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RESUMEN
Los cimotoidos parasitos son ectoparasitos hematdfagos que se localizan en diferentes
partes del cuerpo de peces, siendo los la boca los de mayor importancia en acuicultura.
Afectan principalmente peces de produccion, incluyendo la dorada y la lubina, especies
importantes en el Mediterraneo. El presente trabajo tuvo como objetivos evaluar los
niveles de infeccion de los cimotoidos bucales de la lubina y peces asociados (boga y
espicara) a las jaulas en el Mediterraneo Oeste y realizar una revision taxonoémica de las
principales especies del género Ceratothoa y valorar su efecto sobre el hospedador. Fueron
analizados un total de 516 peces. De las 141 bogas procedentes del Mediterraneo Oeste
presentaron unos niveles de infeccion por cimotoidos del 0,71% (adicionalmente se
tomaron 125 muestras del Atlantico que presentaron una prevalencia 5,6 %). Asimismo, las
355 espicaras analizadas del Mediterraneo Oeste presentaron una prevalencia global del
8,1%; en cambio, las lubinas de piscicultura no presentaron infeccién por estos parasitos.
No es un problema para la produccion de peces en esta parte del Mediterraneo, pero se debe
mantener una vigilancia. Para determinar el efecto de Ceratothoa spp. sobre los
hospedadores fueron tomados factores morfologicos y factores de condicion. Tanto las
espicaras como las bogas infectadas presentaron caracteristicas morfoldgicas diferenciales,
principalmente asociadas a la abertura bucal; sin embargo, no parecian verse afectos en
cuanto a su condicion por la infeccion de Ceratothoa spp. Ademads, la comparacién
morfoldgica de las tres especies de peces indicd que no se puede inferir el efecto de estos
parésitos sobre las lubinas mediante el estudio de los efectos en la boga y espicara, debido a
que presentan una morfologia totalmente diferente. El estudio morfologico indicé que
existia infeccion por C. oestroides Unicamente en boga y por C. parallela en boga y
espicara. El estudio molecular ha confirmado, a su vez, la identificacion morfoldégica y ha
demostrado por primera vez una clara diferenciacion a nivel molecular entre C. oestroides 'y
C. parallela. El finalmente ofrece una serie de caracteristicas morfologicas sencillas para

la diferenciacion de ambas especies, herramienta muy ttil para la acuicultura.



ABSTRACT

The cimotoids parasites are haematophagus ectoparasites that are located in different parts
of the body of fish, the mouth being the location of these isopods that affects more the
production of fish. These parasites are affecting cultured species, specially sea bream and
sea bass, important species in the Mediterranean. This study aimed to assess the levels of
infection of oral cimotoids in sea bass and to fish associated to the cages (bogue and
blotched picarel) in the Western Mediterranean, to make a major taxonomic revision of the
genus Ceratothoa and to evaluate their effects on the hosts. A total of 516 fish was
analyzed: 141 bogue from the Mediterranean, which were infected with an overall
prevalence of 0.71% (125 fish were additionally collected from the Northeast Atlantic
being infected with a prevalence of 5.6%). Of the 355 blotched picarel collected from
Western Mediterranean 27 were infected (i.e. a prevalence of 8.1%) however, none of the
20 sea bass studied appear to be infected in the Western Mediterranean. Thus, the infection
levels detected in this geographical area indicate that this parasite does not seem a potential
pathogen that could affect the production nowadays, however further monitoring should be
done to avoid future infections. To determine the effect of Ceratothoa spp. on the hosts,
fish morphological characteristics together with condition factors were analyzed. Generally
the parasites appear to affect the mouth opening of both bogue and blotched picarel,
however no effect was detected on the condition of the fish. On the other hand the
morphological study performed to compare the head of the tree species of fish indicates that
they are morphologically very different and thus, the effect on sea bass could not be
inferred from the effect caused on bogue and blotched picarel. In addition, the
morphological study has revealed that C. oestroides infects bogue, however, C. parallela
appear to be infecting both bogue and blotched picarel. The present study has also
demonstrated for the first time a clear differentiation at the molecular level between C.
oestroides and C. parallela and has also described the most characteristics morphological

features to be used to identify these two parasite species on aquaculture.



I. INTRODUCCION

1.1 La acuicultura y la asociacion de peces salvajes con las patologias

El pescado, uno de los productos alimenticios basicos mas comercializados de todo
el mundo, representa para los paises en desarrollo, en algunos casos, mas de la mitad del
valor total de los productos bésicos comercializados. En 2012, representé un 10% de las
exportaciones agricolas totales y el 1 % del valor del comercio mundial de mercancias
(FAO, 2014).

La acuicultura se mantiene como uno de los sectores de produccion de alimentos de
mas rapido crecimiento, proporcionando casi la mitad del pescado destinado a la
alimentacion humana (FAO, 2014). La piscicultura en el Mediterraneo contemporaneo se
inicié en la década de 1980 produciendo la lubina europea (Dicentrarchus labrax), la
dorada (Sparus aurata) y mariscos (Grigorakis y Rigos, 2011). En el 2013, la produccion
mundial de dorada fue de 179.924 t, un 11% superior al 2012, superando el maximo
anterior de 178.854 t en 2008; asi como 137.723 t de lubina, un 4,1% inferior al 2012
(APROMAR, 2014).

Las estructuras de piscicultura estin muy extendidas en las aguas costeras y son muy
atractivas para los peces silvestres. Varios estudios han estimado que decenas de toneladas
de peces salvajes se retinen alrededor de las jaulas. Las familias méas abundantes son las de
esparidos y carangidos (> 98% de los peces agregados) (Valle y col., 2007; Dempster y
col., 2010).

Los peces salvajes han sido asociados con la transmision de algunos patdgenos
responsables de brotes de enfermedades en los peces en produccion, limitando
considerablemente el potencial productivo y la rentabilidad comercial de las empresas de
acuicultura. No obstante, resulta dificil efectuar una valoracion econdémica exacta de las
pérdidas econdmicas que la patologia representa en la produccion piscicola, por lo que es
un factor limitante en el desarrollo de la produccion de algunas especies. Sin embargo, no
hay estudios epidemioldgicos sobre las interacciones reales de patogenos/enfermedades
entre los peces en produccion y salvajes, incluso ni para los patdgenos de peces mas
importantes. S6lo se han realizado los aislamientos esporadicos e identificaciones de

diversos patdégenos en los peces silvestres, pero no se han establecido las asociaciones



reales con las condiciones patoldgicas que existen dentro del entorno de granja y viceversa

(Meyer, 1991; Jofre, 1993; Mladineo y col., 2009; Johansen y col., 2011).

1.2 Los cimotoidos y su importancia en la acuicultura

Dentro de los crustaceos los isépodos junto a copépodos y braquiuros pueden ser
parasitos temporales u obligados de peces y otros crustidceos. Los cimotoidos (Crustacea,
Isopoda), son isOpodos pardsitos que tienen una amplia distribucion geografica y se
describen tanto en el medio marino como dulceacuicola. Los cimotoidos pardsitos son
ectoparasitos hematofagos de peces que se localizan en la cavidad bucal, en los opérculos
branquiales y en la superficie del cuerpo, incluyendo las aletas. También, se pueden llegar a
encontrar en cavidad del manto y en la superficie corporal de cefalépodos (Wetzer, 2001;
Trilles y Oktener, 2004; Samn y col., 2014).

Se cree que todos son hermafroditas protandricos, que comienzan desarrollandose
como machos y tienen la capacidad de convertirse en hembras, si no estd presente otro
isopodo de su misma especie. Muy probablemente existan hormonas secretadas por la
hembra que inhiben la transformacion de una segunda hembra, una vez establecida la
primera, facilitando el encuentro y la reproduccion de las especies de este grupo. Por lo
tanto, es habitual encontrarse peces infectados por un macho y una hembra, siendo la
hembra de mayor tamafio (Brusca 1981; Salgado-Maldonado y col., 2000).

