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RESUMEN

Los tiburones son un grupo emblematico de animales marinos que representan uno de
los principales atractivos en todos los acuarios del mundo. No obstante, sus particularidades
ecolégicas y comportamentales dificultan su mantenimiento en cautividad (Koob 2004). La
tintorera (Prionace glauca Linnaeus, 1758) es una especie de elasmobranquio comun en los
océanos de todo el planeta, pero estd notablemente ausente en los acuarios, debido a la
dificultad para su mantenimiento. Uno de los factores determinantes la introduccién de nuevas
especies en acuarios es el control y manejo de sus patégenos. El objetivo del presente trabajo
es profundizar en el conocimiento de la parasitofauna de la tintorera mediante el estudio
taxondmico y ecoldgico de sus copépodos para evaluar su potencial impacto en el mantenimiento
la tintorera en cautividad. Con esta finalidad se realizé un analisis parasitoldgico dirigido a la
busqueda copépodos en diferentes ejemplares de tintorera (N=3) varados en la costa levantina
del Mediterraneo Occidental. Los copépodos, un grupo de parasitos emergente en tiburones de
acuario (Benz & Bullard 2004), fueron identificados mediante analisis morfoldgicos y moleculares.
Ademas, se registré su preferencia de microhabitat y se calcularon los niveles de infeccion. En
total se recolectaron 538 especimenes en piel, narinas y branquias de las tintoreras analizadas.
En base a los caracteres diagndstico se identificaron cuatro especies: Kroyeria carchariaeglauci,
Kroeyerina elongata, Phyllothyreus cornutus y Echthrogaleus coleoptratus. Los datos
moleculares fueron consistentes con las identificaciones morfoldgicas, aunque la limitacion de
secuencias disponible en GenBank sélo permitié evaluar las congruencias a nivel de género o
familia. Los niveles de infeccién variaron notablemente entre las especies de copépodos
recolectadas, siendo K. carchariaeglauci la que presenté mayor prevalencia e intensidad media
mas altos, mientras que E. coleoptratus fue la especie con los menores niveles de infeccion. El
presente estudio describe por primera vez la presencia Kroeyerina elongata en el Mediterraneo,
y un nuevo registro local para todas las especies tratadas. El ciclo de vida directo, los niveles de
infeccion y la especificidad de los copépodos, apuntan a que estas especies pueden tener un
impacto en la salud y bienestar de las tintoreras en los acuarios, identificando a Phyllothyreus
cornutus y Kroeyerina elongata como las especies con mayor potencial para causar problemas
en cautividad.

Abstract

Sharks are an emblematic group of marine animals and one of the most important attractions for
aquariums worldwide. However, the specifics of their ecology and behaviour complicate their
husbandry (Dehart 2004). The blue shark (Prionace glauca Linnaeus, 1758) is a cosmopolitan
species of elasmobranch present in seas all over the globe but notably absent from aquaria
because of the difficulty of its maintenance. One of the most important factors in keeping any
animal in captivity is the management of pathogens. The objective of this work is to deepen the
knowledge the parasitic fauna of the blue shark through a taxonomic and ecological lens, to
evaluate their potential impact on aquarium held P, glauca. With this end a parasitological analysis
was done focused on the search for copepods, an emergent threat to aquarium held sharks (Benz
& Bullard 2004), in the remains of blue sharks (N=3) beached in the eastern coast of Spain, in
the Western Mediterranean. The copepods were identified using both morphological and
molecular techniques, with also microhabitat preference and infection indexes being analysed. A
total of 538 specimens were obtained from the skin, gills and nares of the aforementioned
beached sharks. Based on the morphological characteristics, four species were identified:
Kroyeria carchariaeglauci, Kroeyerina elongata, Phyllothyreus cornutus and Echthrogaleus
coleoptratus. The molecular data was consistent with morphological analysis, but the limitations
of available sequences on GenBank permitted a reliable identification only to the level of genus
or family. The infection levels varied notably between species, being K. carchariaeglauci the most
prevalent and intense, while E. coleoptratus was the species with the lowest infection levels of
the four. The present work is the first noted presence of Kroeyerina elongata in the Mediterranean



and a new local registry for all four species of copepods. Their direct life cycle, the infection levels
and specificity of the parasites indicated that these copepods can have an impact on the health
and wellbeing of captive blue sharks, identifying Phyllothyreus cornutus and Kroeyerina elongata
as the species that pose the most risk of causing problems in the aquarium.

Keywords: Prionace glauca, copepods, parasitism, aquarium, taxonomy, captivity,
elasmobranchs
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INTRODUCCION

Los acuarios son instalaciones que permiten conocer, mediante su exhibicién,
una parte de la diversidad acuatica que es habitualmente inaccesible al publico general.
Entre las especies que se exhiben, los vertebrados de mayor tamafio o con rasgos
distintivos, como los mamiferos marinos y los tiburones, son los mas atractivos (Morris
et al 2010) y los que congregan un mayor numero de visitantes (Dehart 2004). Sin
embargo, son estas mismas especies las que presentan mayores dificultades de
adaptacion y requieren mayores esfuerzos para su captura y mantenimiento en
cautividad (Choromanski 2004). Entre ellas, especies como el tiburén blanco
(Carcharodon carcharias Linnaeus, 1758), el tiburdn tigre (Galeocerdo cuvier Péron &
Lesueur, 1822), el tiburén martillo (Sphyma mokarran Ruppell, 1837) o la tintorera
(Prionace glauca Linnaeus, 1758) presentan requerimientos especificos por su gran
tamanio y su rol ecoldégico que son poco compatibles con el disefio clasico de tanques
de acuario (Dehart 2004, Baylina et al 2017), especialmente los comportamientos
migratorios y el desplazamiento en profundidad (Grassman et al 2017).

Los tiburones son un grupo de peces esencial en los ecosistemas en los que
participan donde, como depredadores, ocupando los niveles mas altos de las cadenas
troficas (Dulvy et al 2017; Vinoliya et al 2021). Ademas, actian como controladores de
los ecosistemas manteniendo las poblaciones de mesodepredadores y contribuyen a la
transmision vertical de energia en la red tréfica. Las poblaciones globales de tiburones
se estan viendo mermadas por la accion humana, en gran parte por la pesca accidental
pero también por la inadecuada gestién de pesquerias dentro de limites sostenibles
(Dulvy et al 2017). La tintorera (Prionace glauca Linnaeus, 1758) es un tiburdn
carcarrinido viviparo (Fishbase 2024) de alrededor de tres metros de longitud en la edad
adulta (Fishbase 2024), que presenta una distribucion circunglobal en aguas templadas



y tropicales (IUCN 2024) y actua como depredador pelagico en las zonas neritica y
oceanica, entre la superficie y los 1000m de profundidad (IUCN 2024). La tintorera es la
especie de tiburdn mas explotada por las pesquerias, con 10,7 millones de ejemplares
pescados anualmente (da Silva et al 2021), siendo el tiburén mas representado en las
lonjas del mercado asiatico, debido al comercio de la aleta de tiburdn (Fields et al 2017),
ademas de ser la especie de tiburdon mas afectada por la pesca accidental de palangre
en el Atlantico (Coelho et al 2012). Las poblaciones de tintorera estan en decrecimiento
y se estima que estan siendo explotadas por encima de sus limites ecolégicos viables
(da Silva et al 2021). De hecho, la especie se ha clasificado como casi amenazada por
la IUCN 2024. Prionace glauca fue introducida por primera vez en el acuario de Nueva
York a principios del siglo XX, (Koob 2004) y posteriormente, varios acuarios han
intentado mantener ejemplares de diferentes tamanos utilizando diversas técnicas de
captura, asi como diferentes tipos y tamanos de tanques, aumentando los tiempos de
mantenimiento en cautividad hasta el maximo histérico actual de 246 dias en el Tokyo
Sea Life Aquarium (Baylina et al 2017). Este corto tiempo se debe a las limitaciones que
presenta el animal a la hora de conservarse en cautividad ya que sus requerimientos
biolégicos demandan mucho mas de las instalaciones que otros tiburones usuales en
acuarios (Choromanski 2004). En primer lugar, la tintorera es una especie pelagica,
altamente migratoria (Verissimo et al 2017) y ventiladora obligada, por lo que necesita
un amplio espacio horizontal para moverse ininterrumpidamente (Dehart 2024). En
segundo lugar, las relaciones de agonismo entre individuos del tanque pueden suponer
problemas por depredacion de los adultos hacia los cohabitantes del tanque, o el
problema inverso cuando los individuos son juveniles, pudiendo ser depredados por
cohabitantes de mayor tamafio (Choromanski 2004). Por ultimo, la captura del tiburén
del mar es todavia un proceso peligroso que provoca severos dafios o incluso la muerte
de los ejemplares (Chonomanski 2004), dejandolos vulnerables y por tanto
predisponiéndolos a problemas de salud durante el primer periodo de adaptacién al
tanque (Gendron & Menzies 2004). Por tanto, las condiciones ambientales, unidas a las
altas densidades de ejemplares en cautividad y el propio manejo de los animales pueden
provocar estrés cronico y reducir la inmunocompetencia de los tiburones introducidos
en acuario (Skomal & Bernal 2010), aumentando asi su susceptibilidad a las infecciones
(Dehart 2004). Un gran numero de problemas sanitarios que se han documentado hasta
la fecha en acuarios estan asociados a parasitos metazoos de diferentes filos,
principalmente hirudineos, monogeneos y copépodos (Benz & Bullard 2004). Los
ejemplares de estos grupos presentan un potencial patolégico significativo por su ciclo
de vida directo, que facilita su proliferacion en cautividad, y sus efectos sobre tejidos
muy sensibles para la supervivencia de los ejemplares, como la piel o las branquias
(Roberts 2012). En acuicultura, las infecciones por copépodos suponen grandes
pérdidas para las producciones ya que provocan grandes mortalidades y reducen el
engorde de los ejemplares (Johnson et al 2004, Defzuli et al 2011). En el caso de los
tiburones en acuarios, los estudios son aun escasos, pero ya se ha descrito un caso de
mortandad relacionado con copépodos en el acuario de Kuala Lumpur (Kik et al 2011),
demostrando que los copépodos pueden suponer un peligro potencial también en
acuariofilia.

