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Resumen

La clase Cestoda es la mas grande dentro del grupo de los Platelmintos,
con aproximadamente 8000 especies. Actualmente se han reportado estadios
larvales y post larvales de los 6rdenes Trypanorhyncha y Onchoproteocephallidea
en aproximadamente 60 especies de cefalépodos. En la Peninsula de Yucatan,
México, Octopus maya, es una especie endémica que posee gran relevancia desde
una perspectiva ecoldgica y socioeconomica. El presente estudio tuvo como
objetivo establecer la identidad de las especies de cestodos que parasitan a O.
maya, asi como caracterizar los efectos de la infeccion por Prochristianella sp. 1, la
cual presenta las intensidades mas altas de infeccion. A través de un enfoque de
taxonomia integrativa, se determiné que Prochristianella sp. 1 es la Unica especie
en la masa bucal de los pulpos recolectados en localidades del estado de Yucatan.
Esto contrastd con la ausencia de cualquier especie de Prochristianella en pulpos
del estado de Campeche (Capitulo 2), lo cual permitié utilizar a estos pulpos como
grupo de referencia para caracterizar la infeccion. Se realizaron observaciones
macro y microscopicas de los tejidos de O. maya, recuentos de hemocitos y analisis
histoldgicos del tejido de la masa bucal tanto en pulpos de Campeche como en los
de Yucatan, para evaluar el dafio ocasionado por la infeccion de Prochristianella sp.
1. Los resultados revelaron que el tejido del musculo mandibular superior (MMS) de
la masa bucal de los pulpos infectados presenté diferentes grados de afectacién en
funcion de la carga parasitaria (Capitulo 3). Para abordar integralmente esta
patologia, se llevo a cabo un andlisis de expresidon génica en el que se evaluaron
los genes: Clg (sistema de complemento), LITAF (regulador de la expresion del
factor de necrosis tumoral a inducido por lipopolisacaridos) y PRDX (enzima
antioxidante), cuya expresion se vio significativamente afectada por la infeccion
producida por Prochristianella sp. 1 (Capitulo 4). En conjunto, todos estos resultados
sugieren que el grupo de pulpos afectado (Rio Lagartos, Yucatan), mostrd signos
de una enfermedad no descrita anteriormente en ninguna especie de molusco y que
esta relacionada con la presencia de Prochristianella sp. 1. De manera provisional

esta enfermedad se ha denominado: “Miocistodiasis en cefalopodos”. Los
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resultados obtenidos proporcionan nuevos hallazgos sobre patologias causadas por
helmintos, permitiendo generar nuevas hipétesis sobre los mecanismos
moleculares subyacentes que experimentan los cefalopodos infectados por
cestodos y otros helmintos parasitos, destacando la necesidad de abordar las
interacciones parasito hospedero desde multiples enfoques metodoldgicos.
Asimismo, este trabajo no solo ofrece informacion valiosa sobre posibles respuestas
inmunitarias, patolégicas y moleculares en cefaldépodos, sino que también tienen
implicaciones significativas para la gestion y conservacion de este recurso marino

en la region de la Peninsula de Yucatan.
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Abstract

The class Cestoda is the largest within the group of flatworms, with
approximately 8000 species. Currently, larval, and post-larval stages of the orders
Trypanorhyncha and Onchoproteocephallidea have been reported in approximately
60 species of cephalopods. In the Yucatan Peninsula, Mexico, Octopus maya is an
endemic species of great ecological and socioeconomic relevance. This study aimed
to establish the identity of the cestode species parasitizing O. maya, as well as to
characterize the effects of high intensity infections caused by Prochristianella sp. 1.
Using an integrative taxonomy approach, it was determined that Prochristianella sp.
1 infections were monospecific in the buccal mass of octopuses from Yucatan State
marine waters. In contrast, octopuses recollected in Campeche State were found
free of Prochristianella (Chapter 2). Thus, octopuses from Campeche were used as
a control group in the characterization of Prochristianella infection in further studies.
Macro and microscopic observations of O. maya tissues, hemocyte counts, and
histological analysis of the buccal mass tissue were performed in infected and
uninfected octopus to assess the damage caused by Prochristianella sp. 1 infection
in O. maya. The results revealed that the tissue of the upper mandibular muscle
(MMS) in the buccal mass showed a gradual degree of damage depending on the
parasite load (Chapter 3). To comprehensively address this pathology, a gene
expression analysis was conducted evaluating the genes C1q (complement system),
LITAF (regulator of tumor necrosis factor a expression), and PRDX (antioxidant
enzyme). The gene expressions resulted significantly affected by the infection of
Prochristianella sp. 1 (Chapter 4). Collectively, all these results suggested that the
most affected group of octopuses collected from Yucatan (Rio Lagartos) showed
signs of a disease not previously reported for mollusks, which is related to massive
amounts of the cestode Prochristianella sp. 1. This disease has provisionally been
named "Myocystodiasis in cephalopods”. The results of this study provide new
insights on pathologies caused by helminths, encouraging the generation of new
hypotheses on the underlying molecular mechanisms experienced by cephalopods

infected by cestodes and other parasitic helminths, highlighting the need to address



parasite-host interactions from multiple methodological approaches. In addition, this
study not only offer valuable scientific information on potential immune, pathological,
and molecular responses in cephalopods, but also have significant implications for
the management and conservation of this key marine resource in the Yucatan

Peninsula region.
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Glosario

AAMac: Macrofagos Alternativamente Activados

Acraspedota: En la estrobilizacion de los segmentos de los cestodos, los
proglotidos no se encuentran superpuestos entre ellos y el borde lateral del parasito
se presenta plano

AMPs: Péptidos antimicrobianos

Armadura Heteracanta: Tipo de armadura tentacular en cestodos de la orden
Trypanorhyncha, que se caracteriza por la presencia de ganchos en filas de media
espiral, que comienzan en la superficie interna y terminan en la superficie externa
de los tentaculos

Armadura Homeacanta: Tipo de armadura tentacular en cestodos de la orden
Trypanorhyncha, que se caracteriza por la presencia ganchos metabasales en un
patrén regular, dispuestos en quincunces o en espirales completas

C1g: Complemento 1g. Complejo proteico implicado en el sistema de complemento
Caspasa-3: Proteina implicada en la apoptosis

CDC: Centers of Disease Control and Prevention

CDH: Conteo Diferencial de Hemocitos

CTH: Conteo Total de Hemocitos

Citotoxicidad: Capacidad de una sustancia o agente para causar dafio o muerte a
las células

Craspedota: En la estrobilizacion de los segmentos de los cestodos, cada
proglétido sucesivo esta superpuesto por el borde posterior del segmento previo.

EDH: Extension del Dafio Histologico

Encapsulacion: proceso mediante el cual los hemocitos rodean y aislan objetos
extraflos, como parasitos u otros patdgenos, para evitar su propagacion dentro del
organismo hospedero

Enfermedad: Deterioro del funcionamiento normal de un organismo que se
manifiesta por signos y sintomas caracteristicos y/o dafo estructural y que produce
un estado patologico que puede afectar a todo el cuerpo o cualquiera de sus partes
y que no se deba a una lesion fisica

Fagocitosis: Proceso por el cual ciertas células vivas, llamadas fagocitos, ingieren
o engullen otras células o particulas
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GD: Grado de daino
GSA: Glandulas salivales anteriores
H&E: Tincién Hematoxilina-Eosina

Infeccion: Entrada, desarrollo y multiplicacion de un agente infeccioso en el cuerpo
de una persona o animal

Infeccion aguda: Es una Infeccion a corto plazo que en general se desarrolla
rapidamente y dura un corto periodo de tiempo

Infeccion cronica: Es una infeccion que persiste durante un largo periodo de
tiempo

Infestacion: Accion por la que un parasito macroscopico infesta (coloniza) a un
hospedador

K: Factor de condicién K

LITAF: Factor a de necrosis tumoral inducido por lipopolisacaridos. Proteina
asociada a la respuesta inflamatoria

LMD: Longitud de Manto Dorsal

LPS: Lipopolisacaridos

MAMPs: Patrones moleculares asociados a microbios
MFA: Analisis de Factores Mdultiples

MMS: Muasculo Mandibular Superior

Opsonizacion: Proceso inmunitario que implica el recubrimiento de patégenos u
otras particulas con opsoninas

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos
PAS: Tincién Periodic Acid Schiff
PGN: Peptidoglicanos

PGRP: Proteinas de reconocimiento de peptidoglicanos. Proteina implicada en el
sistema de complemento y en el reconocimiento de patdgenos

Pl1: Pico Inferior
PRDX: Peroxiredoxina. Proteina implicada en el sistema antioxidante
PRMs: Moléculas de Reconocimiento de Patrones

proFo: Sistema de activacion Profenoloxidasa
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PRRs: Receptores de Reconocimiento de Patrones
PS: Pico superior

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RNS: Especies reactivas de nitrdgeno

RT-qgPCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcripcién Inversa en
Tiempo Real

Salud: Estado de completo bienestar fisico, mental y social y no solamente la
ausencia de afecciones o enfermedades

Senescencia: Periodo posterior a la madurez sexual, con o sin reproduccion
SERPIN: Inhibidores de serina proteasas. Proteina inhibidora de proteasas

TLR: Receptores tipo Toll. Proteina implicada en el reconocimiento de patégenos
TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alpha

VHSV: Virus de la septicemia hemorragica viral
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1. Planteamiento del problema

1.1. Introduccion General
La salud es un aspecto crucial de todos los organismos Vivos.

Particularmente en animales, ésta se puede definir como la ausencia de enfermedad
o el funcionamiento y comportamiento normal de un organismo basado en la
observacion de un numero determinado de individuos (Ducrot et al., 2011). El
monitoreo de la salud de los animales puede ser un desafio, pero es necesario para
garantizar su bienestar y comprender mejor su biologia y comportamiento.
Actualmente existen herramientas que permiten la evaluacion integral de la salud
fisica, conductual y fisiol6gica de un animal (Depoorter et al., 2015). No obstante,
en ocasiones, medir la salud de un organismo puede ser complejo, ya que algunos
de ellos son de dificil acceso por su condicion de vida silvestre. Se considera que
los cefalépodos, son organismos marinos que cumplen con estas condiciones, ya
que existen dificultades logisticas para recopilar datos a largo plazo. Estas
dificultades suelen ser mas pronunciadas debido a la naturaleza de su habitat y
comportamiento, lo que plantea desafios adicionales para llevar a cabo estudios
consistentes en el tiempo (Depoorter et al., 2015).

Los cefalépodos son moluscos conocidos por sus notables habilidades, como
su inteligencia, adaptabilidad y camuflaje. Estos moluscos son importantes tanto por
su papel ecoldgico como por ser fuente de alimento para los humanos (Mouritsen &
Styrbaek, 2018). No obstante, también son vulnerables a presentar problemas de
salud. Una de las amenazas mas importantes que comprometen su salud son las
infecciones parasitarias. Las infecciones por parasitos en cefalépodos han sido el
foco de numerosos pero no suficientes estudios en los ultimos afios, y los hallazgos
resaltan la importancia de comprender el impacto de las infecciones parasitarias en
la salud de estos moluscos (Gestal et al., 2019). En general, los parasitos pueden
llegar a tener un efecto perjudicial sobre la salud de los cefalépodos, provocando
diversos signos como letargo, canibalismo, autofagia, disminucion del apetito y
alteraciones en su comportamiento (Fiorito et al., 2015). Por ende, la comprensién

de las consecuencias de las relaciones infecciosas parasito-hospedero en



cefalopodos es esencial para garantizar su supervivencia, bienestar y para
mantener la sostenibilidad de los ecosistemas donde residen, ya que los parasitos
pueden afectar el equilibrio y la dinamica de las poblaciones de sus hospederos y
otros organismos en el ecosistema. Ademas, considerando que estas especies son
consumidas por humanos, conocer la salud de los cefalépodos también es
importante para la industria pesquera y acuicola, dado que la presencia de parasitos
puede afectar la calidad de los productos alimenticios (Klimpel et al., 2019).

