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RESUMEN

Los endoparasitos helmintos y ectoparasitos del lobo marino de California (Zalophus
californianus), especie que se distribuye desde Columbia Britanica en Canadé hasta
las islas Marias en México, estan ampliamente documentados para sus poblaciones
en Estados Unidos y Canada. Sin embargo, existen pocos registros para sus
poblaciones en el Golfo de California y Pacifico Mexicano. Durante una salida de
campo en invierno de 2012, se realizaron necropsias de tres hembras adultas de
lobo marino muertas en las colonias de reproduccion de Isla Granito y Los Cantiles.
En cada caso se registraron y colectaron parasitos pertenecientes a cinco grupos
taxondmicos diferentes. Los nematodos se encontraron en congregaciones dentro
del intestino y se identificaron mediante el uso de claves para helmintos como
pertenecientes al género Contracaecum y Anisakis. En el tracto digestivo también
fueron encontrados parasitos acantocéfalos y cestodos. Los primeros, identificados
como género Corynosoma, se encontraban completamente adheridos al intestino,
incluso perforando la pared del mismo. Los cestodos encontrados fueron
identificados macroscopicamente como Diphyllobothrium sp. Solo se encontrd un
tipo de ectoparasito en los tres animales, el cual fue identificado como
Antarctophthirus microchir. También se detecto la presencia atipica de un acaro
perteneciente al género Orthohalarachne sp. en el tracto digestivo. Es probable que
su hallazgo en el tracto digestivo se deba a una deglucién accidental. Sin embargo,
el espécimen encontrado era una larva y no presentaba dafo quimico ni mecanico
en su cuticula, como se esperaria a partir de la exposicién a pH bajo y sales biliares
gastricas, lo cual plantea preguntas sobre su localizacién accidental. Estudios
futuros, a nivel molecular y ultraestructural, sobre la diversidad parasitica del lobo
marino de California permitirdn generar informacion util para monitorear el estado de
las colonias en el Golfo de California, ademas de ayudar a entender las relaciones
coevolutivas entre parasitos y hospederos.



SUMMARY

The California sea lion (Zalophus californianus) is distributed along the British
Columbia in Canada throughout the western coast of the US and to the Islas Marias
in Mexico. Endoparasitic helmiths and ectoparasites are widely documented for
California sea lion populations from the US and Canada, however there are
extremely few parasitological records for the species in the Gulf of California and
Mexican Pacific coast. In winter of 2012, during a research survey of sea lion
diseases in the Gulf of California, three necropsies were conducted on apparently
healthy adult female sea lions that died on the breeding colonies of Granito and Los
Cantiles. In each case ecto and endoparasites were recorded, collected and
preserved. The parasites belonged to five different taxonomic groups. Nematodes
were found in congregations inside the gut, and were identified, using taxonomical
keys, as belonging to the genus Contracaecum and Anisakis. Acantocephala and
cestodes were also found in the intestines. The first, firmly adhered to the gut and
occasionally perforating the intestinal mucosa, were identified as Corynosoma. The
cestodes were identified as belonging to the genus Diphyllobothrium. The sea lions
only harbored one type of ectoparasite, identified as Antarctophthirus microchir, a
hematophagus sucking lice. We also detected the atypical presence of a pharyngeal
mite belonging to the genus Orthohalarachne in the intestinal tract. This unexpected
finding is most likely due to accidental swallowing of the mite, however the specimen
found was a larval stage that did not show any damage to the cuticle as would be
expected from exposure to low pH and biliary salts in the stomach. Further studies at
a molecular and ultrastructural level, to investigate patterns of diversity of these
parasites will offer information that might prove useful to monitor the status of sea lion
colonies in the Gulf of California, and might help clarify phylogenetic relationships
between the parasites and their host.
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1. INTRODUCCION

El estilo de vida parasitario ha tenido mucho éxito a lo largo de la historia evolutiva. Aun sin
contar a las bacterias, hongos y virus, los parasitos funcionalmente agrupados como
helmintos son altamente diversos y poseen estrategias Unicas que les permiten sobrevivir en
su hospedero (Schmidt y Roberts 1984). Los parasitos juegan un papel importante para la
fauna silvestre, ya que estos pueden regular las poblaciones, influir sobre el éxito
reproductivo u ocasionar cambios de conducta en los hospederos (Luque y Godinez 2000).
En condiciones naturales, los animales silvestres tienden a tener cargas parasitarias altas
sin que estas les ocasionen enfermedad per se; sin embargo, cuando se enfrentan a
condiciones de estrés los parasitos pueden provocar dafnos severos locales o sistémicos, e
incluso llevarlos a la muerte (Schmidt y Roberts 1984). Tomando en cuenta que las
infecciones parasitarias han sido causa principal o concomitante de procesos de extincion
local y estan implicados como factores que pueden conducir a la pérdida de biodiversidad
(Smith et al 2009), resulta pertinente investigar la presencia de pardsitos potencialmente

patdégenos y caracterizarlos mediante técnicas moleculares y estructurales.

Entre los vertebrados marinos, los pinnipedos son portadores de gran nimero de parasitos,
y el lobo marino de California (Zalophus californianus) no es la excepcion (Aznar et al 2001).
A la fecha se han descrito algunos problemas de salud causados por endoparasitos
helmintos (trematodos, acantocéfalos, protozoarios y nematodos) y ectoparasitos en el lobo
marino de California debido principalmente a un comportamiento oportunista en condiciones
de desnutricién, inmunosupresién, estrés ambiental o cambios en el héabitat (Luque y
Godinez 2000). De manera general, los lobos marinos y demas mamiferos marinos
carnivoros poseen una alta carga parasitaria (Aznar et al 2001), ya que los parasitos no solo

son transmitidos entre los individuos de la poblacién, sino que tienen ciclos de vida
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complejos que involucran uno o varios hospederos intermediarios, generalmente presas del

lobo marino(Leidenberger et al 2007).

El lobo marino de California se distribuye desde Columbia Britanica, Canada, hasta las islas
Marias en México, incluyendo zonas insulares del Golfo de California (Aurioles y Zavala
19942). Actualmente se cuenta con datos parasitolégicos detallados para la especie a lo
largo de su distribucién en las costas del Pacifico de Estados Unidos de Norteamérica; sin
embargo, es casi nula la informacién que existe sobre parasitos para la especie en el Golfo
de California y el Pacifico Mexicano. Los ambientes insulares son fragmentos de habitat
natural donde se han establecido y evolucionado comunidades que suelen ser Unicas y
distintas a las localizadas en el continente o en otros ambientes insulares (INE 2009). Dentro
del Golfo de California existen diversas islas en las cuales los lobos marinos de California
establecieron sus colonias reproductivas y de reposo. Las islas del Golfo de California
representan un ecosistema con un aislamiento geografico notable, lo que da origen a
variaciones en las especies que viven en ellas (Santos et al. 2009). Ante un aislamiento
geografico las poblaciones evolucionan de manera diferente a otras poblaciones localizadas
en diferentes sitios, pues las presiones a las que se ven sometidos no son iguales. Debido a
su historia co-evolutiva y a su aislamiento en la region, es posible que los helmintos y
ectoparasitos del lobo marino de California en el Golfo de California presenten diferencias
morfolégicas y genéticas con los parasitos reportados para la especie en otras regiones

geograficas.

Por esto, este estudio buscé caracterizar, mediante métodos microscépicos y moleculares, a
los parésitos del lobo marino de California en el Golfo de California y los comparé con los

reportados en otras zonas geogréficas y en otros hospederos pinnipedos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Parasitismo

Un parasito se define como un organismo que poseen una asociacion fisica obligada con un
hospedero del cual obtiene un recurso esencial para sobrevivir y reproducirse, lo cual
representa un costo para la eficacia biol6gica de este ultimo (Poulin 2011). En este sentido
los parasitos no son un grupo taxondémico, sino un grupo artificial que abarca especies de
diferentes grupos taxonémicos que en muchos casos comparten caracteristicas como
hermafroditismo, partenogénesis y reproduccion asexual, tiempos generacionales cortos,
poblaciones altamente fragmentadas y fluctuacion estacional marcada (Huyse et al 2005). Al
ser un grupo artificial comprende un gran nudmero de especies entre los que podemos
encontrar helmintos, artrépodos, hongos, virus, bacterias y protozoarios (Guégan et al

2005).

La diversidad parasitaria varia entre hospederos debido a sus interacciones coevolutivas y a
las presiones ambientales a las que se ven sometidos (Korallo et al. 2007). Esta diversidad
es regulada por factores locales como la competencia interespecifica y la heterogeneidad de
hébitat, y factores regionales que influyen sobre los procesos evolutivos como migracién y la

historia de vida (Guégan et al 2005).

Existen seis estrategias basicas de parasitismo; siendo el parasitoidismo, castracion,
transmisién directa, transmisién tréfica, vectores y microdepredaciéon (Poulin 2011). En esta
tesis nos enfocaremos en dos de las estrategias, los parasitos de transmision directa que
son aquellos que solo se encuentran en un hospedero y generalmente presentan poca
virulencia, como los piojos, acaros e is6podos y los parasitos de transmisién tréfica que
utilizan a un hospedero intermediario para llegar a su hospedero final (Poulin 2011). La

evolucion de los parasitos ha permitido el desarrollo de caracteristicas Unicas que los
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ayudan a optimizar sus ciclos de vida y a adaptarse de mejor manera a sus hospederos.
Aquellos parasitos de ciclo de vida directo tienden a presentar una alta especializacién y
diversificacion debido a que parasitan a un solo hospedero (Huyse et al 2005), mientras que
los parasitos de transmisién tréfica tienen que adaptarse a diversos hospederos. En estos
parésitos la estructura tréfica afect6 la evolucion de ciertas caracteristicas. Por ejemplo los
parasitos marinos tuvieron que adaptarse a ciclos de vida complejos y estados larvales
largos al mismo tiempo que a la tolerancia de sus huevos ante condiciones de salinidad del

agua de mar (Thompson et al 2005).

2.1.1 Evolucién del parasitismo

El parasitismo no es un estilo de vida que haya surgido una sola vez a lo largo de la historia
evolutiva, sino en repetidas ocasiones en diferentes grupos taxonémicos, lo cual ha dado
como resultado la diversificacidon de linajes parasitarios (Poulin 2011). Es dificil saber
cuantas veces ha surgido el parasitismo a lo largo de la historia evolutiva, pues en muchos
casos los parasitos se extinguen sin dejar un registro fésil o algun indicio que nos indique si
surgié en mas grupos de los que conocemos actualmente. Existen grupos de parasitos en
donde este estilo de vida tiene un origen monofilético, es decir, solo surgié una vez a lo
largo de su historia evolutiva como en los Acantocéfalos y otros grupos en los que el
parasitismo tiene un origen polifilético (surgié varias veces a lo largo de la historia del grupo)

como es el caso de los piojos (Poulin 2011) (Figura 1)
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a) b)
Figura 1 Modelos propuestos para el origen del parasitismo a) Se ejemplifican el origen monofilético del parasitismo y b)

origen polifilético del parasitismo. P= parasito y N.P= no parasito.