Los copépodos son un grupo de crustaceos acuaticos con mas de 10.000
especies, caracterizados por la presencia de un par de patas con forma de remo
utilizadas para la natacion en algun momento de su ciclo (Huys & Boxshall 1991), de ahi



el nombre: kwTn, (remo) y odog (pie). Aproximadamente la mitad de los copépodos
son de vida libre, mientras que la otra mitad se consideran parasitarios, infectando a
ejemplares de la mayoria de los filos de animales acuaticos, desde poriferos, a
teledsteos y mamiferos marinos (Benz & Bullard 2004, Van As & Van As 2019).
Tipicamente los copépodos cuentan con un ciclo de vida con seis fases, una fase de
nauplio y hasta cinco fases de copepodito hasta llegar a la edad adulta, aunque el
numero de estadios se reduce en especies parasitas (Huys, Boxshall 1991), la fase
infectiva suele ser el copepodito | (Huys, Boxshall 1991). En el caso especifico de los
elasmobranquios hay dos 6rdenes principales que los parasitan: Poecilostomatoida y
Siphonostomatoida, siendo este ultimo taxon el mas numeroso con representantes de
hasta doce familias frente a las cuatro de Poecilostomatoida. Siphonostomatoida es un
grupo estrictamente parasitario, con mas de 1.500 especies (Kabata 1979) y muy
diverso morfolégicamente con integrantes similares al plan basal, muy segmentado, e
integrantes derivados que han perdido completamente la segmentacion en la fase adulta
(Huys, Boxshall 1991). Los sifonostomatoides presentan casi en su totalidad un ciclo de
vida directo con un unico hospedador. Sus efectos en los hospedadores se han
relacionado con el anclaje y la alimentacion, ya que presentan diversas estructuras
afiladas o de penetracién. El propio grupo se llama asi por boca tubular y mandibulas
en forma de estilete que utilizan para obtener pequerios fragmentos de tejido o fluidos
del hospedador (Kabata 1979; Boxshall et al 1990) entre otras estructuras especificas
de cada subgrupo.

Los estudios sobre la parasitofauna son cruciales para la incorporacién de
nuevas especies tanto en acuicultura como en acuariofilia ya que los patdégenos pueden
determinar el éxito de la adaptacioén a las condiciones de cautividad. La relacién entre la
tintorera y sus parasitos se ha estudiado desde mediados del siglo XX (Baylina et al
2017) hasta la actualidad mediante censos de parasitofauna, descripcion de especies
nuevas para la ciencia (Benz & Dupree 1987, Henderson et al 2002, Izawa 2008,
Figueredo et al 2019) y, ocasionalmente, analisis de efectos de los efectos de estos
parasitos (Borucinska & Benz 2013). Los estudios sobre los copépodos de P. glauca en
acuarios son escasos 0 nulos, atendiendo al corto tiempo que se ha conseguido
mantener al animal en cautividad. La mayoria de los estudios se han realizado con
ejemplares salvajes procedentes del Atlantico, aunque ocasionalmente también se han
incluido algunos ejemplares del Mediterraneo (Palomba et al 2022). El objetivo del
presente trabajo es caracterizar morfolégica y molecularmente las especies de
copépodos presentes en la tintorera (P. glauca) en el Mediterraneo Occidental, y evaluar
el potencial impacto que estos copépodos podrian tener en condiciones de cautividad,
considerando su patogenicidad, sus niveles de infeccion y su especificidad.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y analisis parasitologico

Se recolectaron un total de tres ejemplares (2 hembras y 1 macho) de tintorera
(Prionace glauca) varados en las costas de la Comunidad Valenciana (Benissa, Orihuela



y Xabia) entre marzo y junio de 2023. Los animales (Longitud total: 2.51m - 3.10m) se
trasladaron inmediatamente después de registrar el varamiento al Instituto Cavanilles
de Biodiversidad y Biologia Evolutiva donde se realizé la necropsia. En primera instancia
se realizdé un analisis parasitolégico preliminar en fresco de las superficies externas,
incluyendo tegumento, aletas, narinas y branquias. Los registros sobre los parasitos de
piel se realizaron Unicamente en una seccién limitada de la muestra ya que no se puedo
analizar el ejemplar completo con detalle. Los copépodos detectados en estos analisis
preliminares se recolectaron y fijaron en alcohol 70% y formol 4% para su identificacion.
Todos los tejidos infectados se revisaron a nivel macroscopico utilizando una lupa Leica
MZ6 (4x—40x) combinada con una fuente de luz externa con el fin de identificar posibles
lesiones causadas por los copépodos. Una vez terminado el analisis preliminar, se
realizé la necropsia de las tintoreras. Las branquias de los ejemplares se extrajeron y
se congelaron a -20°C para su posterior analisis pormenorizado.

Las branquias se descongelaron y analizaron individualmente para cada
ejemplar de tintorera. Tras la descongelacién, se diseccionaron las branquias y se
separaron los arcos branquiales del lado derecho e izquierdo de cada tiburén para su
analisis individual. En primer lugar, se llevo a cabo un analisis superficial de los arcos y
se recolectaron todos los copépodos encontrados. Posteriormente, cada uno de los
arcos branquiales se lavaron con agua dulce y se filtré el contenido en tamices de 400
Mm y 200 um superpuestos. El material filtrado fue resuspendido en solucion salina y
revisado en busca de copépodos con ayuda de una lupa Leica MZ6 (4x—40x). Los
copépodos se recolectaron y fijaron en alcohol 70% o formol 4% para analisis
morfolégico y en alcohol 100% para analisis genético. Todos los individuos se registraron
y se clasificaron por morfotipo y tejido en el que habian sido recolectados.
Adicionalmente, en el caso de los copépodos branquiales se anoté el arco branquial en
el que se encontraron.

Fig. 1. Mapa de varamientos de tiburones utilizados en el estudio.



Analisis morfolégico

En la identificacion morfolégica de los copépodos se utilizaron tres
aproximaciones complementarias; i) analisis de los ejemplares en lupa, ii) analisis de
preparaciones semipermanentes en microscopia éptica vy iii) analisis de ejemplares en
microscopia electronica de barrido. En primer lugar, se seleccionaron ejemplares fijados
en alcohol 70% de cada uno de los morfotipos y se observaron de forma individual en
placas Petri bajo una lupa Leica MZ APO (8x—100x%). Posteriormente, se diseccionaron
algunos ejemplares con ayuda de una aguja enmangada y se montaron los diferentes
apéndices corporales en preparaciones semipermanentes con glicerogelatina para su
observacién con el microscopio Leica DMR (100x-1000x%). Ademas, se realizaron
montajes semipermanentes de individuos completos en vistas ventral y dorsal. Por otra
parte, se seleccionaron algunos ejemplares fijados en formol 4% para su observacién
mediante microscopia electrénica. Estos copépodos se deshidrataron utilizando una
serie creciente de alcohol (80% - 100%) y se secaron en punto critico. Una vez
terminado este proceso se montaron las muestras, se recubrieron con una capa de oro-
paladio y se observaron en un microscopio electrénico Hitachi S-4800 (Hitachi High
Technologies Co Ltd, Tokyo, Japén). Durante el analisis morfolégico de ejemplares se
utilizaron diferentes guias y claves taxondmicas para la identificacion de los copépodos
recolectados. La terminologia utilizada para la descripcion de los diferentes apéndices
corporales se presenta en la Fig. 2. Tras la identificacion de los copépodos, se llevo a
cabo una revision bibliografica y se recopild la informacion relativa a los hospedadores
y localidades dénde se han registrado las especies identificadas en este estudio hasta
la fecha (Tabla A1-3).