Los cimotoidos tienen ciclo de vida holoxénico, el cual implica un solo hospedador.
Durante la etapa de la pubertad masculina, deben encontrar un hospedador adecuado
permanente y, una vez instalados en la cavidad bucal de un pez, son incapaces de realizar
una migracion activa a otro hospedador, debido a que pierden su capacidad de natacion.
Este hecho es importante en la evaluacion epizodtica de la via de infeccion (Mladineo y
Valic, 2002; Mladineo, 2003; Ramdane y col., 2007). A medida que la distancia entre los
hospedadores disminuye, o que aumenta la densidad de peces, la tasa de infeccion del
parésito aumenta. Se cree que los peces salvajes que se encuentran alrededor de las jaulas,
como Boops boops, Spicara maena, Liza aurata, Sarpa salpa y Lithognathus mormyrus son
portadores de cimotoidos y que liberan la fase pulli II, la cual ataca a los peces en

produccién (Vagianou y col., 2006; Arechavala-Lopez y col., 2013).
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Los cimotoidos parasitan numerosas especies marinas de importancia comercial,
incluyendo miembros de las familias Mugilidae, Atherinidae, Serranidae, Carangidae,
Sciaenidae, Embiotocidae, Bothidae, Clupeidae, Moronidae, Pleuronectidae, Scombridae y
Haemulidae, Maenidae, Sorpaenidae, Sparidae, Trachinidae (Horton, 2000; Mladineo y
Valic, 2002; Innal y Kirkim, 2012). Se han reportado varias especies que infectan peces en
produccion como: Ceratothoa gaudichaudi, en salmén (Salmo salar), de produccion
marina en Chile, afectando la cavidad bucal y las branquias; Nerocila orbignyi, parasitando
lubina, transferido de salmonete salvaje en Diana Pond en Corcega; Emetha audouini,
ectoparasito de lubina producida en Grecia, transferido por las poblaciones silvestres de
esparidos o Centracanthidae; Ceratothoa oestroides, en cavidad bucal de lubina y dorada,
producida en Croacia (Papapanagiotou y Trilles, 2001).

En las zonas costeras del Mediterraneo, las practicas de produccion intensiva de peces
proporciona un ambiente ideal para los isopodos parasitos, creando un entorno favorable a
la infeccion epizootica; por tanto, ocasiona un problema frecuente en la produccion de
dorada (Sparus aurata) y especialmente de lubina (Dicentrarchus labrax) (Paperna, 1991).
Existen diferentes especies de isopodos descritos en peces de produccion como gnatidos
(cuyas larvas se localizan en la cavidad bucal) o Anilocra spp. (que se encuentra sobre la
superficie del pez), pero principalmente son perjudiciales los parasitos bucales del género
Ceratothoa (Colorni y Padrés, 2011). Las especies de este género se han aislado
principalmente en centros de cria de lubina y dorada, convirtiéndose en un problema de la
acuicultura en jaulas Mediterraneo, pero es mas grave en la lubina (Horton y Okamura,
2003; Arechavala-Loépez y col., 2013).

Los is6podos que se encuentran en la boca tienen importancia econdmica en peces
producidos en acuicultura, ya que pueden llegar a superar los 4—5 cm de longitud en estado
adulto, ocupando gran parte de la cavidad oral (en algunos peces, las hembras pueden
ocupar hasta el 80% del area); por lo que diversos estudios han indicado que ocasionan
efectos perjudiciales al dificultar la alimentacion del hospedador, con consecuente
desnutriciébn, anemia, menor crecimiento o su inhibicion, muerte de los peces mas
pequefios, menor tasa reproductiva en los adultos, y asiento de infecciones bacterianas

secundarias (Vagianou y col., 2006; Hadfield y col., 2014; Carrassén y Scribb, 2014).



Bariche y Trilles (2006) reportan que la fauna de cimotoidos en el Mediterraneo es
poco conocida, con la excepcion de algunos estudios. La patologia ocasionada por
isopodos parasitos no ha sido descrita en instalaciones de acuicultura en el Mediterraneo
occidental, pero si tiene consecuencias graves en la produccion de dorada y de lubina en el
Mediterraneo oriental, principalmente en Grecia, Turquia y Mar Adriatico (Horton y
Okamura, 2001; Mladineo, 2003).

Horton (2000) plantea que la identificacion de las especies de cimotoidos es altamente
problematica y, como resultado, la taxonomia de este grupo esta lejos de ser clara. Las
ilustraciones originales de estas especies son frecuentemente poco detalladas, a menudo
consistiendo en una unica vista dorsal de una hembra adulta. Las descripciones originales
son también, a menudo, insuficientes, describiendo caracteristicas altamente variables o
pleomorficas, mientras que las caracteristicas taxondémicas mas importantes, como los

apéndices bucales y los pledpodos son practicamente omitidas.

1.3 Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general evaluar los niveles de infeccion de
los cimotoidos bucales de la lubina y peces asociados a las jaulas, ademas de realizar una
revision taxonomica de las principales especies del género Ceratothoa y una valoracion de

su efecto sobre el hospedador. Dentro de los objetivos especificos, estan:

1. Contribuir al conocimiento taxondmico, diferenciacion morfoldgica y molecular
de Ceratothoa spp. en la produccion de lubina (Dicentrarchus labrax) y en
peces salvajes asociados a jaulas, como son la boga (Boops boops) y la espicara
(Spicara maena) en el Mediterraneo Oeste.

2. Evaluar los niveles de infeccion y valorar el efecto de Ceratothoa spp. sobre la

boga, espicara y lubina.



II. MATERIALES Y METODOS

2.1 Caracteristicas de las especies modelo y su interaccion con parasitos cimotoidos
bucales
La lubina (Dicentrarchus labrax)

La lubina, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758), es una especie eurihalina,
demensal, oceanddroma, perteneciente a la familia Moronidae. Mide habitualmente 50 cm,
aunque se ha reportado que puede llegar alcanzar una longitud de 103 cm. Los adultos son
piscivoros. Se encuentra en rango de profundidad entre 10—100 m en Atlantico oriental,
desde Noruega a Marruecos, Islas Canarias y Senegal. También estd ampliamente
distribuida en el Mediterraneo y el mar Negro, estando ausente en los mares Blanco,
Brents, Baltico y Caspio (Froese y Pauly, 2014) (Figura 1). Esta especie es muy importante
para la acuicultura.

El cimotoido Ceratothoa spp. se ha aislado principalmente de cria de lubina y se ha
convertido en un problema de la acuicultura en jaulas en el Mediterrdneo. Las larvas de C.
oestroides producen lesiones severas en la piel y en los ojos de los juveniles. Horton y
Okamura (2003) reportan que, debido a la alimentacion hematofaga de este parasito, se
reduce el recuento de eritrocitos, los valores de hematocrito y de hemoglobina, produciendo

una anemia post-hemorragica en los peces afectados.

La Boga (Boops boops)

La boga, Boops boops (Linnaeus, 1758), es una especie marina de la familia de los
esparidos. Es gregaria, omnivora y se alimenta principalmente de crustaceos. Mide
habitualmente 20 cm, pero puede alcanzar una longitud méxima de 36 cm. Se encuentra
dentro de un rango de profundidad entre 0 y 350 m encontrandose distribuida a lo largo del
Atlantico oriental: desde Noruega a Angola, incluyendo las Islas Canarias, Cabo Verde y
las Islas Sao Tomé-Principe, siendo comin desde el Golfo de Vizcaya hasta Gibraltar.
También, se encuentra presente en el Mediterrdneo y el Mar Negro (Bauchot y Hureau,
1986) (Figura 1).

Esta especie puede representar un potencial reservorio de gran cantidad de patdégenos

ya que es una especie muy comun alrededor de las jaulas (Dempster y col., 2002). Presenta
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una riqueza de especies pardsitas muy elevada, existiendo 78 especies descritas. Un estudio
sobre las comunidades pardsitas de bogas en la costa atlantica y mediterranea espafola, ha
descrito 53 especies de parasitos metazoos de las cuales 36 especies eran generalistas y
cuatro especialistas de esparidos (Pérez-del-Olmo, 2008).

Las interacciones de la boga [Boops boops (Linnaeus, 1758) con isopodos parasitos
estd poco estudiada. La boga es hospedadora de 6 especies de isopodos parasitos
[Ceratothoa oestroides (Risso, 1826), Ceratothoa capri (Trilles, 1964), Emetha audouini
(Milne-Edwards, 1840); Anilocra physodes (Linnaeus, 1758), Ceratothoa parallela (Otto,
1828); Anilocra frontalis Milne-Edwards, 1840] (Innal & Kirkim, 2012). C. parallela
parasita de una manera que no constituye una amenaza grave para la vida del hospedador

(Bottari y col., 2013).