En la Peninsula de Yucatan, habita Octopus maya, una especie de pulpo
endémica de la plataforma continental y que actualmente contribuye con mas del 60
% del volumen las capturas de la regién (Avendafio et al., 2019; Coronado et al.,
2020). Esta especie de pulpo es hospedero de 20 diferentes taxones de parasitos,
de los cuales, siete de ellas pertenecen al grupo de los cestodos (Guillén-
Hernandez, 2018a). Dentro del grupo de cestodos que infectan a O. maya, una
especie del género Prochristianella, es la que presenta los valores mas altos de
prevalencia y abundancia  (Guillén-Herndndez, 2018a). La infeccion por
Prochristianella sp. en las glandulas salivales anteriores (GSA) de O. maya (6rgano
diana de esta especie de cestodo) produce alteraciones en el tejido secretor y
fibrosis (Cruz-Quintana et al., 2019). Esto afecta la condicidén nutricional y debilita al
molusco. Asimismo, se demostrd, una relacion significativa entre el nimero de
individuos de Prochristianella sp. y el coeficiente de condicion relativa (Kn) de los
pulpos parasitados (Guillén-Hernandez, 2018b). A pesar de los dafios ocasionados
por este cestodo a nivel tisular, a la fecha se desconoce el impacto potencial de
dicha infeccidon sobre la respuesta inmunitaria del pulpo. Por lo anterior, en el
presente estudio se plantea la caracterizacion del efecto del parésito
Prochristianella sp. sobre la respuesta inmunitaria del pulpo Octopus maya.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Patologia comparada en cefalopodos
La patologia comparada, es una disciplina cientifica integral, que aborda el

estudio de las enfermedades animales, planteando aspectos fundamentales como

su etiologia, patogénesis, progresion y resultado ya sea en términos de mortalidad,



curacion o cronicidad (De Vico et al., 2012; Carella et al., 2015). Este enfoque se
extiende a través de distintos grupos de animales, lo que permite contrastar los
mecanismos patoldégicos entre especies, |0 que proporciona una perspectiva Gnica
gue beneficia tanto la salud humana como a la animal, brindando un entendimiento

mas completo de las enfermedades (Arends, 2021).

Segun la definicién propuesta por Kinne (1983), la enfermedad se considera
un fendmeno ecoldgico que no solo afecta la relacion entre el agente etiologico vy el
hospedero, sino que también puede influir en otras especies coexistentes, como:
presas, depredadores o competidores del hospedero. A nivel epidémico, las
enfermedades pueden alterar las funciones y estructuras de un ecosistema. Sin
embargo, el estudio de las enfermedades animales suele enfocarse Unicamente en
la prevencion o curacién, a menudo debido a su potencial zoondético, pérdidas
econdémicas o utilidad como modelos para investigar enfermedades humanas
(Carella et al., 2015).

En respuesta a esta limitacion, ha surgido el concepto One Health, una
estrategia interdisciplinaria que reconoce la estrecha relaciéon entre la salud
humana, animal y ambiental, crucial para prevenir, controlar y mitigar enfermedades
emergentes (Mackenzie & Jeggo, 2019). Actualmente, se ha reconocido la
importancia de las enfermedades en la dinamica de poblaciones animales, con un
creciente interés en comprender el impacto de las enfermedades de animales

acuaticos en la biodiversidad, tanto a nivel local como global (Lafferty et al., 2004).

De acuerdo con los conceptos anteriores y en el contexto de la patologia
comparada, una enfermedad, segun Dianzani (2005), se define como la
consecuencia directa de un dafio estructural y/o funcional de células, tejidos y
organos capaces de afectar negativamente a la economia general del organismo.
Tanto las causas intrinsecas como las extrinsecas al organismo pueden
desencadenar una enfermedad (Tabla 1). Esta definicion se alinea con lo reportado
por Simmons etal. (2009), quienes sefalan que los organismos expuestos a
patogenos siempre manifestaran los efectos a nivel celular. Si bien las células

pueden adaptarse a estresores, la exposicidon cronica supera su capacidad,



generando diversos tipos de dafio (Trump et al., 1997; Carella et al., 2015). Los

efectos de estos factores estresantes pueden clasificarse en dos categorias:

cambios regresivos, muerte celular, cambios defensivos con implicaciones

patologicas, y cambios progresivos, respuestas celulares y tisulares frente a

diversos patogenos (Figura 1).

Tabla 1 Agentes etiologicos causantes de lesiones en tejidos. Tomado de Carella et al., 2015.

Factores intrinsecos

Tipos

Ejemplos

Deficiencias externas

Deficiencias nutricionales

Déficit ambiental

Proteinas, vitaminas, lipidos
Oxigeno, calidad del agua, luz solar

Defectos internos

Defectos genéticos
inmunolégicos

Factores extrinsecos

Fisicos

Trauma mecanico
Trauma eléctrico

Compresioén, golpes
Rayos

Frio/Calor Congelacién, choque térmico
Energia radiante
Presion Aumento, disminucion

Quimicos

Toxinas bioldgicas
Parametros del agua
Pesticidas
Herbicidas

Excesos dietéticos

Toxinas bacterianas o flngicas, venenos

Organofosforados, paraquat, 2,4D, dinitrofenoles

Bioldgicos

Agentes acelulares
Procariotas
Eucariotas

Parasitos metazoarios

Virus, priones

Bacterias (Vibrios, Nocardia, etc)

Hongos, protozoos, algas

Cestodos, nemétodos, treméatodos, crustaceos

La clase Cephalopoda forma parte del filo Mollusca, el cual constituye el
segundo filo mas amplio dentro del reino animal. Estos invertebrados marinos
presentan caracteristicas que los ubican como los organismos mas complejos
dentro de los moluscos, tales como su sistema circulatorio, nervioso, reproductivo,
entre otros (Boyle & Rodhouse, 2008; Jereb et al., 2016).
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Figura 1 Manifestaciones del dafio celular en moluscos cefalépodos. Adaptado de Carella et al.,
2015.

La amplia distribucion de estos moluscos abarca todos los océanos y
diversos entornos marinos, desde habitats costeros, hasta profundidades abisales.
Actualmente se cuenta con registros aproximados de 900 especies en distintos
habitats marinos (Sanders, 1975, Jereb et al., 2016). Los cefalépodos modernos se
clasifican en tres clases principales: Nautiloidea, Coleoidea y Ammonoidea. Ademas
del orden Nautilida bajo la subclase Nautiloidea, los Unicos cefalopodos que existen
actualmente pertenecen a la clase Coleoidea. Esta clase de cefal6podos es la mas
grande y diversa, e incluye el orden Octopoda (pulpos), Sepiolida (sepias), y

Teuthida (calamares) (Hanlon etal., 2018) (Figura 2). A pesar del auge en



numerosas areas de investigacion de cefalépodos en las Ultimas décadas
(neurobiologia, etologia, acuacultura, genética, entre otros), el conocimiento sobre
los parasitos y los efectos que puedan tener sobre estos moluscos sigue siendo muy

escaso.

Figura 2 Principales miembros de la clase Coleoidea. Octopus vulgaris (orden Octopoda), Sepia officinalis (orden
Sepiolida), Loligo vulgaris (orden Teuthida). Tomado de Gestal et al., 2019.

1.2.2. Etiologia de las infecciones parasitarias en cefalopodos
La etiologia de una enfermedad se describe como cualquier elemento capaz

de generar un efecto patoldgico cuantificable, asociado a disfunciones en células,
tejidos u 6rganos y pueden ser causadas por factores intrinsecos y extrinsecos a
los organismos. Los primeros implican mutaciones a nivel genético (genes,

cromosomas y genoma), los segundos incluyen agentes fisicos, quimicos y



bioldgicos (patégenos) (Tabla 1). La presencia de alguno de estos factores puede
ser suficiente para comprometer significativamente las defensas naturales del

hospedero (Carella et al., 2015).

Son consideradas enfermedades parasitarias aquellas cuyos agentes
etiologicos son: protozoarios, helmintos y ectoparasitos (copépodos, isopodos,
sanguijuelas). En animales acuaticos, especificamente en cefal6podos, las
parasitosis pueden llegar a causar una amplia gama de signos como son: letargo,
natacion erratica, falta de apetito, distenciéon abdominal, Ulceras, enrojecimiento
focal, nédulos y hemorragias, entre otros (Fiorito et al., 2015; S. Pascual et al.,
2019).

Los cefalépodos albergan una amplia variedad de parasitos protozoarios y
metazoarios, que generalmente se adquieren del medio y a través de la cadena
alimentaria (Tedesco etal.,, 2020). Estos moluscos, en vida silvestre son
susceptibles a ser parasitados por digeneos, cestodos y nematodos para los cuales
actian como hospedero intermediario 0 paraténico, pero también para
marosporidios (anteriormente coccidios), monogeneos y crustaceos para los cuales
actlia como hospedero definitivo (Hochberg, 1990; Castellanos-Martinez & Gestal,
2013; Roumbedakis et al.,, 2018). Hasta 2018 se contaba con literatura de
aproximadamente 230 especies parasitas de cefalopodos, de una variedad de

taxones, presentes en diferentes regiones geograficas (Figura 3).

En este contexto, y segun lo sefialado por Rowley et al.,, (2022), la
determinacién del agente etioldégico de una enfermedad adquiere una importancia
critica. La identificacion precisa de los parasitos es fundamental para comprender y
manejar eficazmente las enfermedades asociadas. Por lo tanto, identificar con
certeza el agente etiologico de una enfermedad permite desarrollar estrategias de
prevencion y control mas efectivas, impactando directamente en la salud y
supervivencia tanto de los cefalépodos como de otros organismos implicados en
sus ciclos de vida parasitarios. No obstante, considerando que los cefalopodos
pueden ser hospederos intermediarios o paraténicos de diversos parasitos, su

presencia en estadios larvales dentro del cefalépodo dificulta su identificacion



debido a la falta de caracteres taxondmicos distintivos que permiten una adecuada
clasificacion. En este sentido, el enfoque de la taxonomia integrativa adquiere
relevancia al combinar multiples datos y perspectivas, como la filogenética,
morfologia comparativa y genética de poblaciones (Cruz-Barraza et al., 2012). Este
enfoque no solo ayuda a revelar la identidad y evolucidon de los parasitos, sino que
también proporciona informacién sobre sus relaciones con otros organismos,

incluyendo sus hospederos (Page, 2002).
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Figura 3 Regiones geograficas con registro de taxones de paréasitos que afectan a cefalopodos. Modificado de
Roumbedakis et al., 2018.