Margenes Apéndices
= Externo = Exépodo
= Interno = Endépodo

\

Segmentos:
Basal
Medio

m Distal / apical

R

Fig. 2. Terminologia utilizada en las descripciones morfolégicas de las patas.




La informacion recabada se organizé en diferentes tablas atendiendo las
especies de copépodos, los hospedadores dénde se han citado y las localidades de
muestreo. Adicionalmente, se seleccionaron entre cinco y siete especimenes completos
de cada una de las especies identificadas y se obtuvieron medidas de los caracteres
diagnésticos definidos en los estudios previos para estas especies. Estas medidas se
obtuvieron con ayuda del software Leica Application Suite X (LASX) vinculado la lupa
lupa MZ APO (8x-100%) con camara LEICA DFC295. Las medidas obtenidas se
compararon con los datos morfométricos documentados para cada especie en estudios
taxondémicos previos (Branch Wilson, 1932, Cressey 1967, Deets & Gregory 1987, Ho
et al 2012, Izawa 2008, |zawa 2010 y Pillai 1985). Todas las medidas estan expresadas
medidas expresadas como promedio £ SD en milimetros (mm).

Analisis molecular

Un total de 10 ejemplares fijados en alcohol 100%, dos por cada morfotipo, se
seleccionaron para la identificacién de los copépodos en base a criterios moleculares.
La extraccion del material genético se llevo a cabo con el kit Qiagen DNeasy Blood &
Tissue Kit (Quiagen, Venlo, The Netherlands), siguiendo el protocolo del fabricante. La
subunidad | del gen mitocondrial citocromo oxidasa (COIl) se amplificé utilizando los
cebadores LCO1490 (5' GGT CAA CAAATC ATAAAGATATTG G 3') y HC02198 (5' TAA
ACT TCA GGG TGA CCAAAAAAT CA3") (Former y col., 1994). La reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) se realizé en un volumen de 20 uL que contenia 2 puL de ADN,
4,8 uL de agua, 1,6 pL de cada cebadora 5 yM y 10 pL de MyFi™ Mix (Bioline, USA).
Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 95°C durante 5 minutos
(desnaturalizacién inicial), seguido de 40 ciclos a 95°C durante 1 minuto
(desnaturalizacién), 45°C durante 1 minuto (alineacién), 72°C durante 1 minuto
(elongacioén), y una elongacion final a 72°C durante 7 minutos. Los amplicones de la
PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1% tefido con GelRed a 90V por 30 minutos
y se purificaron utilizando el kit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Machery-Nagel,
Duren, Germany), siguiendo el protocolo estandar recomendado por el fabricante. Una
vez purificados, los amplicones se secuenciaron en Macrogen Spain (Madrid, Espana)
utilizando los mismos cebadores que en la PCR. Las secuencias obtenidas se
ensamblaron y editaron con Bioedit 7.0 (Hall, 1999). Finalmente, las nuevas secuencias
obtenidas de los copepodos de tintorera se compararon con las secuencias disponibles
en la base de datos de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), utilizando la
herramienta Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)(Altschul et al.,
1997).

Analisis ecolégico

Se obtuvieron los niveles de infeccidon siguiendo Bush et al. (1997) para cada
una de las especies de copépodos identificados en los analisis parasitolégicos. Se
calcularon el promedio y el intervalo de confianza al 95% de la prevalencia, abundancia
e intensidad utilizando el software Quantitative Parasitology (QPweb; Reiczigel et al.
2019). Por otra parte, se testaron las preferencias de los copépodos branquiales por los
diferentes arcos. Con esta finalidad se comparé el nUmero de parasitos presentes en
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cada uno de los cinco arcos branquiales de cada tiburén con una prueba de ANOVA
unidireccional. Los arcos derecho e izquierdo de cada tiburon se consideraron en
conjunto debido a las limitaciones del tamafio muestral. Las pruebas estadisticas se
desarrollaron utilizando el Rstudio se establecio el P-valor p<0.05 como significativo.

RESULTADOS

Analisis morfolégico

Alo largo del muestreo se obtuvieron especimenes de cinco morfotipos, tras los
analisis se identificaron como pertenecientes a cuatro especies distintas: Kroyeria
carchariaeglauci, Kroeyerina elongata, Phyllothyreus cornutus y Echthrogaleus
coleoptratus. La mayor parte de los ejemplares encontrados fueron hembras mientras
que para K. carchariaeglauci se obtuvieron también representantes machos. Las
especies se describen a continuacién en funcion de la abundancia, de mas numerosa a
menos.

Familia: Kroyeriidae Kabata, 1979
Género: Kroyeria Beneden, 1853
Kroyeria carchariaeglauci Hesse, 1879

Hospedador: Prionace glauca

Localidad: Mediterraneo occidental (costa levantina; mar balear)
Material estudiado: 12 individuos, seis machos y seis hembras
Localizacion en el hospedador: branquias

Parametros de infeccion: Prevalencia: 100% - Intensidad media: 139

Hembra

Cuerpo estrecho de 6,6+0,44mm de longitud (Fig.3 A). Cefalotérax alargado
(1,940,07mm x 1,2 £ 0,14mm). Longitud conjunta de los segmentos libres del cefalotérax
de 0,9 + 0,09mm. Complejo genital cilindrico, bulboso y largo de 4,8 + 0.37mm que
supone alrededor del 60% de la longitud total. Caudal ramus alargado (1,1 + 0,07mm);
segmentos finales con tres setas pinnadas principales de longitud decreciente desde el
centro hasta el margen de la zona apical. Estiletes alargados que llegan hasta el final
del segundo segmento libre (0,6 £ 0.05mm).

Anténula de siete segmentos, el primero mas ancho y alargado que el resto,
progresivamente mas cortos desde el extremo basal al distal y los tres ultimos de
anchura y longitud similar. Antena (Fig. 3 D) quelicerada con una membrana en el
segmento mayor y dos setas en el margen interno del segmento menor, la primera seta
el doble de larga que la otra. Maxila braquiforme, con dos estructuras curvadas en forma
de gancho en el margen distal; penacho de setas en posicion externa situada en la base
de la maxila. Maxilipedo bisegmentado; segmento basal largo, ensanchado



ventralmente, segmento distal marcadamente falciforme acabado en punta y con mayor
esclerotizacion

Extremidades birrameas y similares en tamafio con estilete en su base de
longitud similar al segmento basal sobre el que se articulan, segmentos de las patas
similares en tamafio. Endépodos y exdépodos trisegmentados en todos los apéndices.
Pata 1 (Fig. 3 E) con coxa mas ancha que larga; seta lateral larga en base del exépodo;
seta corta al final del segmento. Endopodo con margen externo membranoso en
segmento basal y siete denticulos en segmentos medio y distal; segmento basal con
una seta en margen externo e interno; segmento medio sin setas; segmento distal con
seis setas. Exépodo con margenes externos membranosos en los tres segmentos que
lo forman; segmento basal con una seta en el margen interno y externo; segmento medio
con una seta en margen interno; segmento distal con seis setas. Pata 2 (Fig. 3 F) con
coxa mas reducida y sin ornamentacion; seta corta en la base del exdpodo mas estrecha
fina que en la pata 1. Endépodo con margen externo membranoso en segmento basal,
siete denticulos en el segmento medial y ocho en el distal; segmento basal con una seta
en margen interno; segmento medio sin setas; segmento distal con seis setas. Exépodo
con margenes externos membranosos en los tres segmentos; segmentos basal y medio
con una seta en el margen interno y externo; segmento distal con siete setas. Pata 3
(Fig. 3 G) con membrana corta en el margen externo de la coxa y seta proximal en la
base del exdépodo. Endépodo con margen externo membranoso en segmento basal, seis
denticulaciones en el segmento medio y ocho en el distal; segmento basal con una seta
en margen interno; segmento medio sin setas; segmento distal con cuatro setas.
Exépodo con margen basal membranoso en sus tres segmentos; segmentos basal y
medio con una seta en el margen interno y externo; segmento distal con siete setas.
Pata 4 (Fig. 3 H) con coxa sin ornamentacion aparente; seta basal externa en la base
del exépodo. Enddépodo con margen externo membranoso en segmento basal; siete
denticulaciones en el segmento medial y seis en el distal; segmentos basal y medio con
una seta en margen interno; segmento distal con tres setas. Exdpodo con margenes
membranosos en los tres segmentos; segmentos basal y medio con una seta en el
margen interno y externo; segmento distal con siete setas. Setas de los enddpodos y
exopodos alargadas y pinnadas exceptuando las dos mas cercanas al margen
exterior. El diagrama setal se expone en la Tabla 1.

