descritos en mds de una ocasién para varias
especies de trematodes en varias especies de gasterépodos (Smyth, 1966; Crews & Esch, 1987;
Hurd, 1990; Castro y cols. 2002). Desde el punto de vista histopatolégico, ademas de la
castracion parasitaria, se ha descrito la alteraciéon de la glandula digestiva, principalmente
degeneracion de las células glandulares (Yoshino, 1976). Si bien en este trabajo se determind

la primera no se observaron cambios en el hepatopdancreas del molusco.
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Perspectivas.

Aunque no se llevaron a cabo estudios con respecto a la patologia, si es que existe,
provocada por estos digeneos en el intestino de los peces, seria interesante determinar si
efectivamente provocan dafio, en caso afirmativo caracterizar las alteraciones producidas.
Frecuentemente las alteraciones provocados por trematodes en el intestino de peces no son
de gran porte, pero se han determinado hiperplasia de células caliciformes, asi como necrosis
e infiltrado inflamatorio eosinofilico en casos de parasitosis por Saccocoelioides sps. en el

intestino anterior de tilapias (Garcia y cols., 1993).

Como se menciond anteriormente, si bien se observd castracién parasitaria en el
molusco hospedero intermediario, no se realizaron estudios de ningun tipo para determinar
alteraciones en la glandula digestiva. Dada la localizacidn de las larvas en Heleobia conexa es
muy probable que exista alguna modificacién morfoldgica y/o funcional en dicha glandula,
fendmeno que seria interesante estudiar, llevando a cabo estudios mas detallados, con un

mayor nimero de ejemplares e incluso con el empleo de microscopia electrdnica.
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CONCLUSIONES

Generales:

- En este trabajo se ha dilucidado, por primera vez a nivel mundial, el ciclo biolégico

completo de Dicrogaster fastigatus.

- Se ha identificado y se cita la especie D. fastigatus por primera vez en Uruguay.

Especificas:

- De acuerdo al presente trabajo la especie de molusco que actia como HI es Heleobia conexa.

- Se ha logrado determinar la morfometria tanto del trematode adulto como de sus estadios

larvarios intramolusquianos.

- El gastréopodo H. conexa estd comunmente infectado con estadios larvales de trematodes en
el sitio estudiado, llegando la Pt a un 50%; y de acuerdo a las larvas encontradas a lo largo de
este trabajo, éste molusco estaria involucrado en el ciclo biolégico de al menos 10 especies de

trematodes, incluyendo la correspondiente a OC-1.

- Los estadios parasitarios intramolusquianos estdn constituidos por: esporocisto, redias y
cercarias; requiriendo de aproximadamente un mes para el desarrollo del primero luego de la
penetracion del miracidio (a Temperatura ambiente en el laboratorio, en el mes de Abril). La
localizacién preferencial de las larvas (redias y cercarias) dentro del hospedero intermediario

es tanto el hepatopancreas como las génadas.

- La especie de pez que actua como HD en el sitio de estudio es Mugil platanus y los digeneos
se localizan en el intestino del mismo, siendo su densidad mayor en el tercio posterior de dicho

érgano.

- La forma de transmision de D. fastigatus desde el hospedero definitivo al intermediario es a

través de miracidios, ya que los mismos eclosionan previo a la infeccidn del molusco.

- El tiempo que transcurre entre la ingestién de las metacercarias, por parte del pez, y el

desarrollo de adultos con huevos maduros es breve (18-20 dias).
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ANEXO

Tabla 7. Medidas de redias aisladas de caracoles aplastados infectados naturalmente. Faringe_L: largo de la

faringe; faringe_A: ancho de la faringe.