Las infecciones parasitarias tienen implicaciones ecoldgicas, y pueden
tener consecuencias econdémicas para las pesquerias de cefalépodos, ya que son
una importante fuente de ingresos y alimentos para diversas comunidades costeras
de todo el mundo (Ainsworth et al., 2023) ya que, la presencia de parasitos en las
poblaciones silvestres de cefalépodos puede reducir su valor de mercado y limitar

su potencial de exportacion.

A pesar de la variedad de implicaciones que conllevan las enfermedades

parasitarias en cefalopodos, a menudo la respuesta de este hacia las infecciones



suele ser bastante atenuada y su efecto no afecta significativamente el rendimiento
fisiologico del hospedero (Carella et al., 2015). A pesar de la variedad de
implicaciones que pueden tener las enfermedades parasitarias en cefalépodos, los
efectos del parasitismo suelen ser descritos principalmente solo a nivel
histopatolégico. Sin embargo, se carece de conocimiento acerca de los efectos
fisiologicos y de comportamiento resultantes de estas infecciones en sus

hospederos.

A la fecha los estudios mas recientes enfocados en conocer el impacto en la
salud que produce un parasito a su hospedero cefalépodo son los llevados a cabo
por Castellanos Martinez et al. (2013, 2015), en donde se demostré6 que las
infecciones severas ([6 x 10° a 2 x 107 spor/g]) causadas por Aggregata octopiana
en el pulpo comun O. vulgaris, producen inflamacién, distencién, y necrosis del
tejido digestivo. De igual manera, esta infeccion afecta la respuesta inmunitaria
celular, aumentando la capacidad fagocitica de los hemocitos, pero restringe la
capacidad de las células de producir radicales de oxigeno y reduce la respuesta
citotoxica del 6xido nitrico. Por lo tanto, ademas del dafio mecanico y la absorcidon
de nutrientes, A. octopiana también afecta la respuesta inmunitaria celular de su
hospedero O. vulgaris.

Conjuntamente en esta serie de estudios se emplearon disciplinas “6micas”,
como la transcriptdmica, para la obtencién y analisis de genes relacionados con el
reconocimiento de patdgenos (galectina, PGRP, cl1q, TLR) inhibidores de proteasas
(SERPIN), respuesta inflamatoria (LITAF), antioxidantes (PRDX-2) y apoptosis
(Caspasa-3). Se pudo observar que los genes de galectina, TLR, PGRP, LITAF,
SERPIN, PRDX-2 y Caspasa-3 se sobre expresaron en el ciego de O. vulgaris
(6rgano diana), en relacion con las altas infecciones por A. octopiana. Finalmente
concluyeron que, aungque la infeccion por A. octopiana no causa la muerte de los
pulpos, si los debilita considerablemente y compromete su inmunidad innata, lo que
los hace vulnerables a infecciones secundarias ocasionadas por bacterias y virus.

Por otro lado, como parte de los estudios llevados a cabo por Guillén-
Hernandez et al. (2018b) y Cruz-Quintana et al. (2019), se determiné a nivel

histolégico como los cestodos Prochristianella sp. afectan al pulpo O. maya. En el



estudio llevado a cabo por Cruz-Quintana et al. (2019) se comprobd que la
presencia de estos parasitos en las glandulas salivales anteriores (GSA) estaba
asociada con la destruccion tisular, observandose un aumento en el dafio a medida
que incrementaba el numero de parasitos. Las observaciones histoldgicas
mostraron que los cestodos destruian las células secretoras de las glandulas,
desencadenando respuestas celulares que incluian la proliferacion del tejido fibroso
y la infiltracion de hemocitos para aislar al agente extrafio. Asimismo, Guillén-
Hernandez et al. (2019) evidenciaron el efecto negativo en la salud del hospedero
(coeficiente de condicion relativa Kn) debido al elevado nimero de individuos

Prochristianella sp. en su hospedero O. maya.

1.2.3. Sistema inmune en cefalépodos

El sistema inmune de un organismo es el encargado de la preservacion de
la integridad biolégica, ya que permite el reconocimiento y la neutralizacion de
moléculas no propias del medio ambiente o producidas por procesos metabdlicos
(Pascual et al.,, 2019). Especificamente, los cefalépodos, junto con los demas
miembros del filo Mollusca, carecen de un sistema inmune adaptativo (Warr, 1981),
es decir, las células como los linfocitos By T, asi como sus receptores de antigenos,
las cuales son encargadas del sistema inmune adaptativo en vertebrados estan
ausentes en estos organismos (lwanaga & Lee, 2005). No obstante, estos moluscos
poseen un sistema inmune eficiente, consistente en componentes celulares y
humorales que se encargan de interactuar con patégenos y reparar dafios en los
tejidos; ambos componentes se encuentran en la hemolinfa de estos organismos
(Litman & Cooper, 2007) (Figura 4). Los componentes celulares de la hemolinfa son
los hemocitos y llevan a cabo funciones tales como la encapsulacion, formacion de
nodulos, fagocitosis, produccién de radicales tdéxicos de oxigeno (especies reactivas
de oxigeno, ROS) y nitrégeno (NO), todo lo anterior con el fin de erradicar agentes
no propios del molusco. Por su parte, los factores humorales son moléculas diluidas
en el plasma como los péptidos antimicrobianos (PSM), lisozima, lectinas, entre
otros, los cuales tienen un papel clave para combatir infecciones (Castellanos-
Martinez & Gestal, 2013; Castillo et al., 2015).



a) Factores celulares
Los hemocitos son los componentes celulares que desempefian un papel

crucial en la respuesta inmunitaria interna, encargandose de reconocer y eliminar
materiales ajenos al organismo hospedero, asi como de participar en la reparacion
de heridas (Cheng etal., 1975). En los cefalépodos, el 6rgano hematopoyético
encargado de dar origen a los hemocitos es conocido como el cuerpo blanco, un
organo multilobulado que envuelve los globulos 6pticos (Pila et al., 2016). En
moluscos, se han identificado dos tipos principales de hemocitos: los granulocitos o
hemocitos granulares y los hialinocitos o hemocitos agranulares (Castillo et al.,
2015; Pila et al., 2016).
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Figura 4 llustracion grafica de los componentes principales del sistema inmunitario de los cefalépodos.



Dentro de las actividades que desempefian los componentes celulares se
encuentra el sistema profenoloxidasa (proPO), el cual es el encargado de la
amplificacion de los mecanismos de defensa. Este se encuentra dentro de los
granulocitos y es activado cuando los hemocitos son estimulados por la presencia
de betaglucanos bacterianos o fungicos (bG) o por lipopolisacaridos (LPS). Una vez
que el sistema proPO es activado se producen una serie de factores que estimulan
a los hemocitos a eliminar el material extrafio por fagocitosis, encapsulacion y/o
formacién de ndédulos (Pascual etal.,, 2019; Sdderhall, 2010). Dentro de los
mecanismos de la respuesta celular, la fagocitosis es uno de los mas importantes.
A lo largo de este proceso se forman fagolisosomas y se liberan sustancias
altamente reactivas como superoxido, peroxido de hidrogeno y los derivados del
oxido nitrico, lo cual es denominado estallido respiratorio y tiene una implicacion
clave en la actividad microbicida de los hemocitos (Campa-Cérdova et al., 2002;
Pascual et al., 2019).

Ademas de la fagocitosis, los hemocitos pueden mediar reacciones
citotoxicas mediante digestion enziméatica o liberando especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Novoa et al., 2002; Castillo et al.,
2015) . El 6xido nitrico (NO) es una molécula de sefalizacion que forma parte de la
respuesta inmunitaria y es producida tras la infeccién por parasitos (Rivero, 2006).
El NO se genera mediante la oxidacion de L-arginina a citrulina por medio de la
enzima o6xido nitrico sintasa (NOS). Las ROS se producen durante el proceso
conocido como estallido respiratorio e involucran una serie de reacciones que
ocurren dentro de los fagosomas. Este proceso comienza cuando los hemocitos
reconocen a un patdégeno y lo engullen a través de la fagocitosis, una vez dentro de
la célula, las reacciones son catalizadas por enzimas NADPH oxidasa y
mieloperoxidasa que generan anion superoxido (Oz) y peroxido de hidrogeno (H202)
(Bayne et al., 1980; Castellanos-Martinez et al., 2014; Castillo et al., 2015).

b) Factores humorales
Los factores humorales comprenden un grupo de moléculas solubles

presentes en el plasma de la hemolinfa, que complementan las funciones de los



factores celulares. Estas moléculas llevan a cabo diversas actividades, como
aglutinacion, opsonizacion, lisis, accion antimicrobiana, citotoxicidad e inhibicion de
proteasas, entre otras (Castellanos-Martinez & Gestal, 2013; Castillo et al., 2015).

El sistema de complemento también forma parte de los factores humorales
y esta constituido por un conjunto de proteinas séricas asociadas a la membrana.
Este sistema proporciona una respuesta rapida e inespecifica contra una amplia
gama de patégenos en los cefalopodos. Se activa a través de diferentes moléculas
sensoras, incluyendo la via clasica (C1q), la via de las lectinas y la via alternativa
(C3 autocatalitica) (Castillo et al., 2015; Morgan et al., 2005).

Las lectinas son proteinas que se unen especificamente a carbohidratos
presentes en microorganismos y otras células ajenas al hospedero. Actian como
moléculas sensoras al detectar y reconocer patrones moleculares asociados a
patdgenos o microbios (PAMPs/MAMPS), desencadenando asi la respuesta
inmunitaria. En ocasiones, las lectinas u otras proteinas similares que se unen a
carbohidratos pueden actuar en la opsonizacion y aglutinacién, marcando,
neutralizando, destruyendo y/o matando a las moléculas extrafias (Castellanos-
Martinez & Gestal, 2013; Castillo et al., 2015).

En el suero también se encuentran enzimas proteasas con multiples
funciones, regulando diversas funciones celulares, la inflamacion, entre otros
procesos. Entre ellas, las lisozimas que hidrolizan los enlaces amino-glucosidicos
en los peptidoglicanos de los procariotas y ciertos parasitos. Estas enzimas pueden
estar localizadas dentro de vacuolas digestivas en los hemocitos o ser secretadas

al plasma.

La fenoloxidasa (PO) es una enzima esencial en la respuesta inmunitaria
de diversos invertebrados (Decker & Rimke, 1998). Esta involucrada en la
melanizacioén, una respuesta inmune que ayuda a encapsular y destruir patégenos
invasores. La melanizacion se activa por lesiones fisicas o la presencia de
microorganismos 0 parasitos. Cuando un patdégeno entra en el cuerpo, es
reconocido por el sistema inmunitario, que induce la produccion de fenoloxidasa

(McGinnis et al., 2013). Esta enzima cataliza la oxidacién de compuestos fendlicos,



generando quinonas altamente reactivas que pueden interconectar proteinas y otras
moléculas. Ademas de su papel en la melanizacién, la fenoloxidasa también se ha
implicado en otras funciones inmunitarias, como la cicatrizacion de heridas y la

produccion de péptidos antimicrobianos (Castillo et al., 2015).