Tabla 1. Diagrama setal hembra Kroyeria carchariaeglauci.

Endépodo Exépodo
I 1-1,0-1,6 1-1,0-0, 6
I 1-1,1-1,7 0-1,0-0,6
Il 1-1,1-1,7 0-1,0-0, 4

A% 1-1,1-1,7 0-1,0-1,3




Macho

Cuerpo estrecho y mas corto (4,66 + 0,48mm) que el de la hembra (Fig. 3 B).
Cefalotérax similar en aspecto al de la hembra, con una longitud de los tres segmentos
libre de 0,966 + 0,09mm. La mayor diferencia entre sexos es el complejo genital (2,68 +
0,26mm), mucho mas corto que el de la hembra, con una estructura conica que se
estrecha hacia el final y supone un 58% del total del cuerpo del animal. Caudal ramus
(0.56 £ 0,06mm) similar a la hembra, con una de las setas principales desnuda y la otra
hempinnada. Estilete dorsal de 0.29 + 0,04mm de longitud, mas corto que en hembras,
abarca hasta el final del primer segmento libre o principios del segundo. Apéndices
cefélicos concordantes con las morfologias de las hembras. Ornamentacion de las patas
similar a la hembra con excepcion del nimero de denticulaciones en los segmentos
medio y distal; 3-4 denticulaciones en segmentos medio y distal de patas 1,2y 3; 3
denticulaciones en segmento medio y 4 en segmento distal de pata 4.

Comentarios: Los ejemplares identificados pertenecen al género Kroyeria
segun la descripcién de Kabata (1979) ya que presentan un escudo cefalico
subtriangular, una antena quelada en forma de pinza, estiletes dorsales que protruyen
hacia la parte posterior y tres segmentos libres en el cefalotérax con cuatro patas
nadadoras. Los ejemplares identificados pertenecen la especie Kroyeria
carchariaeglauci de acuerdo con la descripcién de Cresseyi 1970 ya que presentan
denticulos en las partas nadadoras con una ornamentacién especifica de esta especie,
ademas de la forma y ornamentacién del caudal ramus. De las 15 especies
pertenecientes al género, solo cinco presentan algun tipo de denticulo en el endépodo
(Kroyeria carchariaeglauci, K. germusa, Cressey, 1967 K. longicauda Cressey, 1970,
, K. spatulata Pearse, 1948 y K. sphyrmae Rangnekar, 1957 ). Kroyeria germusa y K.
spatulata puede diferenciarse de Kroyeria carchariaeglauci por la presencia de las zonas
esclerotizadas, mas duras y de un color mas marrén anaranjado en el abdomen y el
exopodo respectivamente (Cresseyi 1970 También se distingue de Kroyeria longicauda
por la menor longitud de los estiletes dorsales, que son mas alargados en K. longicauda
(Cresseyi 1970; Izawa 2008). Las especies restantes se pueden diferenciar atendiendo
al nimero de denticulaciones, y presentando todas ellas un numero inferior en los
segmentos medio y distal del endépodo a las que presenta K. carchariaeglauci (N=6-7).


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=352494
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=352494
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=352498
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=358889

Figura 3 A Kroyeria carchariaeglauci, Hembra, individuo completo B Kroyeria
carchariaeglauci, macho, individuo completo, C Denticulaciones de la pata 4 con detalles
de las mismas, hembra, D Antenas, hembra (SEM), E Pata 1, hembra, F Pata 2, hembra,
G Pata 3, hembra, H Pata 4, hembra. Fotografias obtenidas mediante microscopia
Optica excepto especificaciones por microscopia electronica de barrido (SEM).



Familia: Kroyeriidae Kabata, 1979
Género: Kroeyerina Wilson C.B., 1932
Kroeyerina elongata Wilson C.B., 1932

Hospedador: Prionace glauca

Localidad: Mediterraneo occidental (costa levantina; mar balear)
Material estudiado: 7 individuos

Localizacion en el hospedador: narinas

Parametros de infeccion: Prevalencia: 33% - Intensidad media: 81

Hembra:

Cuerpo estrecho y alargado de 10,56 = 0,70mm de longitud (Fig. 4 A).
Cefalotérax doble de largo (2,57 + 0,12mm) que de ancho (1,3 + 0,09mm). Longitud
conjunta de los segmentos libres del cefalotérax 1,46 + 0,06mm. Complejo genital largo,
de 8 + 0,66mm que supone 78 % de la longitud total. Caudal ramus (Fig. 4 B) (1.7 =
0,11mm) dividido en dos tras el primer segmento; cuatro setas espiniformes de tamafio
decreciente desde el margen interno al externo; seta de mayor tamano pinnadas;
segunda seta hemipinnada; seta pilosa de menor tamano en margen externo y seta
pilosa en zona posterior-medial del caudal ramus, orientada transversalmente.

Anténula de ocho segmentos, el primero mas ancho y alargado que el resto,
progresivamente mas cortos desde el extremo basal al distal. Antena quelicerada en
forma de pinza y con un estrechamiento distal. Maxila braquiforme, con una estructura
curva y otra roma bajo esta y penacho de setas en posicion externa situada en la base
de la maxila. Maxilipedo bisegmentado; segmento basal largo, ensanchado
ventralmente, segmento distal ganchudo acabado en punta.

Extremidades birrameas con tres segmentos en cada rama. Segmentos con
margenes externos membranosos. Pata 1 (Fig. 4 C), endoépodo con una seta en el
margen interno del segmento basal, carente de setas en el segmento medio y con seis
setas en el distal; exépodo con una seta en el margen interno y externo de los
segmentos basal y medio y con seis setas en el segmento distal. Pata 2 (Fig. 4 D),
enddpodo con una seta en el margen interno y externo del segmento basal, una seta en
el margen interno del segmento medio y siete setas en segmento distal; exépodo con
una seta en el margen interno y externo de los segmentos basal y medio y con seis
setas en el segmento distal. Pata 3 (Fig. 4 E), enddépodo con una seta en el margen
interno y externo de los segmentos basal y medio y ocho setas en segmento distal;
exdpodo con una seta en el margen interno y externo de los segmentos basal y medio
y cinco setas en el segmento distal. Pata 4 (Fig. 4 F), endopodo con una seta en el
margen interno y externo de los segmentos basal y medio y siete setas en segmento
distal; exdpodo con una seta en el margen interno y externo de los segmentos basal y
medio y cuatro setas en el segmento distal.

El diagrama setal se expone en la Tabla 2.



Tabla 2. Diagrama setal hembra Kroeyerina elongata.

Endépodo Exépodo
I 0-1,0-0,6 1-1,1-1,6
Il 0-1,0-1,6 1-1,0-1,7
[l 0-1,0-1,5 1-1,1-1,8
\Y, 0-1,0-1,4 1-1,11,7

Comentarios: Los ejemplares identificados pertenecen al género Kroyerina, de
acuerdo con la descripcion de Kabata (1979) por presentar un escudo cefalico
subtriangular, una antena quelada en forma de pinza, carencia de estiletes dorsales y
presencia de tres segmentos libres en el cefalotérax con cuatro patas nadadoras. Los
ejemplares identificados pertenecen a la especie Kroeyerina elongata de acuerdo con
la descripcién de lzawa 2008 ya que presentan un caudal ramus tres veces mas largo
que ancho con tres setas principales en la parte distal y una seta transversal en el
margen dorsomedial. De las nueve especies pertenecientes al género, las especies K.
deetsorum Benz, Smith & Bullard, 2001 y K. sudamericana Irigoitia, Cantatore, Incorvaia
& Timi, 2016 se distinguen facilmente de K. elongata por su menor tamafio y la menor
proporcion entre la longitud total y la longitud del complejo genital. La ornamentacién del
caudal ramus permite diferenciar K. elongata del resto de especies del género, siendo
K. benzorum Deets, 1987, K. deborahae, Deets, 1987 y K. scottorum Cressey, 1970
(Kaylan & Anuprasana 2016) las mas similares, pero con ausencia de la seta transversal
localizada en el margen dorsomedial del caudal ramus, presente en K. elongata (Deets
1986).

En este estudio no se encontraron machos de esta especie.


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=352500
https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=352500
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Figura 4. A Kroeyerina elongata individuos completos, B Caudal ramus (SEM), C Pata
1, D Pata 2, E Pata 3, F Patas, 2-3-4 (SEM). Fotografias obtenidas mediante microscopia optica
excepto especificaciones por microscopia electrénica de barrido (SEM).