2.1.2 Co-evolucidén entre parasitos y hospederos

Las asociaciones parasito-hospedero pueden darse debido a una larga coevoluciéon o a una
colonizacién relativamente reciente, siendo la colonizacion uno de los factores que afecta la
incidencia en parasitos de amplio rango geografico (Hober 1992). En cualquiera de estos
casos los parésitos se enfrentan a diferentes presiones de seleccion como lo son las
defensas de los hospederos que co-evolucionan a la par de los parasitos (Korallo et al.
2007). Entender el origen y la diversidad de los paréasitos requiere de conocimiento acerca
de la historia evolutiva de la asociacion parasito-hospedero y sus interacciones con el medio
(Guégan et al 2005). Para los endoparasitos, los tejidos de los hospederos proveen un
ambiente con caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas especificas, que se convierte en
su habitat por lo que tiene que adaptarse a este (Bush et al 1997). Un ejemplo de esto son
los parasitos de tracto digestivo de los vertebrados, los cuales requieren mecanismos y
estructuras de fijacion, un metabolismo anaerobio y resistencia a ataques enzimaticos
(Poulin 2011). Entender los efectos negativos que tienen los parésitos sobre sus hospederos

y cémo estos ultimos se contraponen al dafno nos permite elucidar las adaptaciones que
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estos dos organismos han tenido a lo largo de su historia evolutiva (Ebert and Herre 1996).
En este sentido el destino evolutivo de los parasitos es en gran medida dependiente de sus

hospederos (Aznar et al 2001).

La coevolucién entre parasitos y hospederos moldea tanto las caracteristicas de adaptacion
de uno como las defensas anti-parasitarias del otro (Poulin 2011) un proceso conocido como
la Reina Roja (Van Valen 1973). Esta hipétesis establece que los organismos se encuentran
en una constante competencia por sobrevivir, el cambio en un organismo tiene efectos sobre
otros organismos, los cuales a su vez se adaptan y cambian a fin de sobrevivir. Esta
dinamica se observa en la relacibn de parasitos-hospederos donde lo que gana el
depredador lo pierde la presa y viceversa ante lo cual tanto parasito como hospedero
reaccionan y se adaptan (Van Valen 1974). En varios linajes parasiticos la evolucién ha
llevado a formas morfolégicas mas sencillas; un ejemplo son los cestodos y acantocéfalos
que evolucionaron hasta perder su sistema digestivo pues sus hospederos realizan la
digestion de los alimentos y estos parasitos obtienen sus nutrientes por la absorcion a través
del tegumento (Poulin 2011). La virulencia es un caracter determinado por rasgos entre las
interacciones del hospedero-parasito y el ambiente (Lambrechts et al 2006), la cual se ve
modificada a lo largo del tiempo a manera que pueda mantenerse en la poblacion que

infecta.

La relacion parasito-hospedero refleja una relacién de largo tiempo entre estos dos
individuos (Hober 1996), estas relaciones se aprecian en filogenias comparativas las cuales
pueden mostrarnos la diversificacién tanto de los parasitos como de sus hospederos (Huyse
et al 2005). Debido a la estrecha relacion de los parasitos con sus hospederos estos pueden
funcionar como indicadores del desarrollo histérico, ecoldgico biogeografico y filogenético;
ademas de la longevidad temporal, salud actual, estructura social, movimientos y varios

aspectos de diferentes biotas (Hober 1996, Aznar et al 2001).
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2.2 El lobo marino de california

Los pinnipedos son un grupo de mamiferos marinos que datan del Oligoceno (Uhen 2007);
surgen después de la separacion de Feliformia y Caniformia hace 45 millones de afnos
(Leidenberger et al 2007). En este grupo se encuentran tres familias pertenecientes al
orden Carnivora, los otaridos (lobos marinos y lobos finos), los focidos (focas) y los
odobenidos (morsas) (Harington 2008). Se han desarrollado varia teorias acerca del origen
evolutivo de los pinnipedos, siendo la teoria del origen monofilético la mas apoyada en los
ultimos anos tanto por evidencias morfoldégicas como moleculares. Esta teoria propone que
las tres familias de pinnipedos comparten un origen evolutivo junto con carnivoros
arctoideos (Uhen 2007, Harington 2008). Se piensa que este grupo tiene origen en Norte
Ameérica, donde los primeros otaridos se dispersaron a lo largo del Pacifico Noreste y los
fécidos en la costa sureste presentaron una dispersién hacia el norte del Atlantico, al Artico y
Antartico (Arson et al 2006, Harington 2008), para después diversificarse como grupo. Los
fésiles indican que los pinnipedos que hoy observamos son solo una pequena fracciéon de un
grupo que alguna vez fue sumamente diverso (Harington 2008). Hoy en dia las especies
pertenecientes a este grupo se encuentran en d&reas de alta productividad marina
localizadas alrededor de los 40°N y 40°S (Schipper et al 2008). La adaptacion al mar ejercioé
una presién adaptativa sobre estos individuos y sus parasitos, los cuales tuvieron que
desarrollar estilos de vida, estructuras y adaptaciones unicas a fin de sobrevivir junto con

sus hospederos al medio marino (Leidenberger et al 2007).

Zalophus californianus es un pinnipedo otarido que habita desde el Pacifico nororiental en
las costas de la Columbia Britanica, Canada, hasta las islas Marias en México incluyendo el
interior del Golfo de California (Aurioles y Zavala 1994). Las colonias que habitan dentro del
Golfo de California son genéticamente diferentes tanto con las registradas fuera del golfo

como entre ellas. Estudios han demostrado que existen 3 colonias genéticamente diferentes
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dentro del Golfo de California, estas presentan diferencias demogréficas, biologicas y
ecologicas como diferente alimentacion, variaciones isotépicas de C y N, y variaciones
anatémicas en el craneo de los machos al comparar colonias del norte y sur del golfo

(Mellink y Romero Saavedra, 2005; Szteren y Aurioles-Gamboa, 2011).

Los lobos marinos de California se distinguen de otras especies por el espeso pelaje que los
cubre y la capa de tejido adiposo subcutaneo que poseen. Como todos los otaridos,
presentan un pabellén auditivo externo y una estructura pélvica moévil la cual les permite
desplazarse en tierra. En los adultos existe un dimorfismo sexual siendo los machos mas
grandes que las hembras, ademas los primeros presentan una cresta sagital en la parte
anterior de la cabeza (Odell, 1981; Reijnders et al 1994). El lobo marino de California es el
unico pinnipedo que habita en el Golfo de California, no obstante en varias ocasiones la foca
de puerto (Phoca vitulina), el elefante marino del norte (Mirounga angustrirostris) y el lobo
fino de Guadalupe (Arctocephalus townsendi) llegan a encontrarse aqui (Aurioles y Zavala

1994, Mellink y Romero-Saavedra 2005 ).

La reproduccién de la especie se lleva a cabo basicamente en tres regiones geogréficas, la
primera se extiende desde Canada hasta la frontera de E.U.A con México, la segunda
abarca el oeste de baja California de la frontera con E.U.A hasta la punta de la Peninsula de
Baja California y la tercera se encuentra en las islas del Golfo de California (Szteren et al
2006). Dentro del Golfo de California, sus mayores poblaciones se encuentran en el cinturén
de las Grandes Islas y en el Norte del Golfo debido a la mayor productividad primaria y
abundancia de presas (Mellink y Romero-Saavedra 2005). En las costas de las islas los
lobos marinos prefieren las islas rocosas para reproduccion ya que proveen proteccion y
playas de arena para el descanso de los machos (Aurioles y Zavala 1994, Mellink y Romero-

Saavedra 2005).
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Esta especie de pinnipedo es estrictamente carnivoro, se alimenta de alrededor de 50
especies diferentes de peses y cefalépodos (Li et al. 2011). Entre las presas principales de
los lobos dentro del Golfo de California se encuentran especies de sardinas, anchoveta,
marcela y merluza entre otras (Aurioles y Zavala, 1994). Las crias de Z. californianus
empiezan a ingerir peces alrededor de los 5 meses de nacidos ademas de la leche materna
y alos 10 0 12 meses son destetadas completamente (Li et al. 2011), estando expuestos a
la adquisicion de parasitos transmitidos por peces desde que comienzan a alimentarse de

estos.

La fauna parasitica reportada para los pinnipedos en general, y para el lobo marino de
California en particular, es muy diversa e incluye endo y ectoparasitos; entre los mas
comunes encontramos nematodos, acantocéfalos, platelmintos, acaros (subclase Acarina) y

piojos (suborden Anoplura) (Leidenberger et al 2007).

2.3 Helmintos reportados para el lobo marino de California

En este grupo de organismos pardasitos se encuentra una gran diversidad de especies, y lo
mismo ocurre para las especies que parasitan mamiferos marinos. Aznar y colaboradores
(2001) reportaron 315 especies de helmintos parasitos de mamiferos marinos. Los
pinnipedos también poseen un alto numero de parasitos helmintos y en muchos casos son
hospederos finales de los mismos. Los pinnipedos adquieren los helmintos al ingerir a sus
presas como peces y calamares que son utilizan como hospederos intermediarios o
paraténicos. Varias de estas especies de parasitos presentan una baja especificidad hacia
su hospedero final (Poulin y Valtonen 2001, Aznar et al 2001). Dentro del tracto intestinal de
sus hospederos intermediarios interactuan las diferentes especies de helmintos (Sinisalo et

al 2004). La mayoria de los helmintos parasitos de pinnipedos presentan ciclos de vida
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complejos, por lo que nos pueden proveer una estimacién directa de asociaciones
ecolégicas al igual que gran cantidad de informacién acerca de la salud del ecosistema
(Hober 1996). Los pinnipedos, incluyendo a Zalophus californianus, suelen estar
parasitados por helmintos como lo son nematodos, acantocéfalos y cestodos (Colén-Llavina

et al. 2009).