1.2.4. Importancia biologica y socioeconémica de O. maya
Debido al gran valor alimenticio, su gran sabor y palatabilidad los

cefalopodos se colocan como un “superalimento” para el consumo humano
(Mouritsen & Vinther Schmidt, 2020). Por tal motivo, entre 1950 y 2015, las
pesquerias han mostrado un aumento de alrededor del 700% en la demanda
mundial. La alta demanda, ha colocado como especies objetivo a los pulpos
Octopus cyanea, O. maya, y O. vulgaris. En consecuencia, paises importadores de
Asia y Europa muestran un particular interés en alianzas comerciales en paises

productores como Marruecos, Mauritania y México (Coronado et al., 2020).

El pulpo O. maya, localmente conocido como pulpo rojo, es una especie que
tiene una gran importancia socioeconémica y biolégica dentro de la regién. Al ser
una especie endémica que se distribuye en la regiébn sureste de México,
especificamente en la Peninsula de Yucatan. Dentro de esta region geografica, la
pesqueria de cefalopodos es la mas importante en el continente americano, y esta
sustentada por dos especies principales: Octopus americanus (anteriormente
conocido como O. vulgaris tipo 1) y O. maya, que contribuyen con el 98% de las
capturas a nivel nacional (Coronado etal.,, 2020; Avendafio et al.,, 2022).
Especificamente la pesqueria de O. maya genera aproximadamente 35,000
empleos directos en la peninsula con una derrama econdémica de mas de 27

millones de dolares anuales (Coronado et al., 2020; Jurado-Molina, 2010).

Debido a la alta demanda a la que se enfrenta O. maya, la acuacultura de
esta especie ha surgido como una alternativa sustentable a su explotacion cercana
al maximo sostenible (desembarques anuales de mas de 10,000 toneladas)
(Jurado-Molina, 2010). Actualmente, se estan llevando a cabo investigaciones con
el propdsito de determinar las condiciones éptimas para la produccion a gran escala

de crias de O. maya (Rosas et al., 2014). Se ha demostrado que esta especie posee



un elevado potencial para su cultivo en acuacultura, ya que presenta un ciclo de
vida con desarrollo directo. En este ciclo, al finalizar su desarrollo embrionario, el
pulpo eclosiona en una etapa similar a un adulto, omitiendo asi la fase de paralarva,

estadio de algunas especies de cefalépodos (Vidal & Shea, 2023).

Hasta la fecha, se han estudiado diversos aspectos biolégicos basicos de
esta especie, entre ellos su crecimiento (Domingues et al., 2007; George-Zamora
et al., 2011; Rosas et al., 2014) y reproduccion (Juarez et al., 2015; Lépez-Galindo
et al.,, 2019; Olivares et al., 2019). No obstante, el estudio de la parasitofauna
apenas ha comenzado a recibir atencion, ya que actualmente se cuenta con menos
de 10 estudios centrados en este tema (Guillén-Hernandez et al., 2018a, 2018b,
Cruz-Quintana et al., 2019, Roumbedakis & Guerra, 2019, Marmolejo-Guzman et
al., 2022). La falta de informacion sobre enfermedades parasitarias, tanto por micro
como macroparasitos, ha creado un vacio en el conocimiento que puede dar lugar
a problemas como el desarrollo de posibles eventos zoon6ticos, impacto directo en
la salud publica, lo que redunda en pérdidas econdémicas. Por lo anterior es esencial
abordar esta brecha en el conocimiento para comprender mejor la dinamica de los
pardsitos en esta especie de pulpo y sus posibles implicaciones para el ecosistema

y la sociedad.

1.2.5. Parasitofauna de Octopus maya
A pesar de la importancia comercial del pulpo O. maya, y de la gran

disponibilidad de datos biolégicos con los que se cuenta de esta especie, la
parasitofauna de este pulpo fue descrita hasta 2018 (Guillén-Hernandez et al.,
2018a). Al igual que todos los cefalopodos, O. maya se encuentra infectado por
pardsitos protozoarios y metazoarios, a la fecha se dispone del reporte de 20
diferentes taxones de parasitos, de entre ellos los mas prevalentes son cestodos y
digéneos con siete y ocho taxones respectivamente (Guillen et al., 2018a). Sin
embargo, el parasito con valores mas altos de prevalencia y abundancia fue el
cestodo Prochristianella sp., el cual mostrdé diferencias significativas en sus
abundancias medias entre las zonas de Yucatan (Celestan: 1034.2 + 1757) y
Campeche (Campeche: 4.9 = 8.2). Si bien se cuenta con el registro de la

parasitofauna asociada a esta especie de pulpo, escasos taxones han podido ser



identificados hasta especie, 0 que representa una desventaja al momento de
estudiar las relaciones ecoldgicas con las demas especies que cohabitan en O.
maya.

En paralelo al estudio anterior, y en conjunto con el estudio llevado a cabo
por Cruz-Quintana et al. (2019) se ha documentado que las infecciones severas en
O. maya, estdn dadas por la acumulacibn de larvas plerocercoides de
Prochristianella sp. en las glandulas salivales anteriores (GSA). El dafio en este
organo es mas grave a medida que la infeccion por esta especie de cestodo se
intensifica, y se pueden observar signos de necrosis focal en el tejido epitelial de los
tubulos de las GSA con una leve proliferacién de tejido conectivo en infecciones
leves (<5 cestodos) (Figura 5a). El dafio se hace mas evidente en infecciones
moderadas (6-20 cestodos) (Figura 5b), mientras que en infecciones intensas (>
cestodos), se observa que el epitelio secretor es reemplazado por tejido fibroso y
cestodos. Lo anterior tiene efectos perjudiciales en el epitelio y lleva a una disfuncién
de las GSA, lo que potencialmente puede resultar en alteraciones nutricionales y
debilitamiento del hospedero (Guillén-Hernandez et al., 2018b; Cruz-Quintana et al.,
2019).

Aunque aun no se comprende completamente como las infecciones
parasitarias afectan el sistema inmunitario de O. maya, investigaciones recientes,
como las de Pascual et al. (2019), sugieren que otros factores extrinsecos, como
las fluctuaciones en la temperatura superficial del mar pueden influir en la
concentracion de hemocitos, hemocianina y proteinas en esta especie de pulpo. Por
lo tanto, es esencial llevar a cabo investigaciones detalladas para entender mejor
cdmo estos pardasitos podrian impactar el sistema inmuntario de O. maya y obtener

una comprension de su efecto en este recurso pesquero crucial.



Figura 5 Glandulas salivales anteriores de O. maya. a) Baja infeccidn por cestodo (se observan dos
cestodos); b) Moderada infeccién por cestodos, se observa la proliferacion del tejido conectivo (flecha) y la
pérdida del tejido secretor; ¢) Intensa infeccidn por cestodos, tejido secretor reemplazado por los cestodos y
tejido conectivo. Barra de escala: 500 um. Modificado de Cruz-Quintana et al., 2019.

1.3. Justificacion
El pulpo Octopus maya es una especie de alto valor socioeconémico.

Endémico del sureste mexicano, es uno de los recursos pesqueros mas importantes
de la Peninsula de Yucatan. Su relevancia se refleja en su consumo a nivel nacional
y en la demanda internacional, ya que se exporta a Europa, Asia y algunos paises
de América Latina. A la par, es una especie con alto potencial para el cultivo
intensivo debido a sus caracteristicas biolégicas (desarrollo directo y tasa de
crecimiento). Si bien existe cierto conocimiento en cuanto a su biologia, ecologia y
pesqueria en la regién, sus parasitos, simbiontes y los potenciales efectos que estos

tienen sobre el pulpo, han sido escasamente estudiados.

A la fecha se cuenta con el reporte de 20 taxones de parasitos que infectan
naturalmente a O. maya, de entre ellos los mas prevalentes son los cestodos, con
siete taxones asociados, y de los cuales aun no se ha podido establecer su identidad
taxondmica especifica. Estudios recientes identifican al cestodo Prochristianella sp.
como el parasito con mas altos valores de prevalencia y abundancia media. A pesar
de que se han registrado dafios histoldgicos severos en las GSA, asociados a la



presencia de esta especie de cestodo, aun no se han explorado las posibles

consecuencias en el sistema inmunitario del pulpo.

Por otra parte, a pesar de que se han realizado estudios de caracterizacion
del sistema inmunitario de O. maya en diferentes contextos, hasta ahora no se ha
abordado la integracion de agentes estresores como los parasitos y su posible
impacto en el sistema inmunitario de O. maya, como se explora en el presente
estudio. Los resultados del presente estudio proporcionaran informacién valiosa
para los campos de la parasitologia y la ecologia. Los hallazgos que se obtengan
pueden contribuir a mejorar las practicas de cultivo y conservacion de la especie, y
también tienen el potencial de ampliar el conocimiento sobre como los parasitos

impactan a los cefalépodos en un sentido mas amplio.
1.4. Preguntas de investigacion

a) ¢Cudl es la identidad especifica de Prochristianella sp., y cuél serd su

relacion filogenética con otros cestodos que infectan al pulpo O. maya?

b) ¢Lainfeccion por el cestodo larval Prochristianella sp. causa alteraciones en

pardmetros inmunitarios y tejido del pulpo O. maya?

C) ¢Como varia la expresién génica de genes vinculados a la respuesta
inmunitaria del pulpo O. maya en funcion de la intensidad de la infeccion por

Prochristianella sp.?

1.5. Hipotesis

a) Laposicion filogenética de los cestodos presentes en el pulpo O. maya estara
relacionada con su cercania evolutiva a otros cestodos reportados en el Golfo
de México.

b) La infeccion por el cestodo larval Prochristianella sp. inducird dafios
significativos en el tejido del pulpo O. maya, manifestandose en alteraciones
histolégicas y funcionales en el 6rgano afectado.

C) La expresion génica de genes relacionados con la respuesta inmunitaria del
pulpo O. maya frente a la infeccion por Prochristianella sp. sera influenciada

por la intensidad de la infeccion.



1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo General

Establecer la identidad de Prochristianella sp., y caracterizar los efectos

ocasionados por su infeccion en el pulpo O. maya.

1.6.2. Objetivos especificos
a) Identificar la posicion filogenética de Prochristianella sp. en relacién con los
demas cestodos que infectan al pulpo O. maya.
) Caracterizar los efectos de la infeccién por el cestodo larval Prochristianella
sp. en el pulpo O. maya, mediante un enfoque patoldgico integral.
C) Evaluar la expresion génica asociada al sistema inmunitario del pulpo O. maya

en respuesta a la infeccidon por Prochristianella sp.