La Espicara (Spicara maena)

La espicara, Spicara maena (Linnaeus, 1758), es una especie marina, subtropical,
que pertenece a la familia Centracanthidae, aunque estudios moleculares la han llegado a
situar dentro de la familia Sparidae (Chiba y col., 2009). Se alimentan de zooplancton.
Mide comunmente 14 cm, alcanzando una talla maxima de 25 cm (Froese y Pauly, 2014).
Se encuentra hasta unos 100 m y se localiza en el Atlantico desde Portugal a Marruecos y
Canarias, asi como en el Mediterraneo y en el Mar Negro. Se trata de una especie de la
cual la informacion sobre su biologia y ecologia es limitada (Jardas, 1996; Dul¢i¢ y col.,
2000) (Figura 1).

Es una especie de pez que puede estar asociada a jaulas (Dempster y col., 2010). La
informacion sobre su parasitofauna es limitada (Carreras-Aubets, 2013); sin embargo,
existen diversos estudios donde se indica que puede estar infectada por parasitos de la
familia de los cimotoidos especialmente por Ceratothoa spp. (Oktener y Trilles, 2004;

Ramdane y Trilles, 2008; Carreras-Aubets, 2013).
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Figura 1. Especies modelo utilizadas en el presente estudio y su distribucion.

2.2 Muestreo

Fueron analizados un total de 516 peces: 141 bogas, 355 espicaras y 20 lubinas,
muestreadas en noviembre 2013 y junio 2014 (Tabla 1) procedentes del Mediterraneo. Las
espicaras y las bogas fueron obtenidas mediante pesca extractiva por arrastre en caladeros
cercanos a Santa Pola (Alicante). Las lubinas fueron obtenidas de piscicultura de la
empresa Piscimar®, localizada en Burriana (Castellon). Adicionalmente se obtuvieron
bogas procedentes del Atlantico (de los caladeros de Vigo y Plentzia) para incrementar el
tamafio muestral para el estudio, debido a las bajas infecciones detectadas en las bogas del

Mediterraneo. En total fueron analizadas 641 muestras analizadas.

Tabla 1. Tamafio muestral y rango de la longitud total (TL), longitud estandar (SL) y peso (W) de
las diferentes especies de peces analizados.

Mediterraneo Atlantico
Otoio Primavera Primavera
Especie n TL(cm) SL(cm) W(g) n TL(cm) SL(cm) W(g) n TL(cm) SL(cm) W(g)
Boops boops 85 13,6302 11,1-25 23-311 56 14,4-26,5 11,8-25 23-197 125 26,4294 21,424 168-260
Spicara maena 160  14,4-18  12,3-15 32-66 195 15,0-17,7  12,3-15 32-69 - - - -
Dicentrarchus - 20 31,8352 258305 363615 - - - -

labrax
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Las muestras fueron transportadas en hielo hasta el laboratorio de la Unidad de
Zoologia Marina (Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva, Universitat
de Valéncia) y fueron examinadas en fresco para detectar la presencia de isdpodos bucales.
Todos los peces infectados (n= 35) fueron medidos tomando tanto longitud estandar, SL,
como longitud total, TL y pesados (W). Estas medidas también se tomaron a un total de 60
individuos no infectados de cada especie de hospedador para su posterior andlisis. Estos
peces fueron seleccionados por presentar tallas similares a los peces infectados para evitar

la variabilidad asociada a la edad del pez.

2.3 Evaluacion de los niveles de infeccion y valoracion de los efectos de Ceratothoa

Spp-
El descriptor cuantitativo utilizado en el presente estudio fue la prevalencia. Bush y

col., (1997) la definen como el niimero de hospedadores infectados con uno o mas
individuos de una determinada especie de parasitos (o grupo taxondémico), dividido por el
nimero de hospedadores examinados, expresado en porcentaje. La abundancia (i.e. el
numero total de individuos de una especie de parasito dividido por el numero total de peces
examinados en una muestra) e intensidad (i.e. el numero total de individuos de una especie
de parasito dividido por el nimero de peces infectados por esta especie de parasito en la
muestra) fueron descartados como descriptores cuantitativos debido a que cada pez
infectado normalmente se encontrd parasitado por una hembra y un macho de cimotoido.
Para determinar el efecto del pardsito sobre la condicion corporal de los
hospedadores y su morfologia tanto a los peces infectados como no infectados les fue
separada la cabeza para tomar fotografias bajo diferentes angulos, utilizando cdmara
fotografica de la marca Canon®, puesta en una escala Kaiser RTX". Se procedi6 a realizar
las siguientes mediciones en 34 peces de los infectados (7 bogas y 27, espicaras) asi como
en 60 peces no infectados (20 bogas, 20 espicaras y 20 lubinas), con el fin de inferir el
espacio dejado por el parésito para que el pez pueda alimentarse. Se tomaron en cuenta el
peso del parasito W-(g) tanto de la hembra (WH) como del macho (WM), volumen (ml) en
hembra (VolH) y en macho (VolM); asi como a utilizar las siguientes formulas, cuyas
siglas se exponen en las figuras 2 y 3: ALBratio% = 1- (ALPB/ALB) x 100 (que
representa el area de la cavidad bucal lateral libre de parasito) y ABAratio% = 1- (VAP

/ABA) x 100 (que representa el area de la abertura bucal libre de parasito) para los peces
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infectados. En el presente estudio unicamente se valord el efecto de la hembra sobre el
hospedador, ya que los machos son de mucho menor tamafio y tienen una posicion
posterior, por lo que se asumidé que su efecto sobre el hospedador era despreciable.
También, se valoro el efecto de la infeccion sobre el factor de condicioén corporal (K factor
%) = (W / L*) x 100; donde W es el peso del pez, en gramo y L, la longitud total en

centimetro.

I.’IIhIIJIJN llilillli[!HI‘IIH
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Figura 2. Mediciones en los peces y sus abreviaturas. ATL= Area total de la cabeza con boca no proyectada
en vista lateral, rodeando todo el borde de la cabeza hasta la segunda linea del opérculo. ATLP= Area total de
la cabeza con boca proyectada en vista lateral, medicion tomada hasta la segunda linea del opérculo. ABA=
Apertura bucal apical, tomando el borde interior labial. AB= Anchura de la boca en vista apical, desde una
comisura labial a la otra, en su punto mas ancho.

Se realizaron Modelos Lineales Generalizados (GLM) para evaluar el efecto de los
factores “infectado/no infectado” sobre las mediciones realizadas (para ello se
transformaron logaritmicamente las medidas). Se realizaron dos tipos de GLM, por un lado
tomando en cuenta las cinco variables morfométricas no correlacionadas (ATL, ATLP, AB,
ALBratio%, ABAratio%) y la variable de condicion del pez (K factor) y por otro, tomando
en cuenta estas mismas variables morfométricas y las variables de peso (W) y talla del pez
(TL). Todas las variables para ambos analisis fueron transformadas logaritmicamente. Asi
se evaluo la relacion entre el espacio ocupado por el parésito en la boca (ALBratio% y

ABAratio%) y las variables morfologicas ATL, ATLP y AB, asi como las variables
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asociadas a la condicion del pez (K factor, TL y W) no paramétricas, utilizando tinicamente

los animales infectados (correlacion de Spearman).

;& 1:!“' nl
Figura 3. Mediciones en los peces, parasitos y sus abreviaturas. VAP= Vista apical parasito, delimitando su
borde visible. ALPB= Area de la cavidad bucal ocupada por el parasito hembra en vista lateral. ALB= Area
de la cavidad bucal en vista lateral, tomada sin opérculo y por debajo de las branquiespinas y PL= 4rea del
parasito tanto hembra (PLH) como macho (PLM), medido de acuerdo a posicion en el pez y fuera de la boca
del hospedador.

Finalmente, se construyeron GLM para evaluar las diferencias morfométricas entre
las tres especies, seguidos posteriormente por un test post hoc de Tukey. Para ello se
utilizaron los datos de los peces no infectados y se construyeron los modelos utilizando
cinco variables morfométricas transformadas logaritmicamente (ATL, ATLP, ABA, AB y
ALB) y utilizando como covariable la talla de los peces.