2.3.1 Nematodos de los pinnipedos otaridos

El parasitismo ha sido una forma de vida exitosa para los nematodos ya que mas del 33%
de las especies existentes lo son (Anderson 2000). Varias familias de nematodos parasitan
pinnipedos, incluyendo a Z. californianus. Algunos parasitos de mayor relevancia clinica
pertenecen a la superfamilia Ascaridoidea. Existen varios taxones en esta superfamilia con
parecido morfolégico y diferencias genéticas y ecoldgicas (Kijewska et al 2002). La
superfamilia Ascaridoidea de 5 familias siendo Anisakidae, Ascarididae, Crossophoridae,
Heterocheilidae y Acanthocheilidae. Los anisakidos parasitan mamiferos y reptiles acuaticos
y peces como hospederos definitivos e infectan peces e invertebrados como hospederos
paraténicos e intermediarios (Anderson 2000, Lymbery y Cheah 2007). Entre los hospederos
invertebrados para estos parasitos encontramos a: celenterados, tenéforos, gasterépodos,
cefalépodos, poliquetos, copépodos, misidaceos, anfipodos, eufausidos, decépodos,
equinodermos y quetognatos (Anderson 2000, Leidenberger et al 2007). La familia
Anisakidae presenta una alta adaptacion al ambiente marino y a la mucosa gastrica de sus
hospederos finales. Sin embargo puede causar dafo por ejemplo dentro del tracto
gastrointestinal de los hospederos finales las etapas adultas de nematodos pueden causar
Ulceras que microscopicamente se observan como areas necréticas y hemorragicas

alrededor de los parasitos (Harris y Gordiner 2011) (Figura 2)
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Figura 2 Zona necroética en tejido de un mamifero marino, provocado por el enquistamiento de un nematodo

perteneciente al género Contracaecum (Yanez et al 2012)

Los anisakidos poseen un ciclo de vida complejo que comprende hospederos invertebrados
y vertebrados en varios niveles de la cadena tréfica (Kijewska et al 2002, Mattiucci y Nascetti
2007), dentro de esta familia encontramos a los géneros Anisakis y Contracaecum que se
han reportado como parasitos del lobo marino de California (Anderson 2000, Paggi et al
2000, Nadler et al 2005, Lymbery y Cheah 2007). El ciclo de vida de estos dos géneros es
parecido, e inicia cuando los huevos salen por las heces y pasan por un periodo en el que
los organismos maduran dentro del huevo antes de eclosionar como larva de vida libre para
ser ingerida por el hospedero invertebrado. Los peces y moluscos cefalépodos se infectan al
ingerir a presas infectadas y son a su vez ingeridos por el hospedero definitivo donde
habitan en el tracto digestivo terminando de desarrollarse y reproduciéndose completando

asi su ciclo de vida (Anderson 2000, Lorenzo Iglesias 2000, Lymbery y Cheah 2007).

Muchas de las especies consideradas cosmopolita en verdad son complejos de individuos
que comprenden especies primas con caracteristicas genéticas diferentes y aisladas
reproductivamente (Mattiucci y Nascetti 2007). Este es el caso de Anisakis simplex y
Contracaecum ogmorhini (Kijewska et al 2002, Nadler et al 2005). A. simplex es una de las

especies mas conocidas dentro del género Anisakis, A. simplex C es la especie registrada
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en el Pacifico norte por lo que es la especies de interés (Lymbery y Cheah, 2007). Los
organismos pertenecientes al complejo Anisakis simplex presentan muy poca variabilidad
genética, se piensa que esto se debe a la alta movilidad de sus hospederos como peces o
mamiferos marinos (Lymbery y Cheah, 2007; Colén et al 2009). Contracaecum es un género
distribuido globalmente (Barson and Marshall 2004), dentro de este encontramos al
complejo de especies Contracaecum ogmorhini reportado en la regién boreal y en las costas
del Pacifico de Canadda, Estados Unidos y México parasitando a Zalophus californianus
(Mattiucci et al. 2003; Nadler et al. 2005). C. ogmorhini tambien parasita a otros pinnipedos
como Eumatopias jubatus en California, Arctocephalus pusillus y A. australis en la regién
austral y Otaria flavescens y A. autralis en la Patagonia, Argentina (Mattiucci et al. 2003;
Nadler et al. 2005; Hernandez-Orts et al. 2012). Sin embargo en la mayoria de los reportes
solo se menciona C. ogmorhini y no se especifica la especie dado que Contracaecum
ogmorhini sensu lato es un complejo que consiste en dos especies C. ogmorhini sensu
stricto y C. margolisi (Nadler et al 2005). Esta ultima se ha descrito y reportado para Z.
californianus en costas del Pacifico norte en Canad4, California y el Pacifico mexicano

(Nadler et al 2005)

2.3.2 Acantocéfalos de los pinnipedos otaridos

La diversidad parasitica del lobo marino de California incluye al filo de los acantocéfalos.
Este grupo Unico de parasitos no segmentados se caracteriza por tener una probdscide
retractil en el extremo anterior del cuerpo ademas de poseer solamente sistema nervioso,
reproductivo y excretor. Carecen de sistema digestivo porque obtienen su alimento al
absorber nutrientes a través de las paredes de su cuerpo (Wilford Olsen 1974). Los adultos
son parasitos de diversas especies de vertebrados (Wilford Olsen 1974). Aquellos
acantocéfalos pertenecientes a la familia Polymorphidae son endoparasitos obligados de

mamiferos marinos (Aznar et al 2001). Poseen un ciclo de vida complejo que utiliza
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invertebrados como hospederos intermediarios (Aznar et al 2001, Garcia-Varela et al. 2005,
Poulin 2011). Los acantocéfalos estan distribuidos globalmente; la familia consta de 12
géneros y 127 especies, de los cuales el mas relevante para los pinnipedos es el género

Corynosoma (Garcia-Varela et al. 2013).

El ciclo de vida del género Corynosoma empieza cuando un hospedero infectado expulsa
huevos en las heces. En su interior los huevos contienen una larva llamada acantor (Vidal
Martinez et al 2002; Aznar et al 2006). Al ser ingeridos por invertebrados, anfipodos por lo
general, el acantor eclosiona y penetra la pared intestinal con su rostelo, estructura que
pierde, y se desarrolla la fase larval acantela. El desarrollo de los Corynosomas sigue en el
invertebrado hasta llegar a su fase juvenil, aun no presenta génadas. El invertebrado es
ingerido por un pez el cual cumple el papel de hospedero paraténico. Los pinnipedos
ingieren a los peces infectados, permitiendo asi la que los Corynosomas se establezcan el
tracto digestivos de los pinnipedos y terminen de madurar; es dentro del hospedero
definitivo donde los acantocéfalos pierden su envoltura juvenil y crecen hasta la madurez
sexual (Vidal Martinez et al 2002, Garcia-Varela et al 2005, Aznar et al 2006, lonita et al

2008, Kuzmina et al 2012) (Figura 3)
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Figura 3 Ciclo de vida de Corynosoma

Existen varias especies de acantocéfalos del género Corynosoma reportadas para el lobo
marino de California entre las que encontramos a C. obtuscens, especie también reportada
para el lobo marino del sur (Otaria flavescens) y C. strumosum, la cual es muy comdn en
pinnipedos del hemisferio norte (Van Cleave 1953, Margolis y Dailey 1972, Shults 1982,
Castillo et al 1998, lonita et al 2008). Estas dos especies de Corynosomas son
morfolégicamente diferentes como se ve en la figura 4, la forma del cuerpo de C. obtuscens
es redondeada, siendo mas compactos, presentan espinas a lo largo de su cuerpo y un
disco de fijacion marcado y redondo mientras que C. strumosum es mas alargado, la parte
anterior de su cuerpo es redondeada y su tronco es muy estirado (lonita et al 2008). A pesar
de los reportes que se tiene en los lobos marinos de California de Corynosoma estos son

parasitos tipicos de focidos y no son tan comunmente encontrados en otaridos.
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1 mm

Figura 4 Microfotografias de Corynosoma a) Corynosoma obtuscens y b) Corynosoma strumosum. Tomado de lonita y
colaboradores 2008.

2.3.3 Cestodos de los pinnipedos otaridos

Los cestodos son gusanos endoparasitos planos y segmentados del sistema digestivo de
los vertebrados. Su cuerpo esta constituido por tres partes; el escolex u 6rgano de fijacion,
el cuello donde se originan los proglétidos inmaduros y el estrobilo que es la cadena de
proglétidos maduros (Figura 5). Son organismos hermafroditas por lo que los 6rganos
reproductores masculinos como femenino se encuentran en los proglétidos (Vidal Martinez
et al 2002). Los parasitos carecen de canal alimenticio pues su cuticula se encarga de
transportar nutrientes al interior de su cuerpo y excretar los desechos (Smyth y Mcmanus

1989).
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Figura 5 Partes principales del cuerpo de un cestodo

El género Diphyllobothrium perteneciente a la familia Diphyllobothiidae, ocurre tipicamente
en mamiferos marinos incluyendo al lobo marino de California (Baer Jean 1969, Margolis y
Dailey 1972, Gage et al 1993, Gerber et al 1993, Rausch et al 2010), sin embargo no
muestra una alta especificidad a sus hospederos finales por lo que puede parasitar otros
mamiferos (Rausch et al 2010). Este género infecta hospederos en tres niveles tréficos
durante su ciclo de vida; en su primer estadio el parasito es un embrién ciliado de vida libre
llamado coracidium el cual es ingerido un crustaceo, en el que penetra el intestino y se
diferencia en procercoide. Cuando el crustaceo es ingerido por un pez, penetra el intestino y
se enquista o migra al masculo para diferenciarse en plerocercoide, el pez es ingerido por
un mamifero en el que el parasito entra al intestino delgado y termina de madurar (Vidal
Martinez et al 2002, Dick 2007) (Figura 6). Diphyllobothrium posee una amplia distribucion

producto de la migracion de peces y mamiferos (Hernan et al 2001, Dick 2007).
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Figura 6 Diagrama que muestra el ciclo de vida de Diphyllobothrium

2.3.4 Ectoparasitos de los pinnipedos otaridos

Ademas de los endoparasitos encontrados en un organismo, los ectoparasitos también son
una parte importante de la diversidad parasitaria que se puede registrar (Leonardi et al
2012). Los ectoparasatos en los pinnipedos muestran adaptaciones importantes ya que el
estilo de vida anfibio que sus hospederos llevan representa un verdadero reto (Kim et al
1975). Los acaros son algunos de los ectoparasitos que llegan a encontrarse parasitando
pinnipedos, algunas especies de acaros han migrado hacia tejidos u érganos internos. Las
especies pertenecientes a la familia Halarachnidae son un ejemplo de ectoparasitos con
comportamiento migratorio ya que son parasitos obligados del tracto respiratorio de los
mamiferos, caracteristica que los diferencia, en lo que respecta a sus adaptaciones y a su

coevolucion con el hospedero, de otros acaros que son tipicamente ectoparasitos (Alonso-
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Farré et al 2012). Se ha propuesto que la familia Halarachnidae probablemente
evolucionaron a partir de acaros de vida libre (Furman, 1977). Los hospederos pinnipedos
son parasitados por dos géneros de acaros, Orthohalarachne (Newell 1947), que parasita a
otaridos y odobénidos, y Halarachne, que parasita fécidos y nutrias marinas (Alonso-Farré
et al, 2012). Para el lobo marino de California se han reportado tres especies de
Orthohalarachne como parasitas del tracto respiratorio, O. attenuata en el tracto
nasofaringeo (Alaska, Oregén y California), O. diminuata en bronquios y traquea (Alaska,
Columbia Britanica y California) y O. Zzalophi en tracto nasofaringeo (California y

Alemania)(Margolis and Dailey 1972)

Ademas de los &acaros podemos encontrar piojos como ectoparasitos, aquellos
pertenecientes a la familia Echinophthiriidae, incluyen especies parasitas de pinnipedos y
nutrias, entre los que se encuentra el lobo marino de California (Leonardi et al. 2012). Esta
familia de artrépodos evolucion6 a partir de ancestros terrestres (Aznar et al 2001) y pudo
adaptarse a un modo de vida anfibio, gracias a lo cual presentan adaptaciones Unicas al
medio marino (Kim et al. 1975). Las especies dentro de este género se vieron sometidas a
una presion de seleccion por el ambiente mismo que resulto en una morfologia, fisiologia,
comportamiento y ecologia sumamente especializada (Leonardi et al. 2011, 2012; Aznar et
al. 2009). Por ejemplo el ciclo de vida de estos piojos se encuentra sincronizado con el de
sus hospederos ya que su reproduccion y transmisién solo se lleva a cabo cuando los
pinnipedos estan en tierra (Aznar et al. 2009). La especificidad en hospederos sugiere una
evolucion junto con los pinnipedos desde las focas ancestrales hasta los pinnipedos de hoy

en dia (Kim et al 1975).