Caracterizacion del efecto de la infeccion por Prochristianella sp. 1 (Cestoda:
Trypanorhyncha) sobre el pulpo Octopus maya 2023

CAPITULO Il

Posicion filogenetica de Prochristianella sp.
en relacion con los demas cestodos que
infectan al pulpo O. maya

100 FJ572929 (ex Pleurogrammus azonus; Plerocercus) Nybelinia surmenicola
3[ FJ572932 (ex Promethichthys prometheus; Plerocercus) Heteronybelinia yamagutii
61 DQ642791 (ex Sphyrna lewini; Adult) Nybelinia sphyrnae

©

81 DQ642786 (ex Lamiopsis temminckii, Adult) Ny belinia africana
L 8:8%?2:_8, ;ex gyacium papiIIoFs’lum; Pleroc)ercus)
ex ctopus maya; erocercus no
= OP035619 (ex Octopus maya; Plerocercus) Kotorslla prono
81 105 DQ642788 (ex Hypanus say; Adult)

AF286975 (ex Carcharinus melanopterus; Adult) Nybelinia queenslandensis
DQ642790 (ex Rhinoptera neglecta; Adult) Nybelinia aequidentata
FJ572930 (ex Heteropriacanthus cruentatus; Plerocercus) Nybelinia indica
DQ642787 (ex Taeniura lymma; Adult) Kotorella sp.
FJ572935 (ex Bathytoshia lata; Adult) Kotor ella pronosoma
DQ642789 (ex Carcharhinus limbatus; Adult) Heteronybelinia estigmena
FJ572928 (ex Gempylus serpens; Plerocercus) Nybelinia cf. africana
FJ572933 (ex Gempylus serpens ; Plerocercus) Mixonybelinia lep turi
51 DQ642802 (ex Trygonorrhina fasciata; Adult) Dollfusiella martini
r'l MW183924 (ex Beringraja inornata ; Adult) Eutetrarhynchus pacificus
100 OP035616 (ex Octopus maya; Plerocercus) Eutetrarhyi

D 642796 (ex Hypanus sabinus; Adult) Dollfusiella tenuispinis
53 KX086303 (ex ?; Adult) Dollfusiella spinulifera

DQ642798 (ex Maculabatis gerrardi; Adult) Te trarhynchobothrium sp.

DQ642799 (ex Pateobatis jenkinsii; Adult) Dollfusiella ocallaghani
DQ642803 (ex Glaucostegus typus; Adult) Dollfusiella spinulifera
DQ642804 (ex Rhina ancylostoma; Adult) Dollfusiella mic hiae
DQ642801 (ex Potamotrygon motoro; Adult) Paroncomegas araya
100 MF 189130 (ex Hypanus longus; Adult) Parachristianella kuchtai

|_61r MF 189124 (ex Styracura schmardae; Adult) Parachristianella mendozai

_52] MF 189128 (ex Hypanus longus; Adult) Parachri stianella parva
DQ642772 (ex Megatrygon microps; Adult) Oncomegoides celatus

36] 100 KX086304 (ex ?; Adult) Prochristianella butlerae
91 100 DQ642774 (ex Pastinachus sephen; Adult) Mecistobothrium johnstonei
FJ788110 (ex Rhinoptera bonasus; Adult) Mecistobothrium brevispine

66 FJ572936 (ex Pastinachus sephen; Adult) Tetrarhynchobothrium sp.
100 DQ642770 (ex Taeniura lymma; Adult) Prochristianella macracantha

82 DQ642771 (ex Maculabatis pastinacoides; Adult) Prochristianella sp. 2
| 100[

%Q;ggg%gz(oe)(( Sphyrna tiburo; Adult) Siochristianella) sp. 1
ex Octopus maya; Plerocercus ,
100l OP035621 (ex Octopus maya; Plerocercus) Prochristianella sp
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1.Introduccion

Los cestodos, conocidos comuUnmente como "tenias", son organismos
hermafroditas endoparasitos exclusivos que han adquirido un creciente interés en
afos recientes, en gran parte debido a su relevancia dentro del marco del concepto
One Health. Estos helmintos abarcan una variedad de especies que pueden tener
un impacto significativo en la fauna silvestre, la ganaderia e incluso en ciertos casos,
en la salud humana (Budke et al., 2009). En consecuencia, desempefian un papel
vital en la ecologia y epidemiologia de enfermedades parasitarias (OMS, 2003). Por
lo tanto, la identificacion precisa y la caracterizacién de los cestodos son esenciales
para comprender su evolucion, sus interacciones con otros organismos y su impacto

en los hospederos que parasitan.

La importancia de los cestodos en la salud animal es incuestionable, ya que
las infecciones por estos parasitos pueden variar desde leves hasta graves, incluso
llevando a la debilitacion o la muerte de los hospederos (OMS, 2003). Los cestodos
marinos, en particular, plantean desafios Unicos y oportunidades de estudio en el
contexto de la salud animal y publica (Klimpel et al., 2019). Debido a que gran parte
del mundo marino sigue siendo un terreno inexplorado, los cestodos que infectan a
las especies marinas podrian albergar informacion crucial para nuestra
comprension de los ecosistemas acuaticos y las interacciones entre los organismos
marinos. Especies de cestodos de la orden Diphyllobothridea pueden
desencadenar enfermedades zoondticas cuando los seres humanos consumen
pescado o mariscos crudos o insuficientemente cocidos (Scholz & Kuchta, 2016), lo

gue subraya la necesidad de investigar y comprender a fondo estos parasitos.

Especificamente los cefalépodos actian como segundo o tercer hospedero
intermediario y, en ocasiones, como hospederos paraténicos de cestodos. Se han
documentado estadios larvales y post-larvales de varias 6rdenes de cestodos en
aproximadamente 60 especies de cefalopodos (Roumbedakis et al., 2018). A pesar
de un aumento en el conocimiento en la tltima década sobre la parasitologia de los
cefalopodos, la identificacion precisa de algunas especies en estadios larvarios

sigue siendo un desafio, debido a la falta de caracteristicas morfolégicas distintivas.



Como resultado, la utilizacion de marcadores moleculares y filogenéticos se ha
convertido en una herramienta esencial para su precisa identificacion (Adan-Torres
et al., 2022; Tedesco et al., 2020).

Los enfoques filogenéticos en la identificacidon de estos parasitos ofrecen
informacion valiosa no solo sobre su identidad y evolucion, sino también sobre sus
relaciones con otros organismos, incluyendo sus hospederos (Page, 2002). Esta
comprension filogenética resulta esencial para el desarrollo de estrategias de
control efectivas y para evaluar el riesgo de transmision de enfermedades (Page,
2002).

En este contexto, el presente capitulo se enfoca en conocer la identidad de
los individuos Prochristianella sp. haciendo uso de la taxonomia integrativa, para
asi conocer su posicion en relacién con otros cestodos que infectan al pulpo O.

maya.

2.Materiales y Métodos

El desarrollo metodologico del presente capitulo se llevé a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Patologia Acuatica del Cinvestav, Unidad Mérida

de acuerdo con el protocolo general mostrado en la Figura 6.

Analisis filogenético de los cestodos de O. maya en la
Peninsula de Yucatan o o
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Figura 6 Estrategia metodologica general llevada a cabo para el desarrollo del presente capitulo



2.1. Muestreo y revision parasitologica
Entre septiembre y diciembre de 2019 se recolectaron muestras de pulpo

(15 hospederos/localidad), de la pesqueria artesanal desarrollada en Yucatan,
México, ubicada cerca de Sisal (21°10" N, 90°1" W), Progreso (21° 19' N, 89° 42' W),
Dzilam de Bravo (21° 19' N, 88° 35' W) y Rio Lagartos (21° 24' N, 88° 02' W) (Figura
7). Los especimenes fueron congelados y transportados en hieleras al Laboratorio
de Patologia Acuética del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (Cinvestav Unidad Mérida, Yucatan, México). Una vez
en el laboratorio, se midio la longitud del manto dorsal con un ictibmetro (LMD + 0.1
mm); mientras que el peso total se registré con una balanza Ohaus E0OB120 (PT +
0.01 g). De acuerdo con la metodologia reportada previamente por Guillén-
Hernandez et al. (2018a), se realizé un corte longitudinal en el manto ventral para
extraer el tracto digestivo (masa bucal, glandula digestiva, saco de tinta, intestino,
esoOfago y ciego), branquias, ojos y musculo para buscar cestodos larvales bajo un
microscopio estereoscopico (Motic SMZ-168). Los cestodos se extrajeron de los

tejidos y se fijaron en etanol al 100% para el andlisis molecular.
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Figura 7 Localidades de muestreo donde se recolectaron ejemplares de pulpo O. maya en Yucatan, México.



2.2. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion
EI ADN gendmico (ADNQ) de los especimenes fijados previamente en etanol,

se extrajo utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ADNr 18S y 28S se amplifico con los oligonucleétidos
indicados en la Tabla 2. La mezcla de PCR en cada tubo contenia: 12,5 puL de Green
GoTaq Master Mix (Promega), 1 pL de cada oligonucleétido (10 uM), 8,5 pL de agua
estéril bidestilada y 2 pL de ADNg para un volumen final de 25 pL. Todas las
reacciones de PCR (18S ADNr y 28S ADNr) se realizaron en un termociclador
Axygen® MaxyGene™ II, y las condiciones del termociclador para los diferentes

genes se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 2 Oligonucledtidos utilizados para llevar a cabo la reaccion de PCR

Gen Nombre Secuencia Referencia
185 WormA (5-GCGAATGGCTCATTAAATCAG-3") (Littlewood & Olson,
WormB (5'-CTTGTTACGACTTT TACTTCC-3) 2001)
285 391 (5-AGCGGAGGAAAAGAAACTAA-3") (Garcia-Varela &
536 (5'-CAGCTATCCTGAGGGAAAC-3") Nadler, 2005)
18S 300R (5'-TCAGGCTCCCTCTCCGGA-3") (Littlewood y Olson,
Internos 600R (5'-ACCGCGGCKGCTGGCACC-3") 2001)
(Stock et al.,
28S 503 (5—-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGACG-3')

2001)(Garcia-Varela 'y

Internos 504 (5'-CGTCTTGAAACACGGACTAAGG-3")
Nadler, 2005)

Los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
analizaron en electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampon TAE 1X, se tifieron
con RedGel (Biotium) y se visualizaron bajo luz ultravioleta, utilizando un
fotodocumentador UVP® Bio Doc-1t™2 315 Imaging System. Los productos de PCR
se secuenciaron hacia adelante y hacia atras con el mismo par de oligonucleétidos
usados anteriormente para la amplificacion. Para confirmar la mitad de la secuencia
genética especifica, se utilizo el par interno de oligonucleétidos 300R y 600R para
18S; y 503 y 504 para 28S (Tabla 1). La purificacién y la secuenciacion de los



productos de PCR se llevaron a cabo mediante el método de secuenciacion de

Sanger en Genewiz, South Plainfield, NJ, EE. UU. (https://www.genewiz.com/).