Todos estos analisis se realizaron mediante el programa estadistico STATISTICA

v8&.0.

2.4 Estudio taxon6mico de Ceratothoa spp.

Una vez realizado las mediciones anteriormente citadas se procedi6 a limpiar los
isopodos con solucion salina al 0.9 %. Posteriormente, fueron pesados individualmente y se
determind el peso y el volumen de cada individuo. Cada parésito fue individualmente
etiquetado. Parte de las muestras fueron fijadas y conservadas en etanol 100%, para su
posterior estudio genético, mientras que las muestras para el estudio morfologico fueron

conservados mediante congelacion a -20 °C.
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2.4.1 Analisis Morfolégico de Ceratothoa spp.

Para el estudio morfologico de las diferentes especies de Ceratothoa se realizaron
dibujos cientificos de 4 especimenes (tanto hembras como machos) encontrados en bogas y
espicaras, utilizando un tubo de dibujo asociado a una lupa optica (Lupa Leica® MZ
APQO). También, fueron fotografiados 50 ejemplares, utilizando cdmara Leica®, Modelo
DFC295. Por un lado, se analizaron los apéndices cefalicos (Figura 4), y por otro, se
tomaron distintas mediciones, como anchura y longitud de los diferentes segmentos

toracicos (i.e. pereionitos) y del tagma abdominal (i.e. pleotelson) (Figura 5).

Figura 4. Apéndices cefélicos y toracicos de isopodos cimotoidos. A, antena (A2). B, maxilas (Mx2) C,
maxilipedos (Mx2). D, Apéndices toracicos o pereidpodos indicando dos de sus segmentos, Merus o mero
(M) y Basis o basidiopodito (B). E, apéndices abdominales o pledpodos (P1).

Figura 5. Medidas realizadas a los individuos en vista dorsal para el estudio morfométrico. A, Longitud y
anchura total del individuo. B, Longitud y anchura de cada pereionito. C, Longitud y anchura del pleotelson
completo.
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2.4.2 Analisis Molecular de Ceratothoa spp.

Para el estudio molecular fueron analizados 12 parésitos, seis de bogas y seis de
espicaras. La muestra de tejido se obtuvo del pereidpodo derecho nimero cuatro de cada
uno de ellos, el cual fue fotografiado antes de ser procesado. Posteriormente se llevo a cabo
la extraccion siguiendo el protocolo BT Chelex® 100. Se afiadié 400ul de Chelex 5% y 4
ul de proteinasa K (Roche), incubando la muestra a 56°C durante toda la noche y
posteriormente calentdndolo durante ocho minutos a 96°C para desactivar la proteinasa.

Para la amplificacion de los fragmentos del gen mitocondrial de la seccion
Citocromo C Oxidasa subunidad I (cox1) se utilizo el kit Ready-To-Go™ (Amersham
Pharmacia Biotech), PCR Beads y los primers LCO1490: 5 GGT CAA CAA ATC ATA AAG
ATA TTG G 3', como forward y HC02198: 5' TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA
3’, como reverse (Former y col., 1994), utilizando el siguiente perfil de termociclado: 95°C
durante tres minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 50°C y
60 segundos a 72°C y, por ultimo, 10 minutos a 72°C para finalizar la extension (Mladineo
y col., 2009).

La confirmacién de la presencia de fragmentos amplificados se realizd con un gel
1% agarosa en tampon sodio acetato. La purificacion del ADN para la secuenciacion se
realizd a partir de la muestra obtenida de la PCR, utilizando el QIAquick PCR Purification
Kit (QUIAGEN). Las muestras fueron enviadas a secuenciar al laboratorio MACROGEN,
en Holanda. Las secuencias obtenidas fueron tratadas mediante el programa BioEdit y se
compararon con la base de datos de NCBI utilizando BLAST para obtener las diferencias y
similitudes que tienen con otros cimotoidos y entre ellos mismos (Tabla 2).

Las secuencias fueron alineadas utilizando ClustalW implementado de MEGA v6
(Tamura y col., 2013) con referencia a la translocacion de aminoacidos, utilizando los
cddigos mitocondriales de invertebrados (Ketmaier y col., 2007). El arbol filogenético fue
construido utilizando Neighbour-Joining (NJ) con MEGA v6 usando el modelo de Kimura
de dos parametros de sustitucion de bases. Las distancias genéticas (Distancias genéticas

€ %

p” sin correcciones) fueron calculadas con MEGA v6.
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Tabla 2. Relacion de las secuencias utilizadas para la realizacion del arbol filogenético, indicando
en cada caso los ejemplares utilizados, el hospedador, la localidad, el nimero de acceso en la base
de datos del NBCIl y la referencia bibliografica.

Especie Hospedador Localidad N°acceso  Referencia
Ceratothoa oestroides  Dicentrarchus Malisnova (Croacia)  GQ240276 Mladineo y col., 2009
labrax
Ceratothoa oestroides ~ Dicentrarchus Malisnova (Croacia) GQ240277 Mladineo y col., 2009
labrax
Ceratothoa italica Lithognathus Sabaudia (Italia) EF455813  Ketmaier y col., 2007
MOYmyrus
Ceratothoa italica Lithognathus Sabaudia (Italia) EF455815  Ketmaier y col., 2007
MOYmyrus
Ceratothoa oestroides ~ Sparus aurata Malisnova (Croacia)  GQ240266 Mladineo y col., 2009
Ceratothoa oestroides ~ Sparus aurata Malisnova (Croacia)  GQ240267 Mladineo y col., 2009
Ceratothoa oestroides  Boops boops Vigo (Espaiia) - Presente estudio
Ceratothoa oestroides ~ Boops boops Malisnova (Croacia)  GQ240272 Mladineo y col., 2009
Ceratothoa oestroides ~ Boops boops Malisnova (Croacia)  GQ240274 Mladineo y col., 2009
Ceratothoa parallela Spicara maena Santa Pola (Espaiia) - Presente estudio
Ceratothoa parallela Spicara maena  Santa Pola (Espafia) - Presente estudio
Ceratothoa parallela Spicara maena Santa Pola (Espaiia) - Presente estudio
Ceratothoa parallela Spicara maena Santa Pola (Espaiia) - Presente estudio
Ceratothoa parallela Spicara maena Santa Pola (Espaiia) - Presente estudio
Ceratothoa parallela Boops boops Santa Pola (Espaiia) - Presente estudio
Olencira praegustator - USA AF260844  Wetzer, 2001
Olencira praegustator - Carolina del Sur AF255791  Wetzer, 2001
(USA)
Nerocila bivittata Sarpa salpa Sabaudia (Italia) EF455819  Ketmaier y col., 2007
Elthusa vulgaris - USA AF255790  Wetzer, 2001
Anilocra physodes Symphodus Sabaudia (Italia) EF455817  Ketmaier y col., 2007
tinca
Anilocra physodes Symphodus Sabaudia (Italia) EF455818  Ketmaier y col., 2007
tinca
III. RESULTADOS

3.1Niveles de infeccion de Ceratothoa spp. en el Mediterraneo y en el Atlantico

De las 266 bogas analizadas, 141 provenian del Mediterraneo y 125 del Atlantico.
En el Mediterraneo resultdé Unicamente un pez infectado por Ceratothoa, por lo que la
prevalencia global de este parasito fue 0,71%. Esté inico pez infectado fue detectado en
otofio, no detectdndose ninguna infeccidén en primavera (ver prevalencias en Tabla 3). En la
muestra adicional tomada en primavera en el Atlantico la prevalencia fue de un 5,6 % (i.e.
siete peces estaban infectados). De las 355 espicaras recolectadas en el Mediterraneo, 27 se
encontraban infectadas por individuos del género Ceratothoa, obteniendo una prevalencia
global de 8,1%. La prevalencia del parasito en esta especie de hospedador fue de un 13,8%

en la muestra de otofio y de 2,6%. en primavera. En cuanto a las lubinas, los individuos
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recolectados en la empresa de piscicultura no se encontraban infectados. Todos los
parasitos detectados eran adultos tanto en S. maena como en B. boops, exceptuando un

juvenil detectado en una boga del atlantico.

Tabla 3. Prevalencia (P%) de Ceratothoa spp. en especies infectadas en el Mediterraneo y en
Atlantico, de acuerdo a la estacionalidad.