En la familia Echinophthiridae se encuentra Antarctophthirus microchir (Trouessart y
Neumann 1888), especie registrada para cinco géneros de otaridos: Eumetopias, Zalophus,

Otaria, Phocartus y Neophoca; la presencia de A. microchir en ambos hemisferios sugiere
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que esta especie a parasitado a los lobos marinos desde hace dos millones de afos, lo cual
respalda la teoria de un linaje monofilético tanto de los piojos como de los otaridos (Kim et al
1975; Aznar et al 2001). Esta especie de piojo ha sido registrada para el lobo marino de
California en su distribucion a lo largo de Alaska, Columbia Britanica, California y el Golfo de
California (Margoulis y Dailey, 1972; Aurioles y Zavala-Gonzalez 2000; Godinez et al 1995;

Durden y Musser 1994).

2.4 Relevancia de los parasitos sobre la salud del lobo marino

El lobo marino de California al igual que muchos pinnipedos es un depredador tope en la
cadena alimenticia, lo cual ademas de regular las poblaciones de sus presas y tener un
papel en el reciclamiento de nutrientes los hace especies centinelas de la salud en el
ecosistema (Aurioles y Zaavala-Gonzalez, 2000). Al estar en el tope de la cadena alimenticia
los lobos marinos de California son utiles como especies indicadoras de la salud del habitat
pues bioacumulan sustancias toxicas que pueden encontrarse en el ambiente, al estudiar la
salud de estos pinnipedos nos puede proporcionar informaciéon acerca de niveles tréficos
inferiores (Aurioles y Zaavala-Gonzalez, 2000). La diversidad genética y las relaciones entre
de lobos marinos y sus parasitos pueden ser utilizados como bioindicadores del ecosistema
y nos pueden mostrar las adaptaciones que los dos grupos han tenido ante el medio

ambiente (Mattiucci y Nascetti 2007).

Ademas de la importancia ecolégica, los lobos marinos de California poseen una
importancia social como especie carismatica ante la cual la poblaciéon responde. Estos
organismos también poseen una importancia econémica debido a que son utilizadas para el
turismo lo cual deja una importante derrama economica al pais (Aurioles y Zaavala-

Gonzalez, 2000)
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A pesar de que los lobos marinos de California tienen una relacion conflictiva con los
pescadores debido a que constantemente estos realizan pesca artesanal en la misma zona
en la que los lobos marinos se alimentan (Mellink y Romero Zaavedra, 2004), los lobos
marinos son una especie vital en el ecosistema y el estudio en la salud de sus poblaciones

es de suma importancia para comprender procesos ecologicos y la salud del ecosistema.
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3. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente se cuenta con reportes parasitolégicos detallados para el lobo marino de
California a lo largo de su distribucién en las costas del Pacifico de los Estados Unidos de
Norteamérica y Canada; sin embargo, es casi nula la informacion que existe sobre parasitos
para la especie en el Golfo de California y el Pacifico Mexicano. Por este motivo resulta

necesario incrementar nuestro acervo parasitol6gico para la especie en aguas nacionales.
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4. HIPOTESIS

Debido a su historia coevolutiva y a su relativo aislamiento en el Golfo de California, los
parasitos del lobo marino de California, Zalophus californianus, presentaran diferencias
morfolégicas y moleculares con parasitos semejantes reportados para la especie en otras
regiones geograéficas. El riesgo a la salud de las poblaciones del lobo marino de California,
estimado con base en los caracteres morfolégicos de los parasitos, se espera que sea bajo

en términos de morbilidad y mortalidad.
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5. OBJETIVO
Caracterizar, mediante métodos microscépicos y moleculares, a los parasitos mas comunes
del lobo marino de California, Zalophus californianus en el Golfo de California, y determinar

su relevancia poblacional.

5.1 Objetivos especificos

e Describir la diversidad parasitaria individual de los lobos marinos de California.

o Determinar si existen diferencias moleculares y estructurales con las mismas
especies parasitas reportadas para la especie en otras zonas de su distribucién y en
otros otaridos.

e Elucidar el efecto potencial sobre la salud del lobo marino de California a nivel

individual y a nivel poblacional.
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6. METODOLOGIA

6.1 Area de estudio

El Golfo de California comprende alrededor de 1000 km de norte a sur y 150 km de ancho
en promedio, lo que alberga una masa de agua bordeada por las costas de la peninsula de
Baja California y la costa continental hasta la linea que une Cabo Corrientes y Cabo San
Lucas (Aurioles y Zavala, 1994). En invierno de 2012, durante un muestreo realizado como
parte de un proyecto sobre la ontogenia del sistema inmune de Zalophus californianus, se
realizaron examenes post mortem de tres lobos marinos hembras adultas en las colonias
reproductivas de Los Cantiles y Granito (29° 32’ 21” Ny 113° 32’ 03” W), localizadas en las
islas de Angel de la Guarda y Granito, respectivamente (Figura 7). Estas dos islas estan
situadas en la Regién de las Grandes Islas del Golfo de California, una zona que tiene una
gran importancia para la biodiversidad marina al ser sitio de anidacion, reproduccion o

descanso y alimentacién para muchas especies migratorias o endémicas (INE, 2009).

Los Cantiles y Granito son colonias de reproduccion para el lobo marino de California y en
sus costas se encuentran hembras, crias y juveniles durante todo el afo, mientras que

durante la época de apareamiento se encuentran también machos adultos en las islas.
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Figura 7 Se muestran las islas reproductivas de Zalophus californianus en el Golfo de California siendo el 4

Granito y el 5 Cantiles las areas de estudio de este trabajo (Gonzalez-Suarez et al. 2006)

6.2 Coleccion de muestras

Se realizaron necropsias detalladas de acuerdo con protocolos establecidos (Acevedo-
Whitehouse 1999; Dailey, 2001). Se colectaron muestras de ectoparasitos y endoparasitos
de los cuales se conservé cuando menos un ejemplar de cada tipo en frascos estériles con
uno de los conservadores etanol al 70%, etanol al 96% y glutaraldehido amortiguado con

PBS.

Se colectaron especimenes correspondientes a cinco grupos parasitarios de diferentes
organos de los lobos marinos. Del tracto digestivo se colectaron cestodos, acantocéfalos,

nematodos y un acaro. Los piojos fueron colectados de la superficie perigenital de los lobos
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marinos. Todos los ejemplares colectados se registraron en el archivo parasitolégico del
Laboratorio de Genética Molecular y Ecologia Evolutiva de la Universidad Auténoma de

Querétaro.

6.3 Analisis morfologico

6.3.1 Nematodos

Los nematodos fijados en etanol al 70% fueron utilizados para la descripcion morfolégica.
Para poder identificarlos correctamente y describirlos se sometieron a un tren de
concentraciones de acido lactico (25%-100%), dejando cada individuo de uno a tres dias
dependiendo de su talla. Las larvas y los machos adultos fueron dejados un dia en cada
concentracion mientras que las hembras adultas permanecieron hasta tres dias en cada
concentracion a fin de poder observar sus estructuras internas.

Una vez en el 4cido lactico al 100% se realizd una preparacion semipermanente para poder
observar los especimenes al microscopio. Los nematodos fueron colocados en un
portaobjetos con acido lactico al 100%; se colocé un cubreobjetos sobre ellos y se
analizaron a 4x y 10x en el microscopio compuesto. Se tomaron fotografias de los
caracteres distintivos como las papilas, labios, dientes interlabiales, y espiculas, entre otros,
para determinar el género y de ser posible la especie a la que pertenecian los individuos.
Posteriormente los especimenes se colocaron de manera individual en etanol 70% y se
etiquetaron.

Los nematodos fueron identificados con ayuda de la guia de identificacion de nematodos
parasitos (Anderson et al 2009) vy descripciones de Mattiucci y colaboradores (2003), y
Pardo y colaboradores (2009) entre otras.

Una vez identificados los nematodos fueron comparados con los nematodos previamente
reportados en el lobo marino de California en otras localidades y con los reportados en otros

otaridos.
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6.3.2 Acantocéfalos y cestodos

Los acantocéfalos y cestodos fueron analizados morfolégicamente con base en una
modificacién de la técnica de tincion por carmin acido de Mayer (Salgado Maldonado 2009).
Los especimenes se pincharon con un alfiler entomoldgico con cuidado de no danar las
estructuras y se sumergieron en carmin &cido de Mayer durante toda una noche.
Posteriormente se diferenciaron las estructuras en alcohol al 70% acidulado al 4% hasta que
se tornaron rosa palido. Se realizaron lavados con etanol al 75% hasta que los organismos
dejaron de desprender colorante. A continuacion los especimenes fueron deshidratados en
etanol al 85% y 95% por 24hrs en cada concentracidon, siendo dos cambios en la ultima
concentracion. Para completar la deshidratacién, se dejaron 24 hrs en etanol al 100%. Para
aclarar a los especimenes se sumergieron en salicilato de metilo por dos dias. Se substituy6
el terpinol por el salicilato de metilo durante el proceso de aclaramiento. Los organismos no
fueron montados en balsamo de Canada como se sugiere en el manual, sino que se utilizé

permount.

6.3.3 Acaros

El &caro fue fijado en alcohol al 70%. Al llegar al laboratorio se le cortaron las extremidades
del lado izquierdo y estas fueron preservadas en etanol al 96%. Esto se hizo debido a que
solo se contaba con un ejemplar y sobre estas extremidades se realizaron pruebas
genéticas. El resto del ejemplar se preservé en KOH al 10% durante 12 horas y se lavd en
agua destilada durante diez minutos para después pasarlo por un tren de OH al 70%, 80% y
96% dejandolo en las primeras dos concentraciones durante 10 minutos y en la ultima
durante 5 minutos. Posteriormente se sumergio en aceite de clavo durante dos minutos para
aclararlo y observar sus estructuras internas. Una vez aclarado se coloc6é en balsamo de

Canada sobre una laminilla y se dej6é secar en un horno a 42°C durante 2 semanas.
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El ejemplar fijado se fotografio bajo el microscopio compuesto utilizando los objetivos de 4x,
10x y 40x. Las fotografias se centraron en caracteres diagnésticos como los lébulos
hipiostomales, cheliceros, sedas adenales, entre otras caracteristicas que nos pudieran
indicar la especie. El ejemplar se identific6 mediante las descripciones de Furman (1977) y

de Alonso-Farré et al. (2012).