Tabla 3 Condiciones del programa de PCR empleados para amplificar los genes 18S y 28S ADNr
de cestodos

Paso del Programa Tiempo Temperatura Ciclos
(°C)
Desnaturalizacion inicial 5 min 94°C 1 ciclo
Desnaturalizacién 1 min 94°C
Alineamiento 1 min 50°C 35 ciclos
Extension 1 min 72°C
Extension final 10 min 72°C 1 ciclo

2.3. Analisis Filogenético
Las secuencias obtenidas se editaron en el software Geneious Pro-4.8.4

(Biomatters Ltd., Auckland, Nueva Zelanda) y se generd una secuencia consenso
para cada espécimen, excepto para el 28S ADNr de Nybelinia sp. y 18S ADNr de
Onchoproteocephalidea ya que no se obtuvieron secuencias de calidad para
realizar analisis filogenéticos. Las secuencias consenso de cada espécimen se
depositaron en el Genbank (los nUmeros de acceso se muestran en los arboles
filogenéticos). Todas las secuencias se verificaron empleando la herramienta de
busqueda de alineacion local bésica (BLAST) (www.ncbi.nih.gov/BLAST/). Se
generaron tres conjuntos de datos de los cestodos larvales en Mesquite 3.62
(https:/lwww.mesquiteproject.org/) para determinar la relacion filogenética: dos
conjuntos de datos (18S ADNr y 28S ADNr) para Trypanorhyncha y uno solo (28S
ADNr) para Onchoproteocephalidea (ya que el 18S ADNr no se pudo amplificar).
Los conjuntos de datos se complementaron con un total de 157 taxones disponibles
en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) cuyos nimeros de acceso se
pueden consultar en los arboles filogenéticos. Con base en ensayos filogenéticos
previos, Vittirhynchus squali fue elegido como grupo externo de Trypanorhyncha
(Olson et al., 2010) y Yorkeria hilli como el grupo externo de Onchoproteocephalidea
(Caira et al., 2014). Cada conjunto de datos se aline6 posteriormente con ClustalW
(J. D. Thompson etal, 1994) y se implementd en el sitio web

http://www.genome.jp/tools/clustalw/ con el enfoque "SLOW/EXACTO" y la matriz


https://www.genewiz.com/

de peso "CLUSTALW" (para ADN). Asimismo, se consideraron en los analisis
secuencias con mas del 50% de la longitud total del alineamiento de cada conjunto
de datos. El modelo de sustitucion de nucleétidos se estimo para cada conjunto de
datos con el programa jModelTest v2 (Darriba etal.,, 2012). Para el andlisis
filogenético se implemento el método de Maxima Verosimilitud (ML) con el software
RAXML v. 7.0.4 (Stamatakis, 2006). El analisis filogenético se realizé con 1000
interacciones mediante la técnica de remuestreo Bootstrap (Bt) para obtener el
mejor arbol filogenético de cada conjunto de datos. Los arboles ML se visualizaron
en FigTree v.1.4.3. (Rambaut, 2006) y las distancias genéticas se calcularon con
MEGA v.6 (Tamura et al., 2013).

2.4. Parametros de Infeccion
Se registro el nimero de cada morfotipo de cestodo por hospedero para la

estimacion de la prevalencia (P) y la abundancia media (AM) segun Bush et al.
(1997). La prevalencia (P) indica el numero de hospederos infectados con uno o
mas individuos de una especie de parasito en particular dividido por el nimero de
hospederos examinados para esa especie de parasito y cominmente se expresa
como un porcentaje. Por otra parte, la abundancia media (AM), es el nimero total
de individuos de una especie de parasito en particular en un tamafio de muestra (N)
de una especie hospedero en particular dividido por el nUmero total de hospederos

de esa especie examinada (incluidos los no infectados), = DE.

3.Resultados

A través de un andlisis filogenético se logré la identificacion de
Prochristianella sp. 1 (Figura 8). El analisis demostr6 que este cestodo forma un
grupo no monofilético con otros géneros de Trypanorhyncha. Especificamente,
Prochristianella sp. de O. maya se agrup0 con Prochristianella sp. 1, previamente
encontrado en Sphyrna tiburo, un tiburdn del orden Carcharhiniformes, revelando
una cercana relacién con solo un 1% de distancia genética entre ellos. Con base en
la distancia genética tan estrecha entre ambos cestodos, se determiné que los
especimenes del presente trabajo corresponden a Prochristianella sp. 1 en relacion

con otros grupos de cestodos Trypanorhyncha.



Prochristianella sp. 1 se identific6 como el agente infeccioso que parasita el
100% de la masa bucal de los pulpos O. maya provenientes de localidades del

estado de Yucatan (Figura 8).

3.1. Infeccion en O. maya
Se examinaron un total de 60 especimenes de Octopus maya (LMD =112.5

+ 17 mm, peso =451.1 + 201 g) y se encontré que el 100 % estaban infectados por
estadios plerocercus de Trypanorhyncha (cuatro morfoespecies) y/o estadios

plerocercoides de Onchoproteocephalidea (tres morfoespecies) (Tabla 4).

100pm CINVESM

pAly WD 15.0mm

— 10pm CINVESM 6/2
OkV LEI SEM WD 14.7mm

Figura 8 Prochristianella sp. 1 encontrada en la masa bucal del pulpo O. maya. a) Tincion tricrémica de
Gomori: el tegumento se muestra en verde, los pares de bulbos, el musculo retractor y los tentaculos se
muestran en rojo. b) Espécimen completo con tentaculos evaginados. ¢) Configuracion de los ganchos en los
cuatro tentaculos de Prochristianella sp. 1. Barra de escala: a)100 um.



Tabla 4 Resumen de parametros de infeccion de cestodos encontrados en Octopus maya en la
Peninsula de Yucatan. Abreviaturas: C= ciego; DE= Desviacion estandar; GD= glandula digestiva; E: es6fago;
Br= branquias; MB= masa bucal; ST= saco de tinta; I= intestino.

Especie de Cestodo  Hospederos Prevalencia  Abundancia Organo  Nimero

infectados (%) Media diana de
(n) (+DE) Catalogo
Eutetrarhynchus sp. 38 63 3(x4) GD, ST CNHE
11698
Kotorella pronosoma 8 13 0.2(x0.8) I, E CNHE
11693-95
Nybelinia sp. 1 2 3 0.03(x 0.2) Br, E CNHE
11696
Prochristianella sp. 1 60 100 456 (£766) MB CNHE
11697
Acanthobothrium sp. 11 18 0.2(x 0.3) C CNHE
11699
Phoreiobothrium sp. 1 2 0.03(x 0.1) ST -
Prosobothrium sp. 4 7 0.2(x0.4) ST

3.2. Relacidn filogenética
e Trypanorhyncha

Para el ADNr 28S, tres secuencias parciales (995-1445 pb de longitud) de
Kotorella pronosoma, dos (1411 y 1453 pb de longitud) de Prochristianella sp. y una
secuencia Unica de Eutetrarhynchus sp. (1460 pb de longitud) se incluyeron en un
conjunto de datos alineado de 1631 pb de longitud, con frecuencias de nucleétidos
de A =0.214604, C = 0.21835, G = 0.322620 y T = 0.244423. El valor de maxima
verosimilitud (ML) del &rbol obtenido con secuencias de ADNr 28S fue In = -
15209.189111. La topologia mostr6 dos clados principales (Figura 9). Las
secuencias de Trypanorhyncha (Kotorella pronosoma, Eutetrarhynchus sp. y

Prochristianella sp.) de O. maya se agrupan en el mismo subclado (Figura 9).

Kotorella pronosoma formd un grupo no monofilético con los géneros
Tentacularia, Nybelinia, Heteronybelinia y Mixonybelinia (Bt = 100; Figura 9). El
género Kotorella no fue monofilético en el presente analisis ya que se formaron dos
grupos independientes. En un grupo, K. pronosoma ex O. maya anidé con

ejemplares ex Syacium papillosum (Pleuronectiformes) e Hypanus say



(Myliobatiformes) (Bt = 100; Figura 9) sin diferencias genéticas entre ellos; mientras
que Kotorella sp. y K. pronosoma ex Taeniura lymma (Myliobatiformes) y
Bathytoshia lata (Myliobatiformes), respectivamente, se presentaron anidados en un
clado independiente (Bt = 89; Figura 10). La divergencia genética entre K.
pronosoma de O. mayay K. pronosoma ex T. lymma y D. thetidis fue de 2%y 3.5%,

respectivamente.

En cuanto a Eutetrarhynchus sp. ex O. maya, formé un grupo no
monofilético con especies de Eutetrarhynchus, Dollfusiella, Paroncomegas y
Tetrarhynchobothrium (Bt = 100); Eutetrarhynchus tampoco formdé un clado
monofilético ya que la especie Eutetrarhynchus pacificus se agrupa con Dollfusiella
martini y no con las especies que se encuentran en el pulpo. Se registraron
distancias genéticas de 10.5% al 18.2% entre Eutetrarhynchus sp. y el resto de las
especies del clado. Particularmente Eutetrarhynchus sp. ex O. maya difiere

genéticamente de E. pacificus en un 18.2 %.

Prochristianella sp. formé un grupo no monofilético con Parachristianella,
Mecistobothrium, Tetrarhynchobothrium y Oncomegoides (Bt = 91; Figura 9).
Prochristianella sp. de O. maya agrupada con Prochristianella sp. 1 ex Sphyrna
tiburo (Carcharhiniformes), mostrando 1% de distancia genética (Figura 9).



DQ642743 (ex Squalus melanurus; Adult) Vittirhynchus squali

100 DQ642783 (ex Hypanus sabinus; Adult) Prochristianelfa sp. 3
4@642784 (ex Hypanus say; Adult) Prochristianella sp. 4
64 DQ642785 (ex Hypanus say; Adult) Prochristianelfa clarkeae

100

I: MF189145 (ex Styracura pacifica; Adult) Parachristianella campbelli
62 MF189146 (ex Styracura schmardae; Adult) Parachristianella soldanovae
| DQ642779 (ex Maculabatis gerrardi; Adult) Trygonicola macroporus
DQ642778 (ex Pastinachus sephen; Adult) Halysiorhynchus macrocephalus
DQ642780 (ex Trygonorrhina fasciata; Adult) Trimacracanthus aetobatidis
DQ642781 (ex Pateobatis jenkinsii; Adult) Parachristianella monomegacantha
DQ642777 (ex Rhynchobatus djiddensis; Adult) Parachristianella indonesiensis
DQ642776 (ex Himantura uarnak; Adult) Shirleyrhynchus aetobatis
DQ642775 (ex Pastinachus sephen; Adult) Parachristianella baverstocki
49) DQ 642793 (ex Urolophus paucimaculatus; Adult) Doflfusiella geraschmidti
100— DQ642795 (ex Aetobatus narinari, Adult) Oncomegas australiensis
1 MF189132 (ex Styracura schmardae; Adult) Hispidorhync hus styracurae
—— DQ642792 (ex Rhinoptera bonasus; Adult) Rhinoptericola megacantha
EF095269 (ex Katsuwonus pelamys,; Plerocercus) Tentacularia coryphaenae
FJ572929 (ex Pleurogrammus azonus; Plerocercus) Nybelinia surmenicola
991 FJ572932 (ex Promethichthys prometheus; Plerocercus) Heteronybelinia yamagutii
DQ642791 (ex Sphyma lewini; Adult) Nybelinia sphyrmae
DQ642786 (ex Lamiopsis temminckii; Adult) Ny belinia africana
OP035618 (ex Syacium papillosum; Plerocercus)
153l OP035617 (ex Octopus maya, Plerocercus)
OP035619 (ex Octopus maya; Plerocercus)
DQ642788 (ex Hypanus say; Adult)
AF286975 (ex Carcharinus melanopterus; Adul) Nybelinia queenslandensis
DQ642790 (ex Rhinoptera neglecta; Adult) Nybelinia aequidentata
FJ572930 (ex Heteropriacanthus cruentatus; Pleracercus) Nybelinia indica
DQ642787 (ex Taeniura lymma; Adult) Kotorella sp.
FJ672935 (ex Bathytoshia lata; Adult) Kotor ella pronosoma
DQ642789 (ex Carcharhinus limbatus; Adult) Heteronybelinia estigmena
FJ572928 (ex Gempylus serpens; Plerocercus) Nybelinia cf. africana
FJ572933 (ex Gempylus serpens; Plerocercus) Mixonybelinia lepturi
_ﬂSOZ (ex Trygonorrhina fasciata; Adult) Dollfusielia martini
MW183924 (ex Beringraja inornata ; Adult) Eutetrarhynchus pacificus
100 OP035616 (ex Octopus maya; Plerocercus) Eutetrarhynchus spi
D 642796 (ex Hypanus sabinus; Adult) Dollfusiella tenuispinis )
KX086303 (ex ?; Adult) Dollfusiella spinulifera A
DQ642798 (ex Maculabatis gerrardi; Adult) Tetrarhynchobothrium sp. o
DQ642799 (ex Pateobatis jenkinsii, Adult) Dollfusiella ocallaghani ‘
49 DQ642803 (ex Glaucostegus typus; Adult) Dollfusiella spinulifera
DQ 642804 (ex Rhina ancylostoma; Adult) Dollfusiella michiae
DQ642801 (ex Potamotrygon motoro; Adult) Paroncomegas araya
100,— MF 189130 (ex Hypanus longus; Adult) Parachristianella kuchtai
MF189124 (ex Styracura schmardae; Adult) Parachristianella mendozai
2] MF189128 (ex Hypanus fongus; Adult) Parachri stianella parva
DQ642772 (ex Megatrygon microps; Adult) Oncomegoides celatus