Familia: Pandaridae Milne Edwards, 1840
Género: Phyllothyreus Norman, 1903
Phyllothyreus cornutus Milne Edwards, 1840

Hospedador: Prionace glauca

Localidad: Mediterraneo occidental (costa levantina; mar balear)
Material estudiado: 7 individuos

Localizacion en el hospedador: branquias

Parametros de infeccion: Prevalencia: 100% - Intensidad media: 8,33

Hembra:

Cuerpo fusiforme (14.9 + 0,79mm de largo) (Fig. 5 A). Escudo cefalico (4,1 +
0,23mm largo y 6,3 + 0,76 mm ancho) con dos Iébulos laterales semifusionados
que protruyen hacia la parte posterior hasta el primer segmento libre. Grandes placas
dorsolaterales flexibles (Fig. 5 C) que cubren los segmentos donde se alojan las patas
con aspecto de “faldones” Complejo genital circular que supone un 72,7% de la longitud
total. Caudal ramus pequenos; dos I6bulos con una espina en la parte mas exterior de
cada uno; presencia de una placa intermedia que cubre el gonoporo.

Anténula con dos segmentos; primero robusto y dos veces largo que ancho, con
espinas en el margen anterior distal; segundo fino y corto con seta medial y un penacho
de setas finas en la zona distal. Antena grande en forma de gancho (Fig. 5 B), con una
pequefa seta en la base. Maxila braquiforme con un segmento basal ancho y un
segundo segmento fino que termina en pinza. Maxilipedo con una zona uncinada final
junto a una placa de adhesion.

Extremidades birrameas con enddpodos y exdpodos bisegmentados; coxa con
rugosidades marginales. Patas que aumentan de tamafio con la sucesion de los
segmentos corporales. Pata 1 (Fig. 5 D) con protuberancias rugosas en los margenes
externos de los segmentos distales, endépodo sin setas en segmento basal y con tres
setas en segmento distal; exdpodo con una seta en el margen externo del segmento
basal y seis setas en el segmento distal. Pata 2 (Fig. 5E) con protuberancia rugosa en
todo el margen externo de los segmentos basal y distal; endopodo sin setas en
segmento basal y con cuatro setas en segmento distal; exépodo con una seta en el
margen externo del segmento basal y nueve setas en el segmento distal. Pata 3 (Fig. 5
F) con protuberancia rugosa en el margen externo de los segmentos basal y distal;
enddpodo sin setas en segmento basal y con cuatro setas en segmento distal; exépodo
sin setas en el segmento basal y con seis setas en el segmento distal. Pata 4 (Fig. 5 G),
con protuberancia rugosa en el margen externo de los segmentos basal y distal;
endopodo sin setas en segmento basal y con tres setas en segmento distal; exépodo
sin setas en el segmento basal y con cuatro setas en el segmento distal. El diagrama
setal se expone en la Tabla 3.



Tabla 3. Diagrama setal hembra Phyllothyreus cornutus

Endépodo Exépodo
I 0-0, 3 1-0, 6
Il 0-0,4 1-0, 9
[l 0-0,4 0-0,6
\Y, 0-0, 3 0-0, 4

Comentarios: Los ejemplares identificados pertenecen al género monospecifico
Phyllothyreus y a la especie Phyllothyreus comutus de acuerdo con la descripcion
original de Milne Edwards (1840), por la presencia un escudo cefalico caligiforme, que
protruye hasta el primer segmento libre, la presencia de tres placas dorsolaterales,
siendo la segunda mas larga que la primera, y la presencia de una antena larga y
curvada utilizada para el anclaje en el septo branquial.

En este estudio no se encontraron machos de esta especie.



Figura 5. A Phyllothyreus cornutus individuo completo (microscopia 6ptica), B Antenas
(SEM), C Placas dorsolaterales, D Pata 1, E Pata 2, F Pata 3, G Pata 4. Fotografias obtenidas
mediante microscopia 6ptica excepto especificaciones por microscopia electrénica de barrido
(SEM).




Pandaridae Milne Edwards, 1840
Echthrogaleus Steenstrup & Lutken, 1861
Echthrogaleus coleoptratus Guérin-Méneville, 1837

Hospedador: Prionace glauca

Localidad: Mediterraneo occidental (costa levantina; mar balear)
Material estudiado: 7 individuos

Localizacion en el hospedador: piel

Parametros de infeccion: Prevalencia: 66% - Intensidad media: 4.67

Hembra

Cuerpo (11.9 + 0,30mm) (Fig. 6 A) con un marcado estrechamiento entre
cefalotérax y complejo genital. Escudo cefalico caligiforme, circular (5,2 + 0,27mm ancho
y 5,2 + 0,23mm de largo) con una membrana que lo rodea; dos I6bulos laterales que
protruyen hasta el tercer segmento libre del cefalotérax. Segmentos libres alojan las
patas segunda, tercera y cuarta; con un par de placas dorsolaterales duras, cuadradas,
con bordes lisos y margen céncavo en la parte posterior procedentes del tercer
segmento libre. Complejo genital del mismo tamano que el cefalotérax; se estrecha en
la parte posterior, con dos I6bulos rectos sin sobrecruzamiento; supone un 56,2% de la
longitud total. Caudal ramus (Fig. 6 B) ventral formado por dos placas ovaladas; con una
seta en el margen el margen submedial exterior y una seta posterior; grupo de tres setas
distales y una seta en el margen interior.

Anténula con dos segmentos; primero robusto y dos veces largo que ancho,
segundo fino con setas gruesas en la parte apical de cada uno de los segmentos, setas
coronando ambos segmentos en la parte distal. Antena grande en forma de gancho, con
una pequena seta en la base. Maxila braquiforme con un segmento basal ancho y un
segundo segmento mas estrecho terminado en pinza. Maxilipedo plano terminado en
un Iébulo curvo junto a otro mas triangular.

Extremidades birrameas con endopodo y exépodo bisegmentados;
ornamentacion compleja. Pata 1 (Fig. 6 D), endépodo de menor tamano que el exdépodo,
con una membrana en el margen externo del segmento basal y cuatro setas en el
segmento distal; exépodo con una espina roma y larga en el margen externo del
segmento basal y seis setas en el segmento distal. Pata 2 (Fig. 6 E), endépodo mayor
que el exépodo con una seta en el margen interno del segmento basal y ocho setas en
el segmento distal; exépodo con una seta en el margen interno y externo del segmento
basal y diez setas en el segmento distal. Pata 3 (Fig. 6 F), con endépodo y exdpodo
reducidos; endopodo sin setas en el segmento basal y con siete setas en el segmento
distal; exdpodo con una seta larga en el margen interno del segmento basal y diez setas
en el segmento distal. Pata 4 (Fig. 6 G), enddpodo con diez setas en el segmento distal;
exdpodo con tres setas en el segmento distal. El diagrama setal se expone en la Tabla
4.



Tabla 4. Diagrama setal Echthrogaleus coleoptratus.

Endépodo Exépodo
| 0-1,6 0-1,4
I 0-1,8 1-1,10
I 0-0,7 0-1,10
vV 10 3

Comentarios: Los ejemplares identificados pertenecen al género Echthrogaleus
de acuerdo con la descripcidon de Kabata el al. (1970) por la ornamentacién de las patas
nadadoras y por presentar un escudo cefalico caligiforme que protruye por los laterales
hasta el segundo segmento libre, placas de adhesién en la antenas y anténulas y un par
de placas dorsolaterales que nacen del primer segmento libre. Entre las siete especies
del género Echthrogaleus podemos distinguir Echthrogaleus coleoptratus de E. spinulis
Morales-Serna, Crow, Montes & Gonzalez, 2019 por la menor longitud de las placas
dorsolaterales que nunca alcanzan mas de la mitad del complejo genital en E.
coleoptratus y lo sobrepasan en E. spinulis. Se diferencia también de Echthrogaleus
asiaticus Ho, Liu & Lin, 2012 y Echthrogaleus mitsukurinae |zawa, 2012 por la ausencia
de sobrecruzamiento en los I6bulos posterolaterales caracter que comparte con E.
denticulatus Smith S.1., 1873, E. discairai Benz & Deets, 1987 y E. torpedinus Benz &
Deets, 1987 (Benz & Deets 1986, Prattt 2010 Izawa 2012, Morales-Serna et al 2019).
Echthrogaleus coleoptratus se diferencia de estas especies por la forma ovalada y la
ornamentacion del caudal ramus con setas espiniformes dispuestas a lo largo del
margen en grupos de dos, tres y una desde el margen externo hacia el interior (Izawa
2012) (Fig. 6 B).

En este estudio no se encontraron machos de esta especie.


https://www.marinespecies.org/aphia.php?p=taxdetails&id=743914
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Figura 6. Echthrogaleus coleoptratus. A cuerpo entero, B caudal ramus (SEM), C placas
(SEM), D-E-F-G patas | a IV respectivamente. Fotografias obtenidas mediante microscopia
Optica excepto especificaciones por microscopia electronica de barrido (SEM).