Mediterraneo Atlantico
Infectadas otoiio Infectadas primavera Infectadas primavera
Especie n P% n P% n P%
Boops boops 1 1,2 0 0 7 5,6
Spicara maena 22 13,8 5 2,6 - -
Dicentrarchus ) ) 0 0 ) )
labrax

3.2 GLM y Correlacion entre el efecto del parasito sobre condicion corporal de los
hospedadores y la morfologia de su cabeza. Diferencias Morfologicas entre las tres
especies de pez.

En B. boops, los GLM construidos con la variable K factor y las cinco variables
morfométricas (Tabla 4) indicaron que existia un efecto significativamente del factor
“infectado/no-infectado” sobre las variables (Fs, 10=41,22; p<0,0001). En estos modelos se
observo que Unicamente tres de las cinco variables se veian afectadas siendo mayores los
valores de ABAratio% (Fq, 15=247,88 p< 0,0001 ) y ALBratio% (Fq, 15=107,26 p<
0,00001) y menores los valores AB (F(, 15=6,0 p = 0,03) en peces no infectados. En
cuanto a los modelos producidos utilizando las cinco variables morfométricas, mas el peso
y la longitud del hospedador indicaron también (aunque con un valor de F menor) que
existia un efecto significativo del factor “infectado/no-infectado” (F7, 9=31,43; p<0,001),
viéndose afectadas unicamente las tres variables comentadas anteriormente.

A la hora de valorar la correlacion existente entre las diferentes variables asociadas
al espacio ocupado por Ceratothoa spp. en la boca y las variables morfométricas y de
condicién del pez se observd que para la boga existia unicamente una correlacion negativa

entre ALBratio% y LT (r&=-0,87 p<0,05).
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Tabla 4. Promedio y desviacion estandar (SD) de diferentes mediciones en bogas y en espicaras
infectadas y no infectadas. *

Boga Espicara

Factor Infectada No infectada Infectada No infectada
K factor’ 1,03+0,05 0,9440,05 1,1240,11 1,07+0,16
W' 170,03£16,92 203,50+33,73 44,70+11,77 4520+9,38
TL (cm) | 25,47+0,72 27,82+1,24 15,76+1,13 16,14+1,23
SL(cm) 21,67+0,68 22,75+0,94 13,240,88 13,50+1,09
ATL (mm?) ™ 156,06+9,79 158,20+15,7 106,89+9.8 102,7+12,16
ATLP(mm?) ~" 160,14+6,43 165,82+10,54 120,7249,93 118,38+11,13
ABA(mm?)* 29,65+1,84 29,52+5,18 20,95+3,57 18,02+2,97
ABAratio (%) 21,85+17,45 100,00-0,00 13,15+10,20 100,00+0,00
VAP(mm?) 23,2145,41 - 18,06+3,04 -
AB(mm) " 8,37+0,57 7,60+1,22 5,79+0,87 4,93+0,82
ALPB(mm?) 57,41x17,96 - 45.45+10.42 -
ALB(mm?) ' 89,60+6,15 95,48+3,17 60,71+6,07 59,56+6,04
ALBratio (%)"" 35,94+20,37 100,00-:0,00 24,89+16,10 100,00+0,00
PLH (mm?) 71,89+23,59 - 53,51+6,13 -
PLM (mm?) 39,28+3,84 - 26,95+3,63 -
WH (g) 0,84+0,73 - 0,50+0,17 -
WM (g) 0,09+0,08 - 0,0440,02 -
VolH (ml) 1,05+0,63 - 0,49+0,17 -
VoIM (ml) 1,15+0,07 - 0,0840,02 -

"Variables utilizadas en el primer modelo lineal generalizado realizados para la boga y espicara
separadamente; | variables utilizadas en el segundo modelo lineal generalizado realizados para la boga y
espicara separadamente; * variables utilizadas en el tercer modelo lineal generalizado realizados para
comparar las tres especies de hospedador.

En el caso de S. maena, los GLM construidos basandose en los cinco parametros
morfologicos y en el factor de condicion K, se observo que el factor “infectado/no-
infectado” contribuia significativamente en sus valores (F, 40=43; p<0,001). En estos
modelos se observo que las mismas tres variables detectadas para la boga eran las que se
veian significativamente afectadas, presentando valores ABAratio% (F, 45=124,83;
p<0,001) y ALB% (F(1, 45=147,67; p<0,001) mayores y de AB (F(1, 45=11,54; p<0,001)
menores los peces no infectados. En los GLM producidos utilizando las cinco variables
morfométricas, mas el peso y la longitud del hospedador se observd que existia también un
efecto del factor “infectado/no infectado™ (en este caso presentando un valor de F mayor;
(F7, 39=250,06; p<0,001), siendo unicamente afectadas las tres variables comentadas
anteriormente.

En cuanto a la correlacion existente entre las variables asociadas al espacio ocupado

en la boca y el resto de variables morfométricas, ademas de las relacionadas con la
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condicion del pez se observo que para espicara existia inicamente una correlacion negativa
entre ALBratio% y AB (r&=-0,45 p<0,05).

Se realiz6 un tercer analisis multivariado para evaluar las diferencias morfologicas
entre las tres especies (ver tabla 4). Los GLM construidos para valorar qué caracteristicas
morfologicas se veian afectadas por el factor “especie”, utilizando la variable LT, indico
que hubo diferencias significativas entre ellas (F(o, s4=13,73; p<0,001), viéndose afectadas
las cinco variables: ATL (F3,46=289,09; p<0,001), ATLP (F 3, 46=360,99; p<0,001), ABA
(F, 46=185,34; p<0,001), AB (F3, 46=603,26; p<0,001) y ALB (F3, 46=422,35; p<0,001).
Los test de Tukey demostraron diferencias significativas para todas las variables entre todos
las especies de peces (p< 0,0001), siendo las medidas de la boga menores y las de la lubina
mayores con una posicion intermedia de la espicara para ATL y AB; mientras que los
valores de ALB y ATLP eran mas altos para espicara que para lubina o boga (presentando

valores més altos la lubina que la boga). ABA presentaba valores mas altos para la lubina,

seguido de la boga y la espicara (ver Figura 6).

Covariate means
LT: 25.384

FishSpecies, LS Means
Wilks lambda=.14408, F(10, 84)=13 730, p=.00000
(Computed for covanates at their means)
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Covariate means:
LT 25384

FishSpecies; LS Means
Wilks lambda= 14408, F(10, 84)=13.730, p= 00000
{Computed for covariates at their means)
Vertical bars denote 095 confidence intervals
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Covanate means: FishSpecies, LS Means
LT 25384
4| Wilks lambda=.14408, F(10, 84)=13.730, p=.00000

(Computed for covariates at their means)
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 6. Comparacion de la morfologia entre las especies modelo. 1: Espicara. 2: Boga y 3: Lubina.

3.3. Descripcion morfolégica de Ceratothoa spp.
Ceratothoa oestroides (Figura 7)

Hospedador: Boops boops

Localidad: Vigo y Plentzia (Atlantico Nordeste)

Localizacion en el hospedador: cavidad bucal; hembras sobre la lengua (Figura 8).

[Descripcion basada en 6 hembras y 3 machos preservados mediante congelacion].

Hembra: Longitud de 9,58—34,17 (26,24) mm y anchura méxima 3,47—13,04 (9,62) mm,
siendo 2,4-2,8 veces mas largo que ancho. Cuerpo trapezoidal alcanzando anchura méxima
en el pereionito 5, 3,47—-13,04 (9,62) mm. Pereionito 1-4 con borde anterior y posterior
recto y liso; pereionito 5—7 con curvatura central convexa principalmente marcada en
pereionito 7. Longitud de pereionitos 1 al 4 mayor que 5-7 (Tabla 5). Incremento
relativamente abrupto en la anchura de pereionitos, desde pereionito 1 a pereionito S5,
seguido de una disminucion en pereionito 6 y 7, siendo el pereionito 1 el mas estrecho
(Tabla 5). Pleon, 3,33-9,72 (7,59) y anchura 2,32-9,73 (6,91). Pleonitos 1-4 de similar
tamafio y forma con borde anterior y posterior convexos y lisos. Pleonito 5 con borde
anterior convexo y posterior recto, ambos lisos. Cephalon (cefalon= cabeza), longitud
0,48-2,68 (1,99) mm y anchura 2,7—4,5 (3,88) mm. Ojos ovales con margenes marcados.
Anténulas (A;) con 7 artejos y Antenas (A;) con 7-8 (8) artejos, ambos apéndices sin
ornamentacion, pero las anténulas presentan un grupo de sedas cortas en el ultimo.