6.3.4 Piojos

Los piojos fueron fijados en etanol al 70% al momento de su recoleccion. Una vez que las
muestras llegaron al laboratorio se colocaron en KOH al 10% durante 12 horas. Los
ejemplares se lavaron con agua destilada durante diez minutos para después pasarlos por
un tren de OH al 70%, 80% y 96% dejandolos en las primeras dos concentraciones durante
10 minutos y en la ultima durante 5 minutos. Posteriormente se sumergieron en aceite de
clavo por durante dos minutos para aclararlo y observar sus estructuras internas. Una vez
aclarados se colocaron en balsamo de Canada sobre una laminilla para ser preservados y
se secaron en un horno a 42°C durante 2 semanas.

Los ejemplares fijados en laminilla se fotografiaron bajo el microscopio compuesto utilizando
los objetivos de 4x, 10x y 40x. Las fotografias se centraron en caracteres como las
escamas, setas, entre otras caracteristicas que nos pudieran indicar la especie. Los
ejemplares se identificaron mediante el uso de claves de Borror et al. (1992), Stojanovich y

Pratt (1965).

Una vez identificados los piojos se compararon nuestros registros con los previamente

existentes en la literatura.

6.4 Analisis ultraestructural

Solo se pudieron someter a este procedimiento nematodos, cestodos y piojos debido al

nuamero de individuos con los que se contaba de cada grupo. Bajo el microscopio electrdnico
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de barrido se fotografiaron caracteres representativos de estos grupos a fin de poder
obsérvalos con mucho mayor detalle que lo que se puede apreciar en el microscopio

compuesto.

Para nematodos y cestodos se siguié el protocolo propuesto por Nieto- Lopez (2010). Se
Lavaron las muestras con Tween 0.05%, se sometieron a un tren de concentracién de OH
(10-100%) y se secaron en punto critico. Las muestras fueron bafadas en oro vy

porteriormente observadas al microscopio electrénico de barrido.

Los piojos se limpiaron con ayuda de un pincel para retirar tejido y materia organica foranea
adherida y se sigui6 el protocolo propuesto por Crovetto y colaboradores (2008). Se lavaron
en buffer fosfato pH 7, 1 molar dos ves por cinco minutos, a continuacién se deshidrataron
en una serie de etanoles de 15% a 96% pasando dos veces por cada concentracion cinco
minutos. A continuacion se metieron en una solucién de 50% OH absoluto y 50% de acetona
por un minuto, seguido de una solucién de acetona al 100% por un minuto. Las muestras se
secaron a punto critico con CO2 y se banaron en oro para posteriormente ser observadas al

microscopio electrénico de barrido.

6.5 Analisis molecular

6.5.1 Extraccién de ADN

Para nematodos, acantocéfalos y cestodos, el ADN se extrajo de acuerdo con los métodos
utilizados por Benesh y colaboradores (2006). Para esto, se dej6 evaporar el alcohol en el
que se encontraba almacenado el individuo. Se le agregaron 400 pul de buffer TE, 40 pl de
SDS 10% y 10 ul de proteinasa K (20mg/ml) (originalmente utilizada a 10mg/ml en el
protocolo original)

Algunos de los nematodos se trataron de acuerdo al protocolo de pruebas morfoldgicas, sin

embargo al resultar ser especimenes diferentes se extrajo el ADN de estos utilizando un
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método diferente al mencionado anteriormente. Los especimenes fueron transferidos a un
microtubo con 25 pl de agua destilada y 25 ul de buffer de lisis, se incub6 la muestra por dos
horas a 65°C, después se centrifugo a 750 rpm. Se incubé a 100°C por cinco minutos y
finalmente se centrifugo a 750 rpm.

En el caso de los piojos se utilizd un protocolo diferente para la extraccion de ADN. Las
muestras fueron lavadas en 10mM Tris-HCI con 100mM NaCl y 1mM MgCI2. Después se
homogeneiz6 la muestra en 400 pl de 10mM Tris-HCI, 10mM EDTA y 1% SDS con 100 ug
de proteinasa K (20mg/ml), se incubo durante 12 horas a temperatura ambiente (Castro et al

2002)

6.5.2 Purificacion

El ADN de los parasitos se purificé por el método de fenol-cloroformo (Molina et al 2006). A
las muestras de ADN se las agreg6é un volumen de fenol, cloroformo y alcohol isoamil
(25:24:1), se colocaron agitaron durante 60 segundos y se centrifugaron a 13,000 rpm por
cinco minutos. El sobrenadante de cada muestra fue trasladado a un microtubo nuevo al que
se le agrego un cuarto del volumen inicial de acetato de amonio 8M, un volumen de etanol al
95% y se congeld a -20°C durante 30 minutos antes de centrifugar a 13,000 rpm durante 15
minutos. El pellet se resuspendié en un volumen de etanol al 70%. Se volvieron a centrifugar
las muestras a 13,000 rpm durante 2 minutos. Los tubos se vaciaron por decantacion y se
secaron a temperatura ambiente. Las muestras de ADN fueron resuspendidas en 50 pl de
agua estéril y almacenadas a -20°C. Antes de congelarlas, su pureza y concentracion fue

determinada en el Nanodrop (Qiagen)

6.5.3 Amplificacién de regiones genéticas
Con el fin de amplificar regiones seleccionadas de cada parasito se disefiaron
oligonucledtidos especificos para cada uno (Cuadro 1). Cada par de oligonucleotidos fue

disefado a partir de las secuencias disponibles en la base de datos de NCBI
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(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) Los criterios para el disefio fueron seleccionar regiones
reportadas para los géneros de los parasitos en diferentes hospederos, la secuencia a
amplificar midiera entre 100 y 1000 pares de bases y la temperatura de derretimiento (Tm)
estuviera entre 55 y 65°C.

Para amplificar las regiones seleccionadas para cada parasito se realizé PCR. Las
condiciones de las reacciones fueron adaptadas para el fragmento deseado y la Tm de

cada primer (Cuadro 2).

Cuadro 1.:0Oligonucleétidos utilizados para amplificar fragmentos especificos de los parasitos

Pares de
Primers Tm bases
Nematodo (ITS) Forward: TTGAACCGGGTAAAAGTCG 62 1200pb
Reverse: TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT 59
Forward: AAAGATTAAGCCATGCATG 50
ggﬂgtsol%"(slzf(?;“;fﬁ’zooz) Reverse: CATTCTTGGCAAATGCTTTCG 52 1000pb
Cestodo (18S ribosomal) Forward: GGCTCGTGTGTCGATGAAGA 60 668pb
Reverse: CAGCGGGTAATCACGACTGA 59
Piojo (COI mitocondrial) Forward: AATCCTACCGGGATTTGG 54 181pb
Reverse: TGTAAAGTAAGCCCGTCT 52
Acantocéfalo (coxl mitocondrial) Forward: CTGGTGGTCAGTGGTTGGG 60 545pb
Reverse: CCCACCAGACGGGTCAAAAA 60
Acaro (ribosomal) Forward: TGAACCTGCGGAAGGATCAT 60
Reverse: CTGAAACAAATGTAGCATAG 54
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Cuadro 2: Se muestran las caracteristicas utilizadas en el PCR para cada primer

Primers Condiciones de PCR
Nematodo ITS ,
. 30ciclos
Q4°C | 94*C 72°C F2°C
3min | 30seg 54°C 12min| 10min %, 4°C
i 30seg = a)
Nematodo SSU 30 ciclos
Q4°C | 94°C 72'C 72°C
3min | 30seg 52°C Zmin | 10min %, 4°C
| 30seg =
Acantocéfalo coxl
| 30ciclos
94°C | 94°C 72°c | 72°C
3min i 30seg % 57°C J  30seg | 10min '\, &4°C
i 30seg oo
Cestodo ribosomal )
§ 30ciclos
g94*C | 94°%C 72*C 72°C
3min | 30seg \, 55°C  / 30seg | 10min\ 4°C
i 30seg oo
Piojo COI ; i ;
! 30ciclos |
94'C | 94°C 7¥C | T2'C
3min ! 30seg N, 50°C J  1Szeg Ele*n N\, 4°C
i 30ceg | oo

El éxito de la amplificacién se comprobd por medio de una electroforesis en gel de agarosa
al 2%, en el que se cargaron 4 pl de producto con 2 ul de buffer de carga y tenido con
bromuro de etidio (BrEt). El gel se corrié por 30 minutos a 100 volts, y se analiz6é bajo luz
ultravioleta.

Los fragmentos amplificados se mandaron secuenciar bidireccionalmente después de ser

purificados (Anexo I)
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7. RESULTADOS

Nematodos

Los nematodos se encontraron agrupados en la luz del estbmago y el intestino de los lobos
marinos, en algunos casos adheridos a la mucosa, provocando hemorragias en la
submucosa, y en otros casos se observaban libres en el lumen intestinal y gastrico (Figura
8) y se observaron en las tres hembras de lobo marino de California a las que se les realiz6é
la necropsia. Los nematodos de las tres hembras pertenecian al género Contracaecum. Se
observd un dimorfismo sexual entre parasitos hembras y machos en lo que se refiere a
estructuras presentadas; sin embargo, la diferencia entre sus longitudes no fue
representativa (t=1.25, p=0.22, gl=27). Todos presentaron una cuticula estriada
transversalmente (Figura 9), tres labios con una muesca redondeada en la parte superior y
dientes interlabiales ligeramente mas cortos que los labios (labios 0.13 £0.03 mm, dientes
interlabiales 0.12 +0.16 mm, t=4.719, p=0.000015, gl=57). Su ciego intestinal (2.37 £0.72
mm) era ligeramente mas corto que el eséfago (3.30 £0.87 mm), que corria paralelo al ciego.
Ambos se unian al ventriculo, el cual se observdé como una estructura pequefa y
redondeada (Figura 9), y su apéndice ventricular era corto (1.15 £0.33 mm). Presentaban
cola coénica con un mucrédn al final (Figura 9). La vulva se encontrd en el primer tercio del
cuerpo. Las hembras maduras presentaban huevos alargados desde la vulva hasta los
ovarios que median 0.05 £ 0.01 mm de ancho por 0.06 = 0.01 mm de largo. Como ocurre en
la mayoria de nematodos, en ningun caso se observo un embrion dentro de los huevos. Los
machos maduros presentaban 22 papilas y un par de espiculas en la parte posterior (Figura
9). El tamano de las espiculas varid, siendo la méas larga de 5.27 mm (+ 1.33) y la mas corta
de 5.08 mm (+ 1.34). Caudal al ano presentaban cuatro papilas claramente distinguibles,

dos de cada lado, y alas cervicales (Figura 9).
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Figura 8 Se muestra la agrupacion que presentaban los nematodos en el tracto digestivo de los lobos marinos de

California, asi como el enrojecimiento de la mucosa ocasionado por los parasitos.
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Figura 9 Microfotografias de Contracaecum a) Parte anterior, la flecha blanca sefala los dientes, la fecha negra sefiala los labios
de este nematodo b) La flecha negra indica el ciego intestinal y la blanca sefala el esé6fago c) La flecha blanca delgada sefiala el
final del eso6fago y ciego los cuales se unen al ventriculo sefialado con la flecha blanca gruesa, la flecha negra senala el
apéndice ventricular d) la parte posterior de una hembra donde se puede apreciar el mucrén e) la vulva de una hembra junto con
los huevos maduros preparados para ser expulsados f) parte posterior de un macho donde la flecha blanca indica las espiculas,
la flecha negra delgada las papilas y la flecha negra gruesa las alas cervicales.
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El lobo marino procedente de Granito también presentd nematodos pertenecientes al género

Anisakis. Unicamente se encontraron dos ejemplares de este parasito, y en ambos casos se

tratd6 de hembras, las cuales estaban asociadas con los otros nematodos del género

Contracaecum. Los Anisakis encontrados presentaban tres labios y carecian de interlabios.