Analisis molecular

Los analisis moleculares permitieron obtener un total de 7 secuencias del gen
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad | (411-649 pares de bases) de las 10
muestras de copépodos analizadas. Del total de secuencias obtenidas, tres secuencias
idénticas (633-649 pb) pertenecian a los ejemplares identificados como K. lineata en
base a criterios morfolégicos, dos secuencias (554 pb) a ejemplares de E. coleoptratus
mientras que solo se obtuvo una secuencia tanto para los ejemplares de Kroyeria
carchariaeglauci (642 pb) como para los ejemplares de P. comutus (411 pb). La
comparacion de las nuevas secuencias con las secuencias disponibles en Genbank
unicamente permitié una identificacion a nivel especie en el caso de las secuencias de
E. coleoptratus. En particular, las secuencias mas similares con las obtenidas en este
estudio para E. coleoptratus fueron OL348230 y OL348231, con un 100% de similitud y
solapamiento del 93%), ambas de ejemplares de E. coleoptratus en tintorera. Para el
resto de secuencias, solo pudo evaluarse su similitud con otras especies del género o
familia debido a la falta de secuencias disponibles en la base de datos para estas
especies. En el caso de las secuencias obtenidas para Kroeyerina lineata, las
secuencias mas similares fueron las pertenecientes a FJ447361 K. dispar Wilson C.B.,
1935, otra especie del género Kroyeria Beneden, 1853, con un 81,64% de similitud y un
solapamiento del 98%. Las secuencias mas similares a Phyllothyreus cornutus se
correspondieron con las secuencias las disponibles para otras especies de la familia
Pandaridae Milne Edwards, 1840; FJ447388 Pandarus smithii Rathbun, 1886 (87,80%
similitud y 89% solapamiento), FJ447391 Pandarus satyrus Dana, 1849-1852 (84,30%
similitud y 96% solapamiento), FJ447389-90 Pandarus sinuatus Say, 1818 (82,65%-
83,54% similitud y 95%-96% solapamiento). Por ultimo, las secuencias mas similares a
las obtenidas para Kroeyerina carchariaeglauci fueron FJ447362 Kroyeria papilipes
Wilson C.B. (82,82% similitud y 95% solapamiento) y FJ447365 Kroyeria decepta Deets,
1994 (81,86% similitud y 92% solapamiento), ambas pertenecientes a otras especies de
la familia Kroyeriidae Kabata, 1979.

Anadlisis patolégico

El analisis de los tejidos no reveld patologias macroscopicas aparentes: no se
observaron zonas necroticas o ulceradas, petequias, hemorragias, secrecion mucosa
excesiva o inflamacion en ninguno de los tejidos analizados. En los tejidos branquiales
tampoco se observo hiperplasia, fusién lamelar o palidez notable. En relacion con el
grado de ocupacion parasitaria las narinas estaban ocupadas al 60% mientras que las
branquias y la piel mostraron un grado de ocupacién menor, aproximadamente de un
10%.

Analisis ecolégico

Todas las tintoreras analizadas presentaron al menos dos especies de
copépodos. En general las prevalencias fueron superiores al 33% con Kroeyerina
elongata siendo la especie menos prevalente. Los parasitos branquiales Kroyeria



carchariaeglauci y P. cornutus presentaron la prevalencia mas alta (P%=100%) al estar
presentes en todas las tintoreras muestreadas, aunque los niveles de intensidad y
abundancia medias fueron marcadamente diferentes entre ambas especies. Mientras
que encontramos mas de cien ejemplares de Kroyeria carchariaeglauci por tiburdn de
media (Tabla 5 A), P. cornutus no supera los diez individuos de media (Tabla 5 A). En
general, la abundancia media varié entre 139 parasitos/hospedador en el caso de
Kroyeria carchariaeglauci y 4.67 parasitos/hospedador en el caso de E. coleoptratus
(Tabla 5 A). Los niveles de intensidad siguieron el mismo patron descrito para la
abundancia, con Kroyeria carchariaeglauci presentando niveles de intensidad mas altos
y los mas bajos, aunque las cargas parasitarias cuando consideramos uUnicamente las
tintoreras infectadas fueron superiores tanto en Kroeyerina elongata como en E.
coleoptratus. Por otra parte, no se detectaron diferencias en la prevalencia de los
ejemplares macho y hembra de Kroyeria carchariaeglauci, aunque tanto la intensidad
como la abundancia media fueron notablemente menores en los machos (40
copépodos/tintorera) que en las hembras (99 copépodos/tintorera) (Tabla 5 B).

En relacion con la distribucion de los parasitos branquiales en los diferentes
arcos, no se observaron diferencias notables en el nimero de parasitos por arco ni para
Kroyeria carchariaeglauci ni para P. cornutus. El nimero promedio de ejemplares de
Kroyeria carchariaeglauci por arco fue 13,7 +6,0 en el arco 1, 15,316,8 en el arco 2,
17,6+3,0 en el arco 3, 13,3+8,7 en el arco 4 y 8,515,7 en el arco 5. En el caso de
Phyllothyreus cornutus el numero de parasitos fue también similar entre los distintos
arcos; 0,711 en el arco 1, 0,31£0,5 en el arco 2, 1,2+0,8en el arco 3, 0+0en el arco 4 y
0,30,5en el arco 5. En congruencia con estos resultados, no se detectd ninguna
diferencia estadistica en el nimero de parasitos entre los diferentes arcos branquiales
ni en el caso de Kroyeria carchariaeglauci (pvalor= 0,198) ni en P. cornutus (0,54).

Tabla 5A. indices de infeccion para las especies del estudio.

Kroyeria Kroeyerina Phyllothyreus Echthrogaleus
carchariaeglauci elongata cornutus coleoptratus
Prevalencia 100% (0.368-1)  33% (0.02-0.87) 100% (0.37-1) 66.7% (0.135-0.98)
Intensidad 139 (101-173) 81 (-) 8,33 (3-12,30) 7(3-7)
media ' '
Abundancia
139 (101-173) 27 (0-54) 8,33 (3-12,30) 4,67 (0-8,33)

media




Tabla 5B. indices de infeccién en Kroyeria carchariaeglauci por sexos.

Kroyeria Kroyeria
carchariaeglauci @ carchariaeglauci G
Prevalencia 100% (0.37-1) 100% (0.37-1)
Intensidad media 99,31 (54-124) 40 (9-60.30)
Abundancia m. 99,3 (154-124) 40 (9-60.30)
DISCUSION

La tintorera es un tiburdn pelagico de gran interés para la exhibicién en acuarios.
Las infecciones parasitarias pueden ser un inconveniente para la estabulaciéon o
disminuir el bienestar de las tintoreras por lo que deben considerarse previamente y
durante todo el proceso de adaptacion a las condiciones de exhibicion. Este estudio
supone un nuevo registro de la parasitofauna de P. glauca en el Mediterraneo occidental,
una region carente de informacion parasitologica, en la que el nimero de muestreos es
comparativamente escaso respecto al del Atlantico. En concreto, este trabajo constituye
el primer analisis de copépodos en la tintorera realizado en el area circundante a la
Comunidad Valenciana y ha permitido registrar un nuevo copépodo de tintorera para el
Mediterraneo: Kroeyerina elongata. Ademas, se ha obtenido el primer registro
molecular de cuatro especies de copépodos de la tintorera (Kroyeria carchariaeglauci,
Kroeyerina elongata, Echthrogaleus coleoptratus y Phyllothyreus cornutus) proveyendo
nuevas secuencias comparativas para estudios futuros. El analisis de estos copépodos
permite evaluar los riesgos potenciales para el mantenimiento de las tintoreras en
cautividad, mediante la seleccién de las especies mas patogénicas y las que presentan
parametros de infeccion mas elevados, asi como elaborar las recomendaciones para
mantener la salud y el bienestar de la tintorera y el resto de los tiburones susceptibles,
en cautividad.