Mandibula con palpo mandibular formado por 3 artejos con 6—7 sedas. Proceso mandibular

bilobulado con 16bulo inferior reducido. Maxilula (Mx;) con 4 sedas en el extremo distal,
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espinosas curvadas. Maxila (Mx;), con 7—8 setas espinosas muy contundentes, dispuestos
en dos rangos, generalmente alternos en el endito de la coxa y en el endito de la base.
Maxilipedo (Mxp), con un palpo de tres artejos con 3—4 sedas espinosas en su parte distal y

un oostegito lamelar. Pleotelson 0,7-2,3 veces mas ancho que largo con borde irregular.
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Figura 7. Dibujo cientifico de Ceratothoa oestroides y de apéndices clasificatorios en hembras. Apéndices
cefalicos: anténula (Al), antena (A2), mandibula (Md), maxilas (Mx1) y maxilipedos (Mx2). Toracicos:
pereiopodo 1.

Siete pares de pereidpodos, que crecen en tamafio después del primer par hasta los ultimos.
Sin ornamentacion. Basipoditos (basis) ensanchados con forma regularmente redondeada y
sin expansiones (ensanchamiento gradual del pereidopodo 1 a 7, siendo particularmente
ancho en el pereidpodo 7). Con expansion en el mero (merus) en los pereidopodos 1 al 3.
Cinco pares de pledpodos con exopodito més grande que endopodito. Urdpodos bien

desarrollados, su extension no supera el borde posterior del pleotelson.
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1 mm

Figura 8. Posicion del parasito en el hospedador: a, posicion de C. oestroides y b, posicion de C.
parallela.

Macho: Muy similares, siendo la hembra 2,5-2,7 veces mas grande que el macho. Longitud
11,45-12,62 (11,87) y anchura maxima 4,36—5,54 (5,05), 2,2-2,6 veces mas largo que

ancho. Pledpodo 2 sin “apéndice masculino” (Figura 9).

1 mm

200 pm

Ceratothoua oestroides Ceratothoa parallela

700 pm

Figura 9. Dibujo cientifico de especies machos de Ceratothoa y “Apéndice masculina”, localizado en el
endopodito del pledpodo 2. A, C. oestroides, ausente; B, C. parallela en macho inmaduro y C, maduro
sexualmente.

Ceratothoa parallela (Figura 10)
Hospedadores: Spicara maena, Boops boops

Localidad: Santa Pola (Mediterraneo)
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Localizacion en el hospedador: cavidad bucal; hembras adheridas al paladar (Figura 8b).

[Descripcion basada en 5 hembras y 3 machos preservados mediante congelacion].

Hembra: Longitud 13,49-22,71 (18,03) y anchura maxima 5,00-9,54 (7,71), siendo 1,7—
2,8 veces mas largo que ancho. Cuerpo alongado con bordes laterales sensiblemente
paralelos con anchura maxima a la altura del pereionito 5. Cephalon, longitud 0,35—1,16
(0,61) y anchura 0,96-3,04 (1,63). Ojos ovales con margenes marcados. Pereionitos 1-4
con borde anterior y posterior recto y liso. Pereionito 5—7 con curvatura central convexa
principalmente marcada en pereionito 7. Longitud de pereionitos 3—4 mayor que 1,2, 6 y 7
(Tabla 5). Pleon, longitud 2,46—5,30 (3,69) y anchura 3,32—6,94 (4,94). Pleonitos 1-4 de
similar tamafio y forma con borde anterior y posterior levemente convexos y lisos. Pleonito
5 con borde anterior ligeramente convexo y posterior recto, ambos lisos. Pleotelson 1,4-4,5
veces mas ancho que largo con borde irregular.

Anténulas (A;) con 7 artejos y Antenas (A;) con 5-8 (7) artejos, ambos con ornamentacion.
Mandibula con palpo mandibular formado por 3 artejos con 3 sedas. Proceso mandibular
bilobulado con lobulo inferior reducido. Maxilula (Mx;) con cuatro sedas en el extremo
distal, espinosas curvadas. Maxila (Mx;), con setas espinosas muy contundentes, con 1-2
setas espinosas en el endito de la base y una hilera regulares de seis sedas espinosas
idénticas en el endito de la coxa. Maxilipedo (Mxp), con un palpo de tres artejos con 56
sedas espinosas en su parte distal y un oostegito lamelar.

Siete pares de pereidpodos sin ornamentacion, en los que la talla crece después de los
primeros pares hasta el séptimo. Basipoditos ensanchados de manera significativa y con
expansiones laterales, a partir del cuarto par especialmente en el séptimo parar. Expansion
en el mero (merus) de pereidpodos (especialmente marcada en pereidpodos 1-5). Cinco
pares de pledopodos con exopodito mdas grande que endopodito. Urdpodos bien

desarrollados, su extension no supera el borde posterior del pleotelson.
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Figura 10. Dibujo cientifico de Ceratothoa parallela y de apéndices clasificatorios en hembras. Apéndices
cefalicos: antena (A2), maxilula (Mx1), maxilas (Mx2), mandibula (Md), y maxilipedos (Mx2) y apéndices
toracicos: pereidopodos 1.

Macho: Muy similares, siendo la hembra 1,9-3,9 veces mas grande que el macho. Longitud
5,08-9,26 (7,16) y anchura maxima 1,71-4,32 (3,22), siendo 1,7-3 veces mas largo que
ancho. Pledpodo 2 con “apéndice masculino” de margenes paralelos que supera en longitud

al borde del endopodito (Figura 9).

Tabla 5. Promedio y desviacion estandar +SD (rango) de diferentes mediciones de Ceratothoa.

Ceratothoa oestroides

Ceratothoa parallela
Parametros Hembra Macho Hembra Macho
X . 26,24 £8,53 11,87+0,65 18,03+2,12 7,16 £1,46
Longitud Parasito(mm)
(9,58-34,17) (11,45-12,62) (13,49-22,71) (5,08-9,26)
9,62 £3,20 5,05+0,61 7,71+0,97 3,22+0,67
Anchura parasito(mm) (3,47-13,04) (4,36-5,54) (5,00-9,54) (1,71-4,32)
1,99 +£0,78 0,83 +£0,38 0,61 +£0,26 0,50 +£0,25
Longitud del cefalén (mm) (0,48-2,68) (0,41-1,15) (0,35-1,16) (0,20-0,73)
3,88 +0,70 1,9 +£0,20 1,63 +£0,52 1,31+0,25
Anchura del cefalén (mm) (2,7-4.5) (1,7-2,10) (0,96-3,04) (1,02-1,60)
. 7,59 £2,34 3,43 40,29 3,69 +0,61 2,20 +1,14
Longitud Pleotelson (mm)
(3,33-9,72) (3,15-3,72) (2,46-5,30) (1,41-4,94)
6,91 +2,43 3,73 £0,46 4,94 +£0,71 2,28 1,16
Anchura Pleotelson (mm)
(2,32-9,73) (3,22-4,10) (3,32-6,94) (0,97-4,96)
Longitud LS1 3,34 +1,21 1,51 £0,37 1,64 £0,36 0,73 £0,33
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Segmento (1,19-4,68) (1,08-1,76) (0,61-2,29) (0,33-1,24)

(ie; ;;‘(’I'I‘l‘l‘l;’) LS 2,59 41,20 1,09+0,04 1,70 20,27 0,76 £0,25

(0,75-4,36) (1,06-1,13) (1,15-2,24) (0.32-1,14)

2,83 £1,02 1,27+0,06 2,54 40,52 0,97 40,27

1S3 (0,77-3,73) (1,21-1,32) (0,80-3,34) (0.47-1,38)

3,16 1,15 1,21+0,04 2,53 40,38 1,07 40,29

LS4 (0,85-4,26) (1,17-1,24) (1,67-3,08) (0,55-1,50)