En los labios se pudo apreciar la presencia de dos papilas en la parte inferior de los labios;

su cuticula era transversalmente estriada a lo largo de todo el cuerpo. El eséfago de estos

parasitos descendia hasta el ventriculo para unirse con el intestino, no poseian ciego

intestinal o apéndice ventricular. Su cola era redondeada, median cerca de 2cm de largo y

no se observaron huevos (Figura 10)

Cuadro 3: Medidas de caracteristicas distintivas de Contracaecum y Anisakis, todas las unidades son en mm a
excepcion del largo total el cual se midi6 en cm.

Ancho 0.71 (x0.17) 0.86 (+0.37) 0.43 (+0.08)
Largo total (cm) 1.87 (+0.47) 2.23 (+0.68) 1.95 (+0.21)
Largo de labios 0.12 (£0.01) 0.13 (+0.04) 0.07 (x0.01)
Ancho de labios 0.18 (£0.05) 0.17 (x0.09) 0.08 (+0.002)
Largo de dientes 0.08 (+0.01) 0.1 (x0.02) No presenta
Ancho de dientes 0.06 (+0.01) 0.1 (x0.15) No presentan
Ciego 2.19 (+0.48) 2.45 (+0.78) No presentan
Eséfago 3.06 (£0.59) 3.37 (£0.94) 1.94 (+0.83)
Apéndice ventricular  1.13 (+0.18) 1.16 (£0.37) No presentan
Ventriculo 0.23 (£0.05) 0.24 (+0.1) 0.11 (+0.02)
Ano a final 0.17 (£0.04) 0.36 (+0.08) 0.13 (+0.01)
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Figura 10 Caracteristicas de Anisakis a) Se muestra la parte anterior, la flecha negra sefala la
papila que presentan los labios, no hay interlabios; b) se muestra la parte posterior, la cola es
redondeada

En el analisis ultraestructural se observaron a mayor detalle las caracteristicas distintivas de
los nematodos. En la boca de Contracaecum se observd una papila de sujecién en la parte
superior de los labios. Las papilas posteriores de los machos pudieron apreciarse a mayor
detalle. Por ejemplo, en el microscopio Optico se observaban con claridad cuatro papilas
post cloacales, sin embargo el analisis ultraestructural demostré que eran en realidad 12

(Figura 11). Dos de ellas, laterales, estaban muy pegadas a la abertura de las espiculas,
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cuatro se encontraban en el centro un poco después del primer par y una papila de cada

lado, seguida por el ultimo par de papilas ubicadas lateralmente.

En su conjunto, el arreglo de las papilas y las dimensiones de los Contracaecum aqui
descritos fueron semejantes a los reportados por Mattiucci y colaboradores (2003) (Cuadro

4)

Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum LS B0 Signal A = SE1 . £
Mag= 116K X Spot Size =292 — WD S mim Moy o8 Spot Size =296

EHT = 15.00 kV Signal A=SE1 -~ Vacuu - High Vacuum
WD =310 mm Mag= 147 KX s+ SpotSize =292

Figura 11 Caracteristicas ultraestructurales de machos de Contracaecum a) Parte anterior donde se aprecian los labios he interlabios a
mayor detalle, la flecha blanca delgada sefiala la muesca que presentan los labios y la flecha gruesa blanca sefala la papila de los labios; b)
Parte posterior donde se aprecian las papilas (flecha blanca delgada) y las espiculas (flecha gruesa); c)Parte posterior a mayor zoom, se
aprecia el arreglo de las papilas postcloacales
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Cuadro 4: Comparacion de medidas de los machos encontrados en este estudio con respecto a las descritas por
Mattiuci y colaboradores (2003) para C. margolisi y por Shamsi y colaboradores (2009) para C. ogmorhini. A.V se
refiere al apéndice ventricular. P.p.c: papilas post cloacales (nimero de pares).V.e.a: vulva del extremo anterior
Tabla presentada en mm a excepcion de donde se indican unidades.

Largo total (cm) 1.87 (£0.47) 24 5.39 (4.95-5.75) 2.23 (£0.68) 7.2 (5.48-9.02)

Ciego 2.19 (£0.48) 2.95 3.63(2.93-4.39) 2.45 (£0.78) 4.56 (3.74-5.20)

Eséfago 3.06 (£0.59) 3.85 5.39 (4.39-7.39) 3.37 (£0.94) 6.2 (5.1-7.7)

Apéndice 1.13 (+0.18) 1.06 (0.72-1.67) 1.16 (+0.37) 1.81(0.89-2.19)

ventricular

A.V + ventriculo 1.72 (£0.57) 1.64 1.25(+0.42)

Espicula larga 5.27 (£1.33) 6.3 12.9(12.8-13)

Espicula corta 5.08 (+1.35) 6.1 12.61 (10.42-13.73)

P.p.c 7 7 6

V.e.a 6.35 (£2.02) 22.1(18.1-29.7)

Huevos 0.09 (+0.14)x0.05 65 (52-81)x75(65-98)
(£0.01)

Se logré amplificar exitosamente el fragmento ITS de Contracaecum y el fragmento SSU de

Contracaecum y de Anisakis (Figura 12)

= (= =
- o= -
- 2~ aases

Figura 12 Amplificaciones de regiones genéticas de los parasitos a) Se observa una banda del tamafio esperado
para el fragmento ITS en nematodos b) fragmentos SSU amplificados para nematodos
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Acantocéfalos

Los acantocéfalos fueron encontrados en alta intensidad, adheridos a la pared del tracto
digestivo de las tres lobos hembras muestreadas (Figura 13). Los parasitos hembras
presentaban un gran ndmero de individuos en el tracto digestivo. Estos organismos,
identificados como pertenecientes al género Corynosoma midieron 1.89 mm (x 0.30) de
largo y la parte anterior de su cuerpo era redondeada en forma de disco de fijacion. La
proboéscide se observé de forma cilindrica rodeada de ganchos acomodados en espiral; en
algunas aclaraciones se logrdé apreciar los ligamentos que le permiten a la probdscide
retractil (Figura 14). El disco de fijaciéon en el presoma present6 espinas al igual que la parte
ventral del cuerpo. Estas espinas contindian sin interrupcién hasta el final del tronco (Figura

14).

Figura 13: Mucosa y lumen intestinal. Se observan los acantocéfalos adheridos a la pared del sistema digestivo.
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Figura 14 Caracteristicas de Corynosoma. a) todo el cuerpo del Acantocéfalo, la flecha negra muestra la
probéscide y la blanca los misculos que ayudan a la invaginacion de esta; b) se muestra la probdscide con su
arreglo de espinas; c) disco de fijacion con espinas la flecha blanca sefiala por donde sale la probéscide, en este
caso completamente invaginada; d) parte posterior mostrando espinas cervicales.

Se amplificé y secuencié la regidon mitocondrial COXI (Figura 15). Sin embargo, las
secuencias obtenidas mostraban evidencia de contaminacién por lo que no fue posible

trabajar con ellas y obtener resultados comparativos con respecto a secuencias reportadas.
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Figura 15 Fotografia de un gel de agarosa donde se observa el fragmento del tamafo esperado para la regién de

COXI amplificada en los Corynosomas.

Cestodos

Los cestodos se encontraron en el intestino de los lobos marinos de California (Figura 16).
Para realizar el diagnéstico, unicamente se conté con un pequefio segmento del parasito
que constaba de proglétidos maduros e inmaduros. Posterior a la tincion se pudo observar
que los cestodos contaban con un solo conjunto de 6rganos reproductores, y contenian una
gran cantidad de huevos semiovalados con un ligero hundimiento en el centro (Figura 17).
Unicamente solo se tuvo un escélex para observar bajo microscopia estereoscépica y

electrdnica.
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Figura 16 Se muestra un fragmento del cestodo que se encontré dentro del intestino de una de las hembras de

Granito.
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Figura 17 Caracteristicas de Diphyllobothrium a) se observa el Unico set de érganos reproductivos a lo largo de
varios proglétidos; b) se observa la forma de los huevos; c) se puede ver el acomodo de los proglétidos

El andlisis ultraestructural demostré que el escélex no presentaba ganchos de fijacion, y era
sencillo y liso. Se observaron dos bothrias y el cuello no fue tan pronunciado como en otras

especies debido al ancho de los proglétidos (Figura 18)
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EHT=15.00 kV Signal A= SE1

WD =265 mm Mag= 213X Spot Size =292

Figura 18 Se aprecia el escolex de Diphyllobothrium en microscopia electrénica de barrido

Los primers ribosomales amplificaron la secuencia deseada (Figura 19), una vez teniendo la
secuencia consenso se comparoé en la base de datos de NCBI. De manera sorprendente, las
secuencias tuvieron un alto grado de similitud con el cestodo Ligula intestinalis y Digramma
interrumpa con 85% y 84% de similitud, respectivamente. En comparacién con las
secuencias reportadas para Diphyllobothrium se obtuvo una similitud del 90% y pero solo
compartian un 42% las secuencias obtenidas con las reportadas. Debido a esto se alinearon
las secuencias en el programa ClustalW2 (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para
observar al sitio donde se alineaban; teniendo como resultado que las secuencias obtenidas

coincidian con la parte final de las secuencias reportadas.
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Figura 19 Fotografia de un gel de agarosa al 2% donde se observa una banda del tamafo esperado para el

fragmento ribosomal (600pb) en un gel de agarosa al 2%

Acaros

Al examinar las vellosidades mucosas del estémago del lobo marino muerto en isla Granito,
se encontr6 un acaro asociado con nematodos, mismo que fue identificado como
Orthohalarachne sp. en etapa larval. Debido a su etapa de desarrollo, no fue posible llegar a
identificar la especie. Sin embargo, algunas caracteristicas fisicas sirvieron para su
identificacion. Las larvas presentaban seis patas, la tibia | presentaba el siguiente arreglo de
sedas: 1-2/1,2/1-1. El gnatosoma no presentaba sedas y mostraba un pequeno par de
queliceros y un par de lIébulos hipostomales medios con respecto a la unién coxatrocanter
del palpo. También presentaba dos sedas adanales elongadas en la parte posterior y una

seda paranal més larga (Figura 20).
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Figura 20 Acaro encontrado en el tracto digestivo de un lobo marino de California. a) se observa la
longitud de la larva de Orthohalarachne sp antes del aclaramiento; b) se observa el gnatostoma del acaro con los
cheliceros (flecha negra) y los l6bulos hipostomales (flecha blanca); c) se pueden observar las dos sedas
adanales

Piojos

Los ectoparasitos colectados de la piel en la region ventral perigenital de los tres lobos

marinos se identificaron como Antarctophthirus microchir. Los ejemplares median alrededor
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de 2.22 mm (£ 0.64) de largo, su aparato bucal haustelado era caracteristico (Leonardi et al
2012), la cabeza media 0.49 mm (+ 0.12) de largo por 0.37 mm (+ 0.06) de ancho y era mas
estrecha que el térax (0.54 + 0.18 mm de largo por 0.64 = 0.14mm de ancho), caracteristicas
tipicas de especies hematéfagas (Borror et al 1992). Su cuerpo se observé cubierto de
pequenas espinas gruesas, térax y el abdomen estaba revestido por escamas; el primer par
de patas estaba es pequefio en comparacion con los otros dos pares y no presenta
modificaciones (0.48 £ 0.08 mm) mientras los otros dos pares de patas presentan unas
modificadas en forma de pinzas (0.62 + 0.12 y 0.65 = 0.14 mm); contaban con cinco
segmentos en las antenas (0.28 £ 0.04 mm de largo total), el ultimo de ellos con apéndices
sensoriales. En el metasternum se aprecioé una hilera transversal de setas mas largas (0.18
+ 0.05 mm), las hembras presentan una franja de setas largas alrededor de la abertura
genital (0.18 = 0.03 mm) (Figura 21). Ninguno de los especimenes analizados en este

estudio fue macho.