El analisis morfolégico permitié la identificacion taxondmica de las especies,
siendo los resultados consistentes con los estudios previos. No obstante, para algunas
de las especies analizadas se detecté un amplio rango de variabilidad en el tamafio de
los ejemplares. En Kroyeria carchariaeglauci la longitud total (6,6mm en hembras, h;
4,6mm en machos, m) fue mayor que la de los ejemplares de estudios previos realizados
en Japon (4,3mm, h; 3,9mm, m) (Izawa 2008) e incluso mayor que la de los ejemplares
descritos en la costa francesa (5,0mm, h.) en la descripcion original (Hesse 1878). Sin
embargo, las proporciones corporales cefalotérax-complejo genital fueron similares
entre ellos: 63% (h.) y 59% (m.) (presente estudio) vs. 59.8 (h.) y 57,1 (m.) (Izawa 2008).
Los parametros biométricos de Kroeyerina elongata mostraron una mayor discrepancia
con los estudios previos (Branch Wilson, 1932 Deets & Gregory 1987, Izawa 2008)
llegandose a triplicar longitud total entre los diferentes registros. Las dimensiones y la



proporcion de cefalotérax-complejo genital del presente estudio se corresponden mejor
con los descritos por Izawa (2008), (Longitud: 10,5mm en el presente estudio; 11,3mm
en Izawa 2008; Proporcion: 65,6% y 67% respectivamente). Los registros de P. cornutus
muestran diferencias en las dimensiones de los ejemplares procedentes de diferentes
regiones siendo los ejemplares del atlantico de mayor tamafio, 14.6mm (Cresseyi 1967),
y los del indico mas pequefios, entre 10,3mm y 11,6mm de longitud total (Pillai 1985,
Hewitt 1967). La longitud de los ejemplares del presente estudio (14.9mm) coincide con
la de los ejemplares del atlantico. Por ultimo, en E. coleoptratus existe un consenso claro
para las mediciones (Hewitt 1967, Ho et al 2012, Izawa 2010) oscilando todas entre 10
y 12mm de longitud con promedios similares a los registrados en el presente estudio
(11,5mm vs. 11,9mm). La variabilidad morfologica descrita podria estar relacionada con
factores como la plasticidad morfoldgica, la localidad de procedencia de los ejemplares,
el tamano de los tiburones u otros factores ambientales. La discusiéon de los resultados
biométricos es de caracter preliminar, ya que, aunque parece haber patrones de
tamanos distintos entre poblaciones de Kroyeria carchariaeglauci y P. cornutus, se
necesitaria un mayor nimero de muestras para poder evaluar las diferencias de forma
consistente. La combinacion de los resultados de los analisis morfolégicos y datos
moleculares permitieron discriminar entre las cuatro especies encontradas y completar
la identificacion inequivoca de los especimenes. El presente estudio aporta el primer
registro molecular de Kroeyerina elongata, Kroyeria lineata y Phyllothyreus cornutus que
se incluira en la base de datos del GenBank.

Los estudios sobre copépodos parasitos realizados hasta la fecha en tintorera
documentan un total de 20 especies pertenecientes a 12 géneros y 7 familias (Tabla A1
y 2). En la region Mediterranea, los estudios previos muestran registros para tres
especies: E. coleoptratus, K. carchariaeglauciy P. cornutus. Entre ellas, E. coleoptratus
es la mas abundante, ya que se ha encontrado en todas las localidades muestreadas:
mar Adriatico, costa balear (junto con P. cornutus) y costa francesa (junto con K.
carchariaeglauci) (Deboutteville & Nunes-Ruivo 1953; Raibaut et al 1998; Pegoraro de
Macedo 1998; Palomba et al 2022). Las tres especies de copépodo registradas en el
presente trabajo coinciden, por tanto, con las descritas previamente en la regién vy,
ademas se documenta por primera vez la presencia de K. elongata, que representa un
nuevo registro para el Mediterraneo (Tabla A1). Todas estas especies se podrian
considerar cosmopolitas en su distribucion: tres de ellas, K. carchariaeglauci, P. cornutus
y E. coleoptratus se encuentran en los tres océanos principales: indico, Atlantico y
Pacifico, mientras que K. elongata se distribuye entre el Atlantico y el Pacifico (Tabla
A2). De hecho, todas las especies de copépodos registradas hasta la fecha en la
tintorera presentan un amplio rango de distribucion geografica y podrian considerarse
cosmopolitas (Tabla A2). El caracter altamente movil de la tintorera (Carey & Scharold
1990) y su comportamiento migratorio permitiria el transporte de parasitos de una
localidad a otra con facilidad. Considerando la amplia distribucién del parasito no se
podria descartar que cualquier tiburon capturado en ambientes salvajes estuviera
infectado y pudiera ser una fuente de transmisién de copépodos.

Las cuatro especies de copépodos de P. glauca encontradas en el presente
estudio parasitan diversos hospedadores (Tabla A3), la mayoria pertenecientes al orden
de P. glauca: Carcharhiniformes, aunque también representantes de otros érdenes como



Lamniformes y Squaliformes (Tabla A3). Los registros previos muestran que hasta 19
especies de tiburones estan infectadas por uno o mas de los cuatro parasitos estudiados
siendo E. coleoptratus la especie que infecta un mayor numero de hospedadores
(N=11), seguido de K. carchariaeglauci (N=8), P. cornutus (N=4)y por ultimo K. elongata
(N=1). El escaso nivel de especificidad sugiere que el parentesco no es un factor
significativo para determinar la susceptibilidad a la infeccion. Por el contrario, los
factores ecolégicos y comportamentales podrian ser mas relevantes en la transmision
del parasito ya que el conjunto de los hospedadores comparte un nicho parecido en el
ambiente marino, siendo depredadores pelagicos en ecosistemas neritico-oceanicos de
mar abierto (IUCN 2024). La escasa especificidad de las especies analizadas permitiria
ampliar la distribucion parasitaria e incrementaria los reservorios de especies
transmisoras para la tintorera ya que K carchariaeglauci, P. cornutus y E. coleoptratus
podrian infectar a tiburones incluso de érdenes distintos.

Los copépodos son parasitos tegumentarios, en muchos casos infectan érganos
vitales, responsables de la proteccién del medio externo, como la piel o de la respiracion
y el equilibrio osmético, como las branquias y sensoriales, como las narinas. El impacto
potencial de los patégenos sobre estos tejidos podria tener notables consecuencias en
el bienestar de sus hospedadores, ya que son érganos criticos para la supervivencia. El
dafo que puede producir un parasito tegumentario es directamente proporcional al
tamano del area de adhesion, la morfologia del érgano de anclaje al hospedador, el
tamano del propio parasito, el tiempo de adhesién y los parametros de infeccion (Kinne
1984). Adicionalmente, los efectos del parasito no pueden separarse de la magnitud y
severidad en la respuesta del hospedador, que también contribuye a determinar el
impacto de la infeccion. Echthrogaleus coleoptratus coloniza la piel de los hospedadores
y tiene una superficie de adhesion comparativamente mas ancha que el resto de
pandaridos (Figueredo et al 2023) por lo que la presencia del parasito durante periodos
extendidos puede producir dafos en el tegumento ademas de aumentar
considerablemente la produccion de mucus en las zonas colindantes (Kinne 1984). En
la tintorera, la zona de implantacion, y por tanto la mas dafiada, se localiza en torno a
las aletas pélvicas (Carrier et al 2012), donde la acumulacién de individuos podria
provocar irritacion y heridas. Kroeyerina elongata parasita las narinas de los tiburones
anclandose sobre el tejido y se dispone a favor del flujo del agua (McElwain et al 2010).
La problematica de esta especie no es el dafio provocado por la implantacion, sino que
radica en la obstruccion que pueden causar en la roseta olfativa, ya que esto reduce
considerablemente su capacidad sensorial, impidiendo el normal flujo de odorantes a
los centros quimiorreceptores (Ascirai et al 2020). Esta merma podria afectar a la
capacidad alimentaria de la tintorera, ya que la olfacciéon un componente esencial en la
localizacion de alimento (Carrier et al 2012) y en casos de infecciéon severa el bulbo
olfativo de los peces infectados podria atrofiarse por falta de estimulos (Ascirai et al
2020). Los copépodos Kroyeria carchariaeglauci y Phyllothyreus comutus se han
relacionado con diversas patologias de las branquias (Kinne 1984). En primer lugar, la
oclusion de la circulacién correcta de sangre por la branquia, asociada a la lesion
causada por la adhesion, obstruye parcialmente los vasos, palidece la branquia y, con
el tiempo, puede derivar en necrosis. En el caso de K. carchariaeglauci este problema
es menor, ya que se adhiere a las laminillas secundarias causando dafios localizados



en la zona basal (Benz, Dupree 1987) mientras que en P. comutus las obstrucciones y
heridas son mucho mayores ya que se adhiere al septo interbranquial sobre el que se
sustentan las laminillas y provoca perforaciones mas profundas utilizando sus antenas
unciformes (Pregoraro do macedo et al 2023). Por otra parte, K. carchariaeglauci es
movil y utiliza el canal efluente (Benz & Dupree 1987) por lo que su tiempo de
implantacién sera menor mientras que la mayoria de las hembras de los pandaridos,
como P. cornutus, son sésiles (Borucinska & Benz 1999), provocando dafios mayores
en el lugar de implantacion. Las pérdidas de fluidos o tejido asociadas directamente a la
actividad tréfica de los parasitos no parecen producir grandes perjuicios al hospedador.
Sin embargo, los hospedadores reaccionan a la accién de estos copépodos produciendo
hiperplasia y proliferacion del tejido epitelial, asi como secrecidn excesiva de mucus que
reducen la funcionalidad del tejido impidiendo el correcto intercambio de gases (Kinne
1984). En base a las caracteristicas descritas. P. cornutus presentaria un mayor
potencial patolégico a nivel local mientras que K. carchariaeglauci seria la que
presentaria menores efectos potenciales. No obstante, cabe destacar que la movilidad
de K. carchariaeglauci permitiria extender las lesiones por el tejido branquial.