223 41,00 0,95+0,13 2,60 +0,56 1,03 40,27

13 (0,78-3,96) (0,80-1,06) (1,26-3,43) (0,57-1,43)

LS6 1,60 0,62 0,9240,16 1,77 40,44 0,76 40,20

(0,55-2,51) (0,74-1,02) (0.70-2,799 (0.36-1,17)

Ls7 1,04 0,42 0,62+0,15 0,78+0,16 0,42 +0.12

(0,38-1,53) (0,46-0,76) (0,57-1,09) (0,18-0,58)

6,71 42,05 3.66 0,42 4,10+0,62 224034

Lot (2,65-8,95) (3,17-3,91) (3,11-6,13) (1,50-2,67)

Ls2 7,77 42,29 4,09 0,42 5,19+0,77 2,48+0,38

(3,20-10,05) (3,61-3,49) (3,66-7,67) (1,61-3,00)

8,63 42,65 4,45 +0,57 6,0940,87 2,67+0,45

Anchura 183 (3.34-11,14) (3.81-4,89) (4,13-8,96) (1,64-3,25)

Segmento 9,35 +3,03 4,79 +0,59 7,1940,89 2,84+0,54
Pereionito LS4

(LSn)(mm) 348-12,51 4,13-525 4,63-9,19 1,62-3,45

LS5 9,62 43,20 4,99 +0,62 7,7140,97 2,990,60

(3.47-13,04) (4,36-5,60) (5,00-9,54) (1,64-3,88)

LS6 8,35 42,63 4,76 +0,64 6,48+0,81 2,8140,60

(3.27-11,05) (4,19-5,46) (4,55-8,03) (1,41-3,59)

LS7 7,08 42,20 4284041 4,61+0,51 2,3540,56

(2,70-9,20) (3.87-4,69) (3.44-5,92) (1,16-3,24)

3.4 Resultado del Estudio Molecular

Se ha logrado amplificar y obtener secuencias del gen mitocondrial Citocromo C
Oxidasa subunidad I (cox1) de un total siete muestras (de las 12 tomadas) durante el
presente estudio. Los fragmentos obtenidos presentaban entre 685-707 nt. El arbol
consenso obtenido mediante el andlisis de “Neighbour-Joining” (NJ) (ver Figura 11)
visualiza las relaciones entre los diferentes individuos de Ceratothoa obtenidos en el
presente estudio asi como con otras especies congenéricas y especies de diferentes géneros
dentro de la familia de los cimotoidos que actuaron como grupos externos (outgroups) y
también como referencia entre las relaciones de diferentes géneros dentro de esta familia.
Por una parte, las nuevas secuencias generadas de los individuos de Ceratothoa obtenidos
de espicara claramente indican que es un grupo monofilético junto al tnico individuo de

boga que se encontraba unido al paladar del pez. Todos estos individuos presentaban
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caracteristicas morfologicas similares a las descritas para C. parallela. Por otra parte, la
unica secuencia obtenida de un individuo de Ceratothoa unido a la lengua de un boga,
formaba un grupo monofilético con las secuencias obtenidas para C. oestroides en bogas
recolectadas en el Mediterraneo Este (secuencias disponible en GenBank, ver tabla 2). Sin
embargo, estaba separado de otro grupo de C. oestroides descritas en dorada, Sparus
aurata, y lubina, Dicentrarchus labrax (secuencias disponibles en GenBank), que a su vez
esta agrupado con unas secuencias obtenidas de Lithognathus mormyrus identificadas como

C. italica.

&g GQ290276 Ceratothoa oestroides en Dicemirarchus labray

GO240277 Ceratothoa oestroides en Dicenirarchus [abrax
EF455813 Ceratothoa italica en Lithognathus mormyris
EF433815 Cerarothoa italica en Lithognathus mornmvris
GQ240266 Ceratothoa oestroides en Sparns aurata

100] o9 GQ240267 Ceratothoa oesireides en Sparus anraia

Ceratothon oestroides en Boops boops *

a8 o GO240272 Ceratorhoa oestrofdes en Boops boops

GO240274 Ceratorioa oestrotdes en Boops boops

Cerarothoa parallela en Spicara maena *

Ceratothoa parallela en Spicara maena *

100

Ceratothon parallela en Spicara maena *
Ceratothoa parallela en Spicara maena *
Ceratothoa paraliela en Spicara maena *

Ceratothoa parallela en Boaps boops =
100 AF260844 (Nencira praegustator

| AF255791 Clenciva proegusiator

| EF4558 19 Nerocila bivittara en Sarpa salpa
AF255790 Elthusa vilgaris
— EF435817 Anilocra physodes en Symphodus rinca
I(Ilrl— EF455818 Amilocra plhyvsodes en Symphodus tinca

I — * Ejemplares de este estudio.
0.05

Figura 11. Arbol filogenético de especies cimotoidos reconstruido a través de NJ. Se muestra el arbol 6ptimo
con la suma de la longitud de ramas de 0.592. El arbol ha sido dibujado a escala, con longitudes de rama en
las mismas unidades que las de las distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Ademas
se eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par de secuencias. El soporte de los clados estd dado
por bootstrap (1000 repeticiones) indicandose inicamente los valores superiores al 82%.

Las divergencias entre todas las secuencias del clado C. parallela (formado por
cinco secuencias de espicara y una de boga) eran de 0-0.8% (0—2nt) y se diferenciaban con
las secuencias disponibles de Ceratothoa en GenBank en 17-18% (6671 nt) y en 20-27%
(75—104 nt) con el resto de especies de diferentes géneros disponibles. La unica secuencia
de C. oestroides de boga obtenida en el presente estudio no diferia en ningin nucle6tido
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con la secuencias disponibles de C. oestroides de boga en GenBank y diferia en 1,3-2,1%
(5—8 nt) con los C. oestroides de dorada y lubina. Divergia a su vez en un 0,8—1% (3-4 nt)
con los C. italica disponibles y en 23-27% (87-105 nt) con el resto de géneros dentro de la
familia de los cimotoidos. Todas las distancias-p (p-distances) calculadas tanto para C.

oestroides como para C. parallela estan basadas en un alineamiento de 418 nt.

IV. DISCUSION

4.1Niveles de infeccion de Ceratothoa sp.

En el Mediterraneo, los niveles mas altos de infeccion se registraron en las espicaras
muestreadas en otofio con valores ligeramente superiores al 10%, mientras que resultd mas
bajo en primavera. Para las bogas la prevalencia de este parasito no super6 el 3%, ni tan
siquiera en el atlantico donde se han detectado valores superiores 75% (Pérez-del-Olmo,
2008). En cuanto a las lubinas ninguna de los individuos analizados presentaba parasito y
parece no estar presente en la produccion en el Mediterraneo Oeste (comunicacion personal
Piscimar®™). De acuerdo a Mladineo (2003), sélo ha habido unos pocos casos de infeccion
de cimotoidos en lubinas criadas en jaula, asociados a brotes de epizootias graves, y
algunos de ellos notificaron a Ceratothoa oestroides como agente causal. No obstante, en

2009, registr6 una prevalencia de 13,3% en la produccion de lubina.

4.2 Efectos del parasito sobre el hospedador

En el presente estudio fueron observados cambios en la anchura de la boca, tanto
para la boga como para la espicara. Ademas, en la espicara se detectd una relacion entre la
anchura de la boca y el espacio ocupado por el parésito. En caso de la boga, se observé que
hubo una correlacion negativa entre la talla del pez y el espacio libre en la boca, lo que
pudo estar asociado al bajo numero de peces parasitados (solo siete individuos).

Bottari y col., (2013) reportan que no se detectaron diferencia significativa entre la
relacion longitud total (LT) y peso total (W) en especimenes de la misma edad, infectados y
no infectados por Ceratothoa. El factor edad no fue tomado en cuenta en el presente

estudio.
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Romestand y Trilles, (1979) reportan una ligera disminucién en el peso de los peces
afectados, en comparacién con los peces no infectados, ya que el pardsito no ejerce un
impacto significativo en la relacion peso/tamafio, aunque puede ocurrir retrasos en el
crecimiento. Resultados similares reportan Sala-Bozano y col., (2012).