Esta especie de piojo se habia reportado previamente por Leonardi y colaboradores
(2009) en el lobo marino de Sudamerica, Otaria flavescens. En el cuadro 5 se presenta la
comparacion de las medidas obtenidas en el presente estudio con las reportadas por

Leonardi y colaboradores.
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Figura 21 Microfotografias de un piojo colectado en el lobo marino de California. a) Se observa la cabeza y térax

de A. microchir, se pueden ver las caracteristicas de las patas, antenas, cuerpo cubierto de setas y escamas; b)
se observa el abdomen cubierto de escamas y setas, en este caso es un hembra y se aprecian las setas

alrededor de la abertura genital (flecha)

Cuadro 5: Comparacién de las medidas presentadas para Antarctophthirus microchir por Leonardi y

colaboradores (2009) y las medidas obtenidas en este estudio (mm)

Largo 2.78 +0.34 (2.01-3.53) 2.22 +0.64 (1.56-2.99)
Cabeza largo 0.55 +0.04 (0.46-0.61) 0.49 +0.12 (0.33-0.7)
Cabeza ancho 0.44 +0.04 (0.37-0.5) 0.37 £0.06 (0.3-0.47)
Toérax ancho 0.92 +0.08 (0.81-1.06) 0.64 +0.14 (0.45-0.86)
Abdomen ancho 1.64 +0.3 (1.19-2.42) 1.37 +0.56 (0.87-2.3)

Varias de las caracteristicas que permiten identificar a Antarctophthirus microchir no se
observan en el microscopio 6ptico por lo que el analisis bajo el microscopio electrénico fue
una herramienta util. El aparato bucal haustelado estaba rodeado de 12 setas,
caracteristicas de esta especie (Crovetto et al 2008; Leonardi et al 2009). Se observaron

apéndices sensoriales en el quinto segmento de las antenas (Figura 22). En los ultimos dos
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pares de patas se observaron estructuras especializadas llamadas conchas, que son setas
modificadas para sostenerse del pelo de su hospedero (Leonardi et al 2012). Mediante las
imagenes de microscopia electronica se aprecian con mayor claridad las setas, escamas y
espinas presentadas a lo largo del cuerpo de A. microchir. En la unién del térax y abdomen
esta especie presenté setas mas largas (0.18 + 0.05 mm) que las ubicadas a lo largo del

cuerpo (Figura 23).

EHT = 15.00 kV signal A=SE1 Vacuum Mode = High Vacuum EHT = 15.00 kV Signal A=SE1 acuum Mode = High Vacuum

WD =110 mm Mag= 28TKX Spot Size = 358 H WO=11.0 mm Mag= 1.02KX Spot Size =356

Figura 22 Microfotografias de Antarctopthirus microchir. a) Aparato bucal haustelado de A. microchir con 12 setas
caracteristicas alrededor. b) Los cinco segmentos de la antena derecha con los apéndices sensoriales al final de

esta.
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EHT=15.00 k¥ Signal A= SE1 ‘Vacuum Mode = High Vacuum EHT = 15.00 k¥ Signal A= SE1 Vacuum Mode = High Vacuum
WD = 11.0 mm Mag= 407 X Spot Size = 389

WD =11.0 mm Mag= 616X Spot Size = 389

Figura 23 Microfotografias de Antarctopthirus microchir a) Se muestran las conchas (flechas) en una de las patas
de una hembra adulta de A. microchir; b) Se aprecian las setas entre el torax y el abdomen largas (flechas
blancas cortas), las escamas (flechas grises) y las espinas (flechas blancas largas) presentes en el cuerpo.

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar regiones diagndsticas de los piojos no
amplificaron con las condiciones utilizadas, por lo que no pudo realizarse el analisis

molecular para estos parasitos.
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8. DISCUSION

La diversidad de parasitos helmintos en los mamiferos marinos, incluyendo a Zalophus
californianus, es alta y por lo general sus géneros estan representados por una sola especie
(Poulin 2000) aunque claramente existen sus excepciones. Para cada grupo de organismos
aqui estudiado se obtuvieron resultados diversos, lo que nos da a pensar que las historias
de vida de los diferentes parasitos, a pesar de habitar el mismo hospedero, son muy
diversas. Esto debido a las diferentes caracteristicas y ciclos de vida que presentan los

parasitos.

Se encontraron dos géneros de nematodos en este estudio, Contracaecum 'y Anisakis. Para
los organismos identificados como Contracaecum, las caracteristicas observadas fueron
parecidas a las descritas por Mattiuci y colaboradores (2003) para C. margolisi lo cual
sugiere que estos especimenes pertenecen a esta especie. Esta especie es una de las
pertenecientes al complejo de C. ogmorhini. El arreglo de papilas en la parte caudal al igual
que varias caracteristicas presentes en la boca, como son los labios con papilas e
interlabios, concuerdan con esta descripcion. Sin embargo se registraron diferencias en
algunas caracteristicas. Por ejemplo, Mattiuci y colaboradores (2003) describen a los
interlabios del mismo largo de los labios, sin embargo en todos los organismos analizados
los interlabios se observaron ligeramente mas pequefios. En lo que concierne a las
dimensiones del ciego intestinal, apéndice ventricular, espiculas y eso6fago, estos fueron
semejantes a los reportados previamente. Mattiuci y colaboradores caracterizaron a los
nematodos aislados de un lobo marino de California en Canada. Es posible que los
individuos que se caracterizaron en esta tesis pertenezcan a esta especie. C. margolisi
también ha sido reportada en lobos marinos de las costas de California (Mattiucci et al 2008)
sin embargo no se encontraron reportes sobre las medidas de los parasitos para poder

compararlas con lo obtenido en la presente tesis. Fuera de estas dos zonas geograficas, a la
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fecha C. margolisi no ha sido reportado en otras zonas ni en otras especies hospederas,
aunque otras especies dentro del complejo Contracaecum ogmorhini se han reportado en
pinnipedos como el lobo marino de Australia y Sudafrica (A. pusillus pusillus y A. pusillus
doriferus), lobo fino de Australia (A. australis), foca leopardo (H. leptonix), lobo marino
antartico (A. gazella), lobo marino subantartico (A. tropicalis), lobo marino de Steller (E.
jubatus) y elefante marino del norte (M. leonina) (Mattiuci et al 2003, Mattiuci et al 2008).
Con base en la informacion disponible, lo mas parsimonioso es concluir que los nematodos
encontrados pertenecen a C. margolisi; sin embargo, lo mejor seria respaldarlo con pruebas

moleculares a fin de corroborar la identidad de los parasitos.

En lo que respecta a Anisakis este es un género comun de cetaceos, aunque ha sido
reportado en pinnipedos como lobo fino (Arctocephalus australis), lobo marino de Steller
(Eumetopias jubatus), foca gris (Halichoerus grypus), foca leopardo (Hydrurga leptonyx),foca
monje  (Monachus monachus), elefante marino (Mirounga spp.), morsa (Odobenus
rosmarus), lobo marino de Sudamerica (Otaria byronia), foca anillada (Pusa hispida) y lobo
marino de California (Zalophus californianus) (Anderson, 2000). Debido a que los parasitos
analizados para esta tesis aun no eran adultos, no fue posible realizar la caracterizacién
completa de los especimenes, sin embargo es probable y plausible que este parasito
encontrado pertenezca al complejo Anisakis simplex debido a las demdas caracteristicas

previamente descritas y al hospedero en el que se encuentra.

Las caracteristicas morfolégicas que se pudieron apreciar en los acantocéfalos fueron pocas
debido a que varios individuos presentaron problemas ante la tincion lo cual impidid
observar estructuras. La fijacién de acantocéfalos es complicada y laboriosa, las condiciones
en campo no permitieron que se llevara a cabo el procedimiento correcto por lo que varios

individuos fueron fijados con la proboéscide dentro, lo cual obstruyé el andlisis de las
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probodscides e impidi6é la visualizacion de érganos internos. Otras caracteristicas claves
fueron imposibles de ver debido a la tincion. Debido a las caracteristicas y al hospedero
donde se encontrd6 se propone que los organismos son pertenecientes al género
Corynosoma, sin embargo averiguar la especie fue imposible. Este género de Acantocéfalos
ha sido reportado en gran numero de pinnipedos alrededor del mundo, y se sabe que
algunas especies como C. obtuscens y C. strumosum han sido reportadas previamente en el
lobo marino de California (Van Cleave 1953, Margolis y Dailey 1972, Shults 1982, Castillo et
al 1998, lonita et al 2008). Se podria suponer que los ejemplares son C. obtuscens debido a
que las caracteristicas externas que describe Van Cleave (1953) coinciden con las
caracteristicas externas que aqui observamos, como son el patrén de las espinas, y la forma
del cuerpo y probéscide. En el estudio realizado por lonita y colaboradores (2008) se
describe a C. obtuscens y se aprecian caracteristicas semejantes a las que presentaron los
acantocéfalos de esta tesis. Van Cleave (1953) también menciona que los peces utilizados
como hospederos intermediarios se encuentran en aguas mexicanas. Los acantocéfalos de
este estudio coinciden con la descripcion de Corynosoma obtucens realizada por Van
Cleave (1953) y por lonita y colaboradores (2008) sin embargo en ninguno de estos dos

estudios se describen estructuras internas por lo que no se pudo comparar a cabalidad.