100

Kotorella pronosoma

36| 100 KX086304 (ex ?; Adult) Prochristianella butlerae
91 100 DQB642774 (ex Pastinachus sephen; Adult) Mecistobothrium johnstonei
FJ788110 (ex Rhinoptera bonasus; Adult) Mecistobothrium brevispine

FJ572936 (ex Pastinachus sephen; Adult) Tetrarhynchobothrium sp.
100,— DQ642770 (ex Taeniura lymma; Adult) Prochristianella macracantha
lez DQ642771 (ex Maculabatis pastinacoides; Adult) Prochristianella sp. 2
100[ DQ642769 (ex Sphyrna tiburo; Adult) Prochristianella sp. 1

OP035620 (ex Octopusmaya Plerocercus) Prochristianell |
1001 OP035621 (ex Octopus maya; Plerocercus) " ToCAristianeiia sp.

0.04

Figura 9 Arbol filogenético basado en el analisis de Maxima Verosimilitud (ML) de las especies del Orden
Trypanorhyncha encontradas en O. maya construido sobre el gen ribosémico de la subunidad grande parcial
(28S) (verosimilitud = -15209.189111). Los valores de soporte de Bootstrap para ML se proporcionan en los

nodos; ex= hospedero; la etapa de desarrollo del cestodo entre paréntesis.



Con respecto al ADNr 18S, tres secuencias parciales (545-552 pdb) de
Prochristianella sp., dos (558 pb de longitud) de Eutetrarhynchus sp., dos (545 y
553 pdb de longitud) de Kotorella pronosoma y una secuencia Unica (555 pdb) de
Nybelinia sp. se alinearon en un conjunto de datos de 1524 pb con 59 secuencias
adicionales de Trypanorhyncha (frecuencias de nucleétidos A = 0.237116, C =
0.216641, G =0.284535y T = 0.261707). El valor de ML del arbol 18S ADNr fue In
= -7987.787948. El arbol filogenético resultante mostré que los cestodos del pulpo
se agruparon en cuatro clados diferentes (Figura 10).

Los plerocercoides de Nybelinia sp. formaron un grupo no monofilético con
Tentacularia, Heteronybelinia, Kotorella y Mixonybelinia (Bt = 100; Figura 10). En
particular, Nybelinia sp. ex O. maya agrupada con Nybelinia africana (GenBank ID:
DQ642948) (Bt = 43) mostrando un 3% de distancia genética (Figura 10).

Kotorella pronosoma ex O. maya se agrup0 con estadios adultos de la
misma especie encontrados en H. say y B. lata (0% y 2.7% de distancia genética
interespecifica, respectivamente), pero no se agrupo6 con Kotorella sp. ex T. lymma,
gue mostré un 2.8% de divergencia genética interespecifica con respecto a K.

pronosoma de O. maya.

En cuanto a Eutetrarhynchus ex O. maya, este parasito se agrupd con
Dollfusiella, Paroncomegas y Tetrarhynchobothrium con un alto valor de soporte (Bt
= 90), mostrando una distancia genética interespecifica que va del 8.9% al 12.9%

entre estas especies (Figura 10).

Finalmente, Prochristianella sp. ex O. maya form6é un grupo altamente
respaldado (Bt = 100) con especimenes del mismo género que infectaron a S. tiburo,
Maculabatis pastinacoides (Myliobatiformes) y Prochristianella macracantha ex T.
lymma, mostrando una distancia genética interespecifica de 2.4% y 0.7%,

respectivamente, entre estas especies (Figura 10).



DQ642905 (ex Squalus melanurus; Adult) Vittirhynchus squali
—— DQ642954 (ex Rhinoptera bonasus; Adult) Rhinoptericola megacantha

FJ572890 (ex Katsuwonus pelamis: Plerocercus) Tentacufaria coryphaenae

FJ572893 (ex Pleurogrammus azonus; Plerocercus) Nybelinia surmenicola 6

FJ572895 (ex Coryphaena hippurus; Plerocercus) Heteronybelinia cf. estigmena
78]l g5 FJ572896 (ex Promethichthys prometheus, Plerocercus) Heteronybelinia yamagutii
DQ642953 (ex Sphyma lewini; Adult) Nybelinia sphymae
DQ642949 (ex Taeniura fymma; Adult) Kotorella sp.
DQ642952 (ex Rhinoptera neglecta; Adult) Nybelinia aequidentata
AF287005 (ex Carcharinus melanopterus; Adult) Nybelinia queensfandensis
FJ572894 (ex Heteropriacanthus cruentatus; Plerocercus) Nybelinia indica
DQ642951 (ex Carcharhinus limbatus; Adult) Heteronybelinia estigmena
FJ572897 (ex Gempylus serpens; Plerocercus) Mixonybelinia lepturi
FJ572892 (ex Gempylus serpens; Plerocercus) Nybelinia africana
OP035641 (ex Octopus maya; Plerocercus) Nybeliniasp.
DQ642948 (ex Lamiopsis temmincki; Adult) Nybelinia africana
FJ572899 (ex Bathytoshia lata; Adult) Kotor elfa pronosoma
DQ642950 (ex Hypanus say; Adult)

100

OP035645 (ex Octopus maya; Plerocercus)
DQ642955 (ex Urolophus paucimaculatus; Adult) Dofffusiella geraschmidti
: DQ642964 (ex Trygonorrhina fasciata; Adult) Dollfusiella martini
DQ642958 (ex Urolophus paucimaculatus; Adult) Doltfusiella tenuispinis
. FJ572901 (ex Bathytoshia fata; Adult) Dollfusiefla sp.
L—|__D0642965 (ex Glaucostegus typus; Adult) Dollfusiella spinulifera

©
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DQB642963 (ex Potamotrygon motoro; Adult) Paroncomegas araya
DQ642966 (ex Rhina ancylostoma; Adult) Dollfusiella michiae
39 DQ642960 (ex Maculabatis gerrardi; Adult) Tetrarhynchobothrium sp.
DQ642962 (ex Maculabatis pastinacoides; Adult) Doflfusiella sp. 3
54 DQ642961 (ex Pateobatis jenkinsii, Adult) Dofffusiella ocallaghani
4] 1 DQB42959 (ex Himantura fava; Adult) Dollfusiella sp. 2

'0P035648 (ex Octopus maya; Plerocercus)

DQB42947 (ex Hypanus say; Adult) Prochristianella clarkeae

DQ642946 (ex Hypanus say; Adult) Prochristianella sp. 4

100) DQ642945 (ex Hypanus sabinus; Adult) Prochristianefla sp. 3
100 DQ642944 (ex Hypanus sabinus; Adult) Parachristianella sp.
DQ642943 (ex Pateobatis jenkinsif, Adult) Parachristianella monomegacantha

FJ572902 (ex Bathytoshia lata; Adult) Parachristianelia sp.
DQ642942 (ex Trygonorrhina fasciata; Adult) Trimacracanthus aetobatidis
DQ642940 (ex Pastinachus sephen; Adult) Halysiorhynchus macrocephalus
DQ642941 (ex Maculabatis gerrardi; Adult) Trygonicola macroporus

DQ642938 (ex Himantura uamak; Adult) Shirleyrhynchus aetobatis
go| DQB42937 (ex Pastinachus sephen; Adult) Parachristianella baverstocki
DQ642939 (ex Rhynchobatus djiddensis; Adult) Parachristianefa indonesiensis
100~ DQB42956 (ex Aetobatus narinari; Adult) Oncomegas sp.
DQ642957 (ex Aetobatus narinari; Adult) Oncomegas australiensis
AF287002 (ex Carcharinus melanopterus; Adult) Dollfusiefla sp.
100—FJ572900 (ex Pastinachus sephen; Adult) Tetrarhynchobothrium sp.
DQ642936 (ex Pastinachus sephen; Adult) Mecistobothrium johnstonei
DQ642930 (ex Hypanus sabinus; Adult) Parachristianefa sp.
100, DQB42934 (ex Megatrygon microps; Adult) Oncomegoides celatus
DQ642935 (ex Pateobatis jenkinsii; Adult) Oncomegoides celatus
DQ642933 (ex Maculabatis pastinacoides; Adult) Prochristianelia sp. 2
DQ642932 (ex Taeniura [ymma; Adult) Prochristianella macracantha
OP035642 (ex Octopus maya; Plerocercus)

19] 100

+ DQ642931 (ex Sphyrna tiburo; Adult) Prochristianella sp. 1

0.04

37 100/0P035647 (ex Octopus maya; Plerocercus) Eutetrarhynchu s"a

OP035643 (ex Octopus maya; Plerocercus)  prochristianella sp.

Figura 10 Arbol filogenético basado en el analisis de Méaxima Verosimilitud de las especies del Orden
Trypanorhyncha encontradas en O. maya construido sobre el gen ribosomal de la subunidad pequefia parcial
(18S) (verosimilitud= -7987.787948). Los valores de soporte de Bootstrap para ML se proporcionan en los

nodos; ex= hospedero; la etapa de desarrollo del cestodo entre paréntesis.



e Onchoproteocephalidea
Se amplifico una sola secuencia del gen 28S ADNr para Phoreiobothrium sp.

(360 pdb) y Acanthobothrium sp. (1060 pdb). Ambas secuencias se alinearon con
60 secuencias del taxon Onchoproteocephalidea proporcionando un conjunto de
datos alineados de 1155 pb con frecuencias de nucledtidos de A = 0.217083, C =
0.224792, G = 0.325049, T = 0.233076 y un valor de ML de In = -9067.566753
(Figura 11). Los cestodos identificados fenotipicamente como Acanthobothrium y
Phoreiobothrium se agruparon en clados no monofiléticos con sus respectivos

congéneres (Figura 11).

Acanthobothrium sp. ex O. maya form6 un grupo altamente apoyado (Bt =
83) con Onchobothrium, Uncibilocularis y Potamotrygonocestus (Figura 11).
Ademas, Acanthobothrium sp. ex O. maya anidado con especimenes de
Acanthobothrium sp. ex Diplectrum formosum (Perciformes) (Bt = 100) y Octopus
vulgaris (Octopodiformes) (Bt = 100). No se encontré variacion genética entre
Acanthobothrium sp. ex O. maya y ex D. formosum, mientras que la distancia
genética entre Acanthobothrium sp. ex O. maya y ex O. vulgaris variaron entre 2.7%
y 2.9%; mientras que oscil6 entre 4.1% Yy 12.2% para el resto de las especies (Figura
11).