De acuerdo a Carrassoén y Cribb (2014), hubo una correlacion moderada entre la
proporcion relativa de area libre de la boca en peces infectados y el tamafio del parasito,
pero no ejerce un efecto significativo en la cantidad de alimento ingerido por los peces. Sin
embargo, en ninguna de las especies salvajes se pudo observar que el parasito afecte la
condicion de los peces estudiados. No obstante, resulta necesario realizar un estudio en
boga con el objetivo de determinar el efecto de Ceratothoa oestroides y C. parallela,
debido a que el nimero de animales infectados no resultdé ser muy grande. Esta
recomendacion se hace de igual manera a la espicara, con el fin de valorar si la posicion de
este parasito en la boca puede afectar su condicidon corporal.

Hasta la fecha, ninguna de las especies cimotoidos reportadas en lubina y dorada de
piscifactoria se conocen como parasitos de estas especies en individuos salvajes. Mientras
que los peces marinos salvajes son hospedadores de una amplia variedad de parasitos, a
veces el pardsito predominante en la produccion es bien raro o ausente en las mismas
especies en la naturaleza. Sin embargo, si las especies de pardsitos dominantes en la
acuicultura estan presentes en las poblaciones naturales de peces, los efectos adversos son
mas evidentes en los peces de piscifactoria (Arechavala-Lopez y col., 2013).

Las mediciones obtenidas de las variables morfologicas de las especies modelo
resultaron significativas, siendo menores las medidas obtenidas de la boga, intermedias en
espicara y en mayor posicion, las de lubina (ABA, ATL y AB), aunque la espicara obtuvo
mayor significacion en ALB y ATLP, la se mantuvo en segundo lugar. En este caso, las
mediciones de la boga y espicara no son adecuadas para inferir acerca del efecto que
pudiera tener el parasito en la lubina.

Aunque como se ha comentado anteriormente, se considera un pardsito
relativamente poco habitual en piscicultura (aunque su prevalencia parece estar en
aumento) su alto impacto en la produccion puede estar asociado al tipo de alimentacion de
los peces. Las especies en estado salvaje, al verse afectada por Ceratothoa spp. pueden

cambiar sus habitos alimenticios, buscando alimento de un tamafio que pueda ser ingerido,
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a pesar de estar siendo parasitada, al modificar la anchura de la boca, como lo han hecho la
espicara y la boga. No obstante, en el caso de la lubina criada en jaula, aunque pudiera
modificar la anchura de la boca no tiene otra opcién para alimentarse, debido a que se le
seguira suministrando pienso del mismo calibre, cual no podra ingerir, lo que conllevara a
pérdida de peso, resultando en pérdidas econdmicas.

Los peces que se encuentran alrededor de las jaulas aqui en el Mediterraneo
occidental tienen niveles de infeccion bajos, y es por ello que el riesgo de infeccion debe
ser reducido. Por otro lado, Mladineo y col., (2009) reportan que las poblaciones
encontradas alrededor de las jaulas no son las mismas que las detectadas en los peces de
produccion. Cabe recordar que los parasitos van perdiendo su capacidad de nataciéon y no
pueden nadar libres por mucho tiempo, por lo que deben encontrar un hospedador lo antes
posible. Por lo tanto, los peces que se encuentran alrededor de las jaulas son mas propensos
a la infeccion. Se recomienda realizar monitorizacién continuada en esta zona del
Mediterraneo Oeste, con la finalidad de detectar la infeccion de este parasito, de acuerdo a

las posibilidades disponibles.

4.3 Discusion taxonémica de Ceratothoa oestroides 'y C. parallela

Ceratothoa oestroides se encuentra distribuida a lo largo de todo el Mediterraneo y
de las costas del noreste del Atlantico (Trilles, 1994; Horton, 2000; Oktener y Trilles,
2004). La distribucion de Ceratothoa parallela se superpone a la de C. oestroides (Horton,
2000; Oktener and Trilles, 2004; Pérez-del-Olmo y col., 2007; Ramdane y col., 2007; Innal
y Kirkim, 2012; Bottari y col., 2013).

Ceratothoa oestroides parasita frecuentemente las familias Centracanthidae y
Sparidae, también Clupeidae, Mullidae y Carangidae. Se ha descrito en Spicara maena,
Sardina pilchardus (Horton, 2000; Oktener and Trilles, 2004). Ceratothoa parallela se ha
encontrado parasitando particularmente Boops boops y rara veces parasita Dentex
vulgaris, Sarpa salpa, Esocis belonis, Spicara chryselis, S. maurii, S. alcedo, Trigla corax,
Mullus, Gadus capelanus, Merlucius merlucius, Raja asterias, y R. clavata. Parasita a
Spicara maena. Se ha reportado en Sparus aurata producidas en Grecia (Trilles, 1994;

Papapanagoitou y Trilles, 2001; Oktener and Trilles, 2004).
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Tanto C. oestroides, como C. parallela se solapan, en cuanto a distribucion
geografica y a los hospedadores en los cuales se han descrito. En este estudio C. oestroides
se encontrd parasitando a la boga y C. parallela parasitando a boga y espicara,
indistintamente. Por lo tanto, seria interesante realizar una ampliacidon de este estudio en
afnos proximos, con la finalidad de obtener muestras suficientes, de acuerdo a la estacion,
para aumentar la n y valorar la incidencia de cada especie de Ceratothoa en cada uno de los
dos hospedadores.

Los resultados obtenidos en el presente estudio taxonémico concuerdan en cuanto a
morfologia con lo descrito por Trilles (1968). Ademads, su posicion en la boca varia
dependiendo de la especie ya que las hembras localizadas sobre la lengua practicamente
presentaban las mismas caracteristicas que las descritas por este autor para Ceratothoa
oestroides, mientras que las hembras localizadas adheridas al paladar fueron todas
morfolégicamente muy similares a C. parallela. No obstante, Carreras-Aubets (2013)
encontré a C. oestroides sujeta al paladar de la espicara. Las caracteristicas morfologicas
distintivas entre ambas especies son principalmente la forma del cuerpo de las hembras
(cuerpo trapezoidal vs cuerpo alargado con bordes paralelos) asi como la
presencia/ausencia del apéndice masculino en macho. Existen también diferencias a nivel
de distribucion y nimero de sedas en apéndices cefalicos, como los presentes en la
mandibula, maxilula y maxilipedo. Ademas existen diferencias entre los pereiopodos de
ambas especies: mientras C. oestroides no presenta expansiones el basidiopodito de los
ultimos pereidpodos, C. parallela si que los tiene. Ademas, C. parallela se caracteriza por
tener una expansion en el mero en todos los pereidpodos, cosa que C. oestroides no
presenta (s6lo pereidpodos 1 al 3). Este Gltimo resultado no concuerda con lo descrito por
Horton (2000), el cual describe que ninguno de los pereidpodos de C. parallela presenta
dichas expansiones. Se debe tomar en cuenta que el mero es una caracteristica variable.

El presente estudio demuestra por primera vez una clara diferenciacion a nivel
molecular entre C. oestroides y C. parallela, pero C. oestroides comparte una secuencia
similar con C. italica, la cual tiene una distribucion parecida a la de C. oestroides y C.
parallela y afecta también a D. labrax y S. maena (Trilles, 1994: Horton; 2000; Oktener y
Trilles, 2004).
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En su clave, Horton (2000) reporta que en todos los pereiopodos de C. italica tienen
una prominente expansion en el merus, principalmente 1 al 3, menos prominente del 5 al 7,
y el margen posterior de pereionito 5 es insistentemente trisinuado. A pesar de la
descripcion anterior, no existen estudios morfoldgicos detallados realizados en esta especie,
por lo que interesaria realizar una revision morfoldgica de especimenes de C. italica. No
obstante, la secuencia disponible de C. italica es muy similar a la de C. oestroides que
parasita a Boops boops, difiriendo incluso menos de lo que difieren las secuencias de C.
oestroides tomadas de otros peces, como lubina y dorada, por lo que se recomienda
identificacion sea sustentada con otros analisis moleculares para solventar este problema.

Para la acuicultura, el hecho de que la hembra de Ceratothoa oestroides se localiza
en la lengua y la hembra C. parallela se encuentra adherida al paladar de su hospedador, asi
como la forma del cuerpo de cada una de ellas, facilita mucho su identificacion por parte de

personas que no sean especialistas en el tema.
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