Para este grupo de organismos los resultados del andlisis molecular no fueron los
esperados. Los resultados de la secuenciacion fueron imposibles de analizar debido a la
presencia de mas de una secuencia. Se piensa que fue debido a que no solo se amplifico la
secuencia deseada sino que también se amplificaron numts. Estos son secuencias
nucleares que exhiben gran similitud con secuencias mitocondriales, ya se ha reportado que
al intentar amplificar regiones mitocondriales en acantocéfalos también se amplifica numts
(Benesh et al 2006) por lo que al secuenciar el producto aparecen dos secuencias, lo cual

no permite trabajar con las secuencias.
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Solo se encontraron cestodos en dos de los lobos marinos examinados. Al igual que paso
con los acantocéfalos estos necesitan un proceso de relajaciéon antes de ser fijados, lo cual
no se pudo realizar por lo que al venir mal fijados los érganos internos fueron muy dificiles
de apreciar. Se logrdé observar el set de 6rganos reproductores sin embargo muchas
caracteristicas distintivas no se pudieron ver. El hospedero fue utlizado como una
caracteristica para averiguar la identidad del cestodo asi como también el escolex y a las
caracteristicas observables presentadas. Con esta informacién concluimos que los
cestodos pertenecian al género Diphyllobothrium sin embargo esto no es un resultado del
todo seguro debido a las circunstancias explicadas con anterioridad.. Organismos
pertenecientes a este género se han reportado en gran cantidad de hospederos, incluyendo
al humano, por lo cual se considera un género de importancia clinica en la sociedad (Raush

el at 2010)

Al realizar el andlisis molecular se selecciond una secuencia ribosomal para comprobar la
identidad de estos organismos. Las secuencias de cestodos presentaron una alta similitud
con Ligula intestinalis y Digramma interrumpa lo cual no se esperaba, ya que debido a las
pocas caracteristicas morfolégicas que se pudieron observar, los cestodos indicaban
pertenecer al género Diphyllobothrium. Al comparar las secuencias obtenidas con aquellas
publicadas para Diphyllobothrium obteniamos un alto grado de similitud (90%) sin embargo
solo se compartia un 42% con la secuencia encontrada. A pesar de la similitud genética
presentada con L. intestinalis y D. interrumpa es claro que no pertenece a estas especies
debido a que estos dos parasitan a peces de agua dulce (Pérez Ponce de Ledn et al 1992,
Logan et al 2004), lo cual hace muy poco probable que parasiten al lobo marino de
California ademas de las diferencias morfoloégicas notables entre las especies de parasito.
Las secuencias encontradas se alinean al final de las secuencias reportadas, lo que indica

que probablemente el bajo porcentaje de secuencias compartido se deba a que los
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fragmentos amplificados en este estudio se encuentran en una regién del gen que no ha
sido amplificada en los otros estudios. En este sentido, la presente tesis ha aportado

informacién genética que no se tenia previamente para esta especie de parasito.

El acaro Orthohalarachne sp., se reporta como un parasito orofaringeo (Dailey, 2001) en
diversos pinnipedos como el lobo fino del norte (Callorinus ursinus), lobo fino de Australia
(Arctocephalus pusillus doriferus), lobo marino de Australia (Neophoca cinérea), morsa
(Odobenus rosmarus) y el lobo marino de Steller (Eumatopias jubatus) (Dunlap et al 1976;
Ke Chung y Haas 1980). Se desconoce de algun reporte de este género en el tracto
digestivo de hospederos mamiferos ya que en todos los reportes se ubica en el tracto
orofaringeo y en los pulmones (Ke Chung y Haas 1980; Dowling 2006). Debido a su
localizacién estos acaros pueden causar danos a sus hospederos en especial cuando estan
presentes en un gran numero. Existen reportes en el lobo marino de California y en el lobo
fino del Norte en donde la presencia de estos &caros causan inflamacioén de las membranas
mucosas, reaccion de células mononucleares y eosindfilos y enfisemas secundarios que
pueden resultar en bronquitis la cual termina por matar al hospedero (Ke Chung y Haas
1980). No se localizaron mas ejemplares de Orthohalarachne sp. en la orofaringe ni
pulmones de ninguno de los tres individuos analizados post mortem, y en el lobo marino del
cual se aislé la larva, no se encontraron otros ejemplares semejantes en el tracto digestivo.
Con base en la evidencia existente, la conclusion mas parsimoniosa es que el acaro fue

deglutido por el lobo marino cercano a su muerte.

Este grupo de organismos fue el Unico que se pudo determinar la especie con toda
seguridad simplemente utilizando claves y sus caracteristicas morfolégicas. Antarctophthirus
microchir es uno de los pocos artrépodos en poderse adaptar al medio maritimo, esto lo
hace muy interesante desde un punto de vista evolutivo. Presenta adaptaciones especificas

al tipo de vida marino de su hospedero, es decir que éstos organismos lograron adaptarse a
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una vida anfibia. Por esto tuvieron que desarrollar estructuras especificas que les
permitieran sobrevivir a las inmersiones al igual que sincronizar su ciclo de vida con el de su
hospedero. A. microchir se reproduce en la época en que el lobo de California sale a tierra a
reproducirse y tener a sus crias, pues asi tienen el suficiente tiempo para pasar de huevos a
ninfa 2 o 3, o adultos, pues los huevos y el estadio ninfa 1 no sobreviven a las inmersiones
(Leonardi et al., 2011). Las especies de hospederos con altas densidades de poblaciones
facilitan la transmision de parasitos y la extincién de estos es menos probable (Poulin 2000),
dado que en una colonia reproductiva como lo son Los Cantiles y Granito la densidad de
hembras y crias es alta todo el afo, se predice que la ocurrencia de estos parasitos seria

marcada en las colonias.

Ademas de parasitar al lobo marino de California, A.microchir ha sido reportada en el lobo
marino sudamericano (Otaria flavescens) en las costas de Chile (Crovetto et al., 2008). Al
comparar las medidas de estos dos reportes podemos observar que son ligeramente mas
pequenos los piojos que parasitan a Zalophus californianus, sin embargo no presentan mas
diferencias. Valdria la pena realizar estudios comparativos desde niveles moleculares hasta
niveles conductuales a fin de ver si a pesar de ser considerados la misma especie, tienen

diferencias.

El andlisis molecular en los piojos no fue posible debido a que los oligonucleétidos utilizados
no amplificaron productos. Los oligonucle6tidos fueron disefiados con base en especies
relacionadas filogenéticamente, sin embargo este par de oligonucleétidos no amplifico el
ADN aislado para esta especie. Este resultado pudo ser debido a algun error en el diserio
de los oligonucleétidos o a una alta variabilidad interespecie en la region seleccionada. Para

estudios posteriores se recomienda utilizar otros oligonucleétidos.

Ninguno de los parasitos estudiados en este trabajo parece representar un riesgo de salud

ante Zalophus californianus, si bien se observaron lesiones asociadas a los parasitos. Los
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lobos marinos pueden vivir con alta carga parasitaria sin tener problemas de salud, pero si
se encuentran inmunosuprimidos por mala nutricion, estrés o contaminantes los parasitos
pueden tener un impacto significativo sobre su salud (Harris y Gordiner 2011). Debido a esto
es importante incluir, en los planes de conservacion, el estudio de la diversidad parasitaria
de las poblaciones que se quiere conservar. Los parasitos pueden ser utilizados como
marcadores de relaciones ecoldgicas para obtener informacion histérica, filogenética y
ecolégica acerca de sus hospederos (Aznar et al 2001). Esta tesis da pie a realizar mas
estudios sobre la fauna parasitica del lobo marino de California, ya que teniendo
caracterizados la diversidad parasitica se pueden realizar estudios mas detallados de
virulencia, interacciones ecoldgicas y efectos sobre la salud de los lobos marinos de

California.

La conservacién del lobo marino de California es importante a nivel bioldgico, social y
economico (Aurioles y Zaavala-Gonzalez, 2000); conocer su fauna nos permite realizar
programas de conservacion mas completos, elaborar mejores planes de manejo tanto para
los lobos como para esta zona geografica, al igual que entender mejor las relaciones

ecolégicas que estos otaridos tienen en su ecosistema.
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9 CONCLUSIONES

La fauna macroparasitica del lobo marino de California es sumamente diversa. Se
encontraron dos especies de nematodos Contracaecum margolisiy Anisakis simplex, estas
ya habian sido registradas para el lobo marino de California en otras zonas geograficas por
lo cual se esperaba encontrarlas en este estudio. El fenotipo de los nematodos
Contracaecum encontrados en este estudio es muy semejante al fenotipo de C. margolisi
reportado con anterioridad; se aprecian algunas variaciones como lo son la presencia de
interlabios mas cortos que los labios en los especimenes de este estudio y medidas en
general mas pequenas en los especimenes de este estudio comparado con las medidas de
los previamente reportados. Los resultados moleculares no fueron concluyentes debido a

que las secuencias se encontraban contaminadas y fue imposible realizar una comparacion.

Los acantocéfalos encontrados en estos lobos marinos de California pertenecen al género
Corynosoma, a pesar de que sus caracteristicas morfolégicas son muy similares a las de la
especie Corynosoma obtuscens no podemos asegurar que se trate de esta. Para los
Corynosoma los genes mitocondriales no son una opcion para hacer estudios genéticos de
identificacion, se prefieren otros genes debido a la presencia de numts los cuales hacen

imposible el analisis de las secuencias.

Los cestodos de esta tesis fueron identificados como pertenecientes al género
Diphyllobothrium sin embargo nos fue imposible llegar a especies. Las secuencias obtenidas
no confirmaron que pertenecian a este género pues el fragmento amplificado es diferente a

los reportados en otros estudios.

El acaro encontrado fue identificado como Orthohalarachne sp. pues debido a que era una

larva no se pudo identificar hasta especies. Suponemos que este acaro fue encontrado en el
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estobmago debido a que fue deglutido accidentalmente por la hembra de lobo marino de

California poco antes de morir ya que no presentaba una infeccion en tracto respiratorio.

Los piojos pertenecen a la especies Antarctophthirus microchir, al ser comparados con los
registrados en el lobo marino Sudamericano se aprecia que son mas pequenos. Estos
especimenes presentan adaptaciones especificas al tipo de vida anfibio que llevan sus

hospederos y una alta especificidad.

Ninguno de los parasitos encontrados representan una amenaza contra la salud del lobo
marino de California en condiciones naturales, sin embargo de existir factores
potencialmente inmunosupresores en el ambiente en el que cohabita el lobo marino de
California, podria aumentar el numero de los parasitos y llegar a causar complicaciones en

la salud de los pinnipedos.
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Anexo 1 (Protocolos)

Protocolo de purificacién de PCR

1.-Por cada 20ul de producto de PCR se preparé un coctel de 2ul de acetato de sodio

(NaOAc) 3M pH 4.5 y 40ul de etanol absoluto frio.

2.-Transferir el producto de PCR al microtubo con el coctel

3.-Colocar en vortex y guardar a -20°C por una hora

4.-Centrifugar a 14000rpm por tres minutos

5.-Quitar el sobrenadante con cuidado para no mover el pellet de ADN

6.- Lavar el pellet con etanol 70% y centrifugar a 14000rpm por cinco minutos
7.- Quitar el sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente
8.-Resuspender el pellet en 30ul de agua esteril grado molecular

9.- Almacenar hasta secuenciar

79