N° redia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Largo 0.72 | 0.56 | 0.56 | 047 | 0.5 | 0.44 | 0.46 | 0.42 | 0.46 | 0.45 | 0.32 | 0.27 | 0.31 | 0.32 | 0.51
Ancho 0.22 | 0.16 | 0.22 | 0.13 | 0.13 | 0.08 | 0.11 | 0.08 | 0.11 | 0.12 | 0.09 | 0.11 |0.084 | 0.09 | 0.18
Faringe_L 0.04 | 0.04 |0.042| 0.04 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.038|0.036 | 0.036 | 0.042 | 0.042 | 0.042 | 0.042 | 0.037
Faringe_A 0.04 | 0.036| 0.03 | 0.035| 0.03 | 0.03 | 0.035|0.034 |0.029|0.032 | 0.03 | 0.031 | 0.031 | 0.031|0.036
N° redia 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Largo 04 | 046 | 0.48 | 0.58 | 0.85 | 0.86 | 0.73 | 0.88 | 0.74 | 0.6 | 0.51 | 0.4 | 0.43 | 0.73
Ancho 0.17 | 0.19 | 0.19 | 0.16 | 0.17 | 0.17 | 0.18 | 0.18 | 0.17 | 0.16 | 0.17 | 0.18 | 0.19 | 0.13
Faringe_L - - - 0.039 | 0.042 | 0.042 - 0.042 | 0.04 | 0.036 | 0.036 - 0.036 | 0.032
Faringe_A - - - 0.037|0.042 | 0.042 - 0.042 | 0.04 | 0.036 | 0.036 - 0.036 | 0.032
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Tabla 8. Medidas de cercarias aisladas de caracoles aplastados infectados naturalmente. Vo_largo: largo de la ventosa oral;
Vo_ancho: ancho de la ventosa oral; Vv_largo: largo de la ventosa ventral; Vv_ancho: ancho de la ventosa ventral;

Ocelos_ext.ant: distancia entre los ocelos y el extremo anterior.

N° Cercaria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Promedio
Largo cuerpo 0.19 | 0.14 | 0.17 | 0.19 | 0.16 | 0.21 | 0.15 | 0.18 | 0.18 | 0.18 | 0.17 | 0.17 | 0.17 | 0.18 0.17
Ancho cuerpo 0.09 | 0.06 | 0.07 | 0.09 | 0.06 | 0.06 | 0.06 | 0.07 | 0.06 | 0.06 - - - - 0.19
Largo cola 0.18 | 0.15 | 0.16 | 0.16 | 0.2 | 0.22 | 0.15 | 0.16 | 0.21 0.2 0.19 | 0.24 0.24 0.24 0.069
Ancho cola 0.03 | 0.02 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 - - - - 0.033
Vo_largo 0.04 | 0.03 | 0.03 | 0.04 - - 0.03 - - 0.03 - - - - 0.034
Vo_ancho 0.04 | 0.04 | 0.04 | 0.04 - - 0.03 - - 0.05 - - - - 0.04
W_largo 0.04 | 0.03 | 0.03 | 0.03 - - 0.02 - - - - - - - 0.03
VW_ancho 0.05 | 0.03 | 0.04 | 0.03 - - 0.02 - - - - - - - 0.03
Faringe_L 0.02 | 0.02 | 0.02 | 0.02 - - - - - - - - - - 0.02
Faringe_A 0.02 | 0.01 | 0.01 | 0.02 - - - - - - - - - - 0.014
Ocelos_ext.ant 0.05 | 0.04 | 0.04 | 0.05 - - - - 0.04 | 0.04 - - - - 0.04
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Tabla 9. Medidas de metacercarias liberadas por caracoles infectados naturalmente. Largo_fil. caudal: largo del filamento caudal;

Ancho_fil. Caudal: ancho del filamento caudal.

N° Metacercaria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Largo 0.23 0.24 0.24 0.23 0.24 0.23 0.23 0.24 0.23 0.22 0.20 0.20 0.17 0.20
Ancho 0.07 0.06 0.06 | 0.07 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.04 0.04 0.04 0.04
Largo_fil caudal 0.14 0.1 0.1 0.12 0.11 0.13 0.09 0.11 0.12 0.11 - - - 0.03
Ancho_fil caudal - - - - - - - - - - - - - 0.02
N° Metacercaria 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Largo 0.18 0.21 0.21 | 0.20 0.18 0.21 0.22 0.22 0.23 0.22 0.22 0.26 0.19

Ancho 0.04 0.04 0.04 | 0.04 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06 0.04 0.05 0.06 0.06
Largo_fil caudal 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.04 0.04 0.04 0.04 0.03 - -

Ancho_fil caudal 0.02 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 - -
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