Las elevadas intensidades de infeccién pueden agravar las patologias locales
incrementando la extension de los dafos y causando heridas mayores que pueden
facilitar las infecciones secundarias. Las especies que afectan a la piel pueden llegar a
provocar Ulceras y hemorragias en infecciones graves mientras que las de las narinas o
las branquias pueden disminuir la eficiencia de estos érganos tras su obstruccion, o la
detencion del flujo sanguineo por la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, los parametros
de infeccidén deberian ser uno de los aspectos mas relevantes a la hora determinar la
severidad de los efectos asociados a los copépodos. En este estudio los datos obtenidos
son preliminares, debido al bajo nimero de hospedadores analizados, pero pueden
servir como indicadores para futuros trabajos. La elevada intensidad de Kroyeria
carchariaeglauci y Kroeyerina elongata (>70 parasitos por pez) podria provocar un
impacto notable en los tejidos infectados, aunque esta deberia ser analizada en
proporcion a la superficie del tejido disponible en el hospedador, potencialmente mayor
en Kroeyerina elongata. Ademas, la alta prevalencia de Kroyeria carchariaeglauci seria
indicativa de la amplia distribuciéon de la especie entre las tintoreras, en comparacion
con Kroeyerina elongata. Por el contrario, los bajos niveles de intensidad de E.
coleoptratus y P. comutus (<10 parasitos/pez) indicarian una afectacion local de los
ejemplares y menor extensién potencial de los dafios mientras que las altas prevalencias
sugeririan una amplia distribucién de estos parasitos entre las tintoreras de la regién.

Los resultados del presente estudio son congruentes con los parametros de infeccion
de los estudios previos. Las altas prevalencias encontradas son comparables a las
registradas en el Atlantico norte a excepcion de la de Kroeyerina elongata que presenta
valores mas elevados en aguas del Atlantico (McElwain 2012). Las intensidades
variaron en el caso del género Kroyeria ya que Henderson et al. (2002) encontré 61
individuos de media en sus muestreos, menos de la mitad de los encontrados en este
estudio. En el caso de Phyllothyreus cornutus y Echthrogaleus coleoptratus las
intensidades de 2.2 y 1 respectivamente también son bajas en comparacién con las que
podemos encontrar en el presente estudio (Tabla 5 A). En base a los parametros de
infeccion, Kroyeria carchariaeglauci y en segundo término Kroeyerina elongata serian
las especies con mayor potencial para proliferar y las que podrian llegar a causar unos



efectos mas severos sobre los tejidos en los ejemplares infectados mientras que E.
coleoptratus y P. cornutus se relacionarian con dafios mas locales con diferentes grados
de severidad.

El modo mas efectivo de impedir infecciones problematicas es la prevencion
(Kebede et al 2023). Los protocolos de profilaxis son de mayor efectividad e importancia
en la introduccion de nuevos ejemplares en el acuario por lo que es necesario hacer el
examen completo a los animales que llegan al acuario en la fase de cuarentena inicial
(Benz & Bullard 2004). En estos analisis es necesario conocer los parasitos que el
individuo puede llevar al tanque, la gravedad de la infeccion de cada uno, las especies
a las que son capaces de infectar y su susceptibilidad. La recomendacion para parasitos
emergentes, en este caso los copépodos, es proceder a su eliminacién durante la
cuarentena, previa introduccién al tanque o cuando estos suponen un problema para el
hospedador o para el resto de las cohabitantes del acuario, poniendo los esfuerzos si
es necesario en mantener la intensidad de parasitos en poblaciones no lesivas (Benz &
Bullard 2004). El control de los niveles de infeccidon se puede realizar aplicando de
tratamientos antiparasitarios mediante banos y realizando un seguimiento continuo de
las poblaciones de copépodos para evitar la aparicién de resistencias (Shariff & Kabata
1986), especialmente en el caso de Kroeyerina elongata y Phyllothyreus cornutus. No
obstante, la naturaleza generalista de tres de las cuatro especies de copépodos
analizadas (Kroyeria carchariaeglauci, P. cornutus y E. coleoptratus) sugiere que los
riesgos de infeccion cruzada (Tabla A3) y la procedencia de los ejemplares (Tablas A1y
A3) deberian ser considerados preventivamente, ademas de la posibilidad de
coinfeccion por otras especies (TablaA2). Los resultados del presente estudio deberian
considerarse para la evaluacion de riesgos previa a la introduccion de las tintoreras en
los acuarios.

CONCLUSIONES

e Se registran y describen cuatro especies de copépodos del orden
Siphonostomatoida:  Kroyeria  carchariaeglauci, = Kroeyerina  elongata,
Echthrogaleus coleoptratus y Phyllothyreus cornutus, siendo tres de ellas nuevos
registros en la costa peninsular espafiola y K. elongata un nuevo registro en el
Mediterraneo.

¢ Se identifican molecularmente por primera vez las cuatro especies de copépodos
y se aportan sus secuencias para futuros estudios.

e Phyllothyreus cornutus es la especie con mayor capacidad lesiva a nivel local,
aunque el resto de las especies presentan un alto potencial patoldgico,
especialmente en altas densidades, ya que afectan a 6rganos vitales.

o Todas las especies de copépodos registradas en la tintorera del Mediterraneo
occidental son generalistas y presentan un ciclo de vida directo por lo que
pueden transmitirse facilmente en cautividad.

e Se recomienda aplicar protocolos preventivos de cuarentena, asi como el
monitoreo de los tiburones tras la introduccién en la instalacion.
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ANEXOS

Tabla A1 Parasitos de Prionace glauca encontrados en el estudio y sus ubicaciones
conocidas en estudios hasta la fecha.

Fuente Ubicacion K carchariaeglauci K. elongata P. cornutus E. coleoptratus
Benz & . "
Dupre 1987 Nueva York
Deboutteville . .
e e : :
Ruivo 1953
Deets 1987 Atlantico norte *
Dippenaar .
2004 Madagascar
Dippenaar e .
2004 Sudéafrica
Heegaard B *
1962 Sur de Australia
Henderson Mar Céltico/ . .
etal2002 costairlandesa
Hewitt 1967 Nueva Zelanda *
Hoetal
2012, Ho et Taiwéan *
al2011
Izawa 2008 Japén *
Izawa 2009 Japén * *
Izawa 2010 Japon *
Luque et al .
2016 Peru
McElwainet  Atlantico norte "
al2010 estadounidense
Montu 1996 Sur de Brasil *
Orrell et al .
2023 Islas Galapagos
Mufioz &
i * *
Olivos 2007 Chile
Palomba et Mediterraneo . .
al 2022 (costas baleares)
Pillai et al } . .
1985 India
Pratt et al Bahia de Fundy, .
2010 Canada
Pregoraro do Mediterraneo (sin
macedo etal especificar) *
2023 P
Pregoraro do
Macedo et al Hawai *
2023
Pregoraro do
Macedo et al Océano indico *
2023
Ribaut et al Adrlatlc’oy
Mediterraneo * *
1998 .
occidental
Rokicki &
Bychawska  Atlantico central * *
1991
Vélizetal ; . .
2018 Chile

Wilson 1944 Atlantlcolnorte "
estadounidense




Tabla A2 Parasitos de Prionace glauca conocidos no encontrados en el estudio

con ubicaciones conocidas en estudios hasta la fecha.
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Tabla A3. Demas hospedadores conocidos para las especies del estudio.
Donde A es Kroyeria carchariaeglauci, B es Kroeyerina elongata, C es Phyllothyreus

cornutus y D es Echthrogaleus coleopftratus.
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Fuente Ubicacién
Ribaut et al
1998 Adriatico D A A
Rokicki &
Bychawska  Atlantico central C A
1991
Deets 1987 Atlantico norte B
Pratt et al Atlantico B
2010 norteamericano
Pregoraro do Bahia de
Macedo et al Fundy. Canada D
2023 Y
Love &Moser
1983, Izawa California D
2010
Mufioz &
Olivos 2007; Chile D D D ACD D D D D
Véliz et al
2018
Love &Moser Franm_a_ (no s€
especifica qué D
1983
costa)
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al 2002 Irlanda (Cork) D
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Macedo et al Japon D D
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(Isla Sur)
Wilson 1944 0. Atlantico D D D
Holmes 1998 0. Pacifico D D CD D C D D D
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Ho et al 2012 Taiwan D
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