Los plerocercoides Phoreiobothrium sp. ex O. maya formaron un clado con
los géneros Phyllobothrium, Platybothrium, Prosobothrium y Triloculatum (Bt = 92).
Ademas, los plerocercoides de Phoreiobothrium sp. ex O. maya anidaron con las
encontradas en Opsanus beta (Batrachoidiformes) sin variabilidad genética
intraespecifica. La distancia genética interespecifica con otras especies de

Phoreiobothrium oscilé entre 5.1% y 15.5%.



KF685903 (ex Chiloscyllium punctatum; Adult) Yorkeria hilli

90— KF685895 (ex Negaprion acutidens; Adult) Trifoculatum andersonorum

GQ470102 (ex Carcharhinus brevipinna; Adult) Trifoculatum bullardi

KF685896 (ex Sphyrna fewini; Adult) Phoreiobothrium lewinense

AF286954 (ex Sphyrma mokarran; Adult) Phoreiobothrium sp.

70| 100] GQ470059 (ex Lobotes surinamensis, Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

GQ470060 (ex Lobotes surinamensis; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

GQ470058 (ex Lutjanus synagris, Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

KF685772 (ex Negaprion acutidens; Adult) Platybothrium jondoeorum

100 KF685898 (ex Prionace glauca; Adult) Platybothrium auriculatum

KF685899 (ex Prionace glauca; Adult) Prosobothrium armigerum
100, GQ470106 (ex Hemiramphus brasiliensis; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

1 Q470107 (ex Hemlramphus brasiliensis; Plerocerceid) Phoreiobothrium sp.

100 OP035623 (ex Octopus maya; Plerocercoid)

GQ470062 (ex Opsanus beta; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

Q470063 (ex Opsanus heta; Plerocercoid)

100| GQ470095 (ex Carcharhinus brevipinna; Adult) Phoreiobothrium sp.

40

GQ470098 (ex Trichiurus lepturus; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

GQ470097 (ex Trichiurus lepturus; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

Q470086 (ex Anchoa mitchilli; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp

GQ470094 (ex Carcharhinus limbatus; Adult) Phoreiobothrium sp.

(GQA470087 (ex Anchoa mitchilli; Plerocercoid) Phoreiobothrium sp.

KF685773 (ex Potamotrygon falkneri; Adult) Potamotrygonocestus of. fitzgeraldae

12_E HQ437683 (ex Orectolobus japonicus; Adult) Acanthobothrium margieae

EF095264 (ex Urobatis maculatus; Adult) Acanthobothrium parviuncinatum

83| 199 FJ843597 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium rodmani
93 FJ843605 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium masnihae
6%';%601 (ex Himantura sp., Adult) Acanthobothrium popi
FJ843602 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium zimmeri
89| ||[32 HQ917927 (ex Rhynchobatus laevis; Adult) Acanthobothrium mattaylori
FJ843599 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium romanowi
FJ843593 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium sp.

84|~ FJ843595 (ex Himantura sp.; Adult) Acanthobothrium oceanharvestae

63 HQ917930 (ex Rhynchohatus faevis; Adult) Acanthobothrium hypermekkolpos
99 EU170363 (ex ?; Adult) Acanthobothrium brevissime
GQ470112 (ex Hypanus say, Adult) Acanthobothrium sp.
Q470113 (ex Hypanus say; Adult) Acanthobothrium sp.
KF882022 (ex Notothenia rossi, Plerocercoid) Onchobothrium antarcticum
HQ917928 (ex Rhynchobatus laevis; Adult) Acanthobothrium jeanneae
62 KF685777 (ex Pastinachus ater, Adult) Uncibifocularis okei

—— AF286953 (ex Hypanus longus, Adult) Acanthobothrium sp.
100 _hOEQ470121 ex Cynoscion nebulosus; PIerocercoud)Acan thobothrium sp.

Q470120 (ex Diplectrum formosum; Pleracercoid) Acanthobothrium sp
Q470118 (ex Diplectrum formosum; Plerocercoid) Acanthobothrium sp.
Q470117 (ex Dipfectrum formosum: Plerocercoid) Acanthobothrium sp.
Q470119 (ex Dipfectrum formosum; Plerocercoid) Acanthobothrium sp.

GQ470114 (ex Paralichthys fethostigma;, Plerocercoid) Acanthobothrium sp.
KF885751 (ex Heterodontus mexicanus; Adult) Acanthobothrium santarosaliense
MH913270 (ex Zearaja nasuta; Adult) Acanthobothrium wedli
100/ OP035622 (ex Octopus maya; Plerocercoid)

GQ470122 (ex Diplectrum formosum; Pleracercoid) Acanthobothrium sp.
GQ470123 (ex Diplectrum formosum; Plerocercoid)
MN660287 (ex Qctopus vulgaris; Plerocercoid)
MN660285 (ex Octopus vulgaris; Plerocercoid)

MN660283 (ex Octopus vulgaris; Plerocercoid)

MNB60286 (ex Octopus vulgaris; Plerocercoid)

66 MNB60284 (ex Octopus vulgaris; Plerocercoid)
MN860288 (ex Octopus vulgaris; Plerocercoid)

61

Figura 11 Arbol filogenético basado en el analisis de Méaxima Verosimilitud de las especies del Orden
Onchoproteocephalidea encontradas en O. maya construido sobre el gen ribosomico de la subunidad grande
parcial (28S) (verosimilitud= -9067.566753). Los valores de soporte de Bootstrap para ML se proporcionan en

los nodos; ex= huésped; la etapa de desarrollo del cestodo entre paréntesis.



3.3. Parametros de Infeccion
La prevalencia y abundancia de cada especie de cestodo se muestran en

la Tabla 5. Prochristianiella sp. 1 se encontré infectando la masa bucal del 100% de
los pulpos examinados, con una abundancia media general de 456 (+ 766) cestodos
por hospedero, variando desde 106 en Sisal hasta 1327 en Rio Lagartos (Tabla 5).
La segunda especie mas prevalente (63% en general) fue Eutetrarhynchus sp.,
recolectada en la glandula digestiva y saco de tinta del hospedero de todas las
localidades con una abundancia media de 3 (+ 4) cestodos por hospedero. Los
valores de prevalencia de esta especie variaron entre 33% en Dzilam y 93% en
Progreso (Tabla 5). Del resto de las especies, se obtuvieron valores de prevalencia
inferiores al 20% y abundancia media de un ejemplar por hospedero. No obstante,
los individuos de Acanthobothrium sp. alcanzaron una prevalencia entre 7% y 33%,
respectivamente. La especie menos frecuente fue Phoreiobothrium sp. colectado
del 7% de los sacos de tinta de pulpo, y solo de la localidad de Rio Lagartos (Tabla
5).



Tabla 5 Resumen de valores de parametros de infeccion de cestodos encontrados en Octopus maya en cada localidad muestreada. Abreviaturas: P%=
Prevalencia; AM= Abundancia Media; DE= Desviacion Estandar; NA=No Aplica.

Localidad de Muestreo

Especie de cestodo Sisal Progreso Dzilam Rio Lagartos

P% AM iDE P% AM iDE P% AM iDE P% AM DS

Eutetrarhynchus sp. 93 6 16 47 1 +7 33 0.6 +1 73 2 12
Kotorella pronosoma 7 0.1 +0.3 13 0.1 +0.3 0 0 NA 33 1 +1
Nybelinia sp. 1 0 0 NA 0 0 NA 7 0.1 +0.3 7 0.1 +0.3
Prochristianella sp. 1 100 107 +145 100 167 +107 100 166 +107 100 1328 £1123
Acanthobothrium sp. 27 0.3 0.4 7 0.1 +0.3 7 0.1 +0.3 33 0.3 +0.6
Phoreiobothrium sp. 0 0 NA 0 0 NA 0 0 NA 7 0.3 +0.6

Prosobothrium sp. 13 0.5 +1.3 0 0 NA 0 0 NA 13 0.5 +1.3




4.Discusion

Se encontraron siete taxones de la clase Cestoda reportados previamente
por Guillén-Hernandez et al. (2018a) en el hospedero Octopus maya. Sobre la base
de caracteres fenotipicos y datos moleculares, cuatro de los metacestodos
identificados pertenecen al orden Trypanorhyncha: Eutetrarhynchus sp., Kotorella
pronosoma, Nybelinia sp. y Prochristianella sp. 1. Los tres ultimos taxones
pertenecieron al orden Onchoproteocephalidea: Acanthobothrium  sp.,

Phoreiobothrium sp. y Prosobothrium sp.

4.1. Trypanorhyncha

o Eutetrarhynchus sp.
Actualmente, cinco especies comprenden el género Eutetrarhynchus:

Eutetrarhynchus beveridgei (Schaeffner, 2014), Eutetrarhynchus leucomelanus
(Shipley y Hornell, 1906), Eutetrarhynchus pacificus, Eutetrarhynchus platycephali
(Palm, 2004) y Eutetrarhynchus ruficollis (Eysenhardt, 1829) (Beveridge et al.,
2021). Todas estas especies se caracterizan por un escolex delgado, acraspedota
y dos botrios ovalados en disposicién opuesta. Presentan vainas en los tentaculos
enrolladas en espiral, armadura heteroacanta con ganchos huecos homeo o
heteromorfos, ausencia de hinchazén basal, asi como la presencia de un estrébilo
craspedota o acraspedota (Campbell & Beveridge, 1994; Palm, 2004). Sin embargo,
una identificacion precisa de las especies de Eutetrarhynchus es complicada debido
a las similitudes morfologicas con las especies del género Dollfusiella como un
escoOlex delgado acraspedota, dos botrios ovalados, armadura heteroacanta y
estrobilo acraspedota (Palm, 2004; Schaeffner, 2014). Segun Palm (2004), un
caracter taxonomico que permite diferenciar entre Eutetrarhynchus y Dollfusiella es
la hinchazon basal sobre los tentaculos reportado en este Ultimo género.
Desafortunadamente, en este estudio no fue posible obtener individuos con los
tentadculos completamente evaginados, lo que a su vez imposibilité la observacion

de tales caracteristicas.



En cuanto a la identificacion molecular de los parasitos, los datos mostraron
gue Eutetrarhynchus sp. encontrada en O. maya se agrup6 con Dollfusiella (Figuras
9 y 10). No obstante, la distancia genética, dada por la longitud de la rama entre el
espécimen analizado y el género Dollfusiella, es bastante grande (Figuras 9y 10).
A la fecha, la secuencia de E. pacificus es la Unica disponible en la base de datos
GenBank y no se agrupa con la del espécimen de O. maya. Sin embargo, esto
podria explicarse por el tamafio de la secuencia de E. pacificus (420 pb) que es mas
corta que la de Eutetrarhynchus de O. maya (1463 pb). Por lo tanto, el primero no
proporciona datos suficientes para realizar un analisis filogenético y de
agrupamiento adecuado. En consecuencia, nos reservamos a cambiar la
clasificacion actual dada por Guillén-Hernandez et al. (2018a) hasta que se examine

nuevo material.

e Kotorella pronosoma
El género Kotorella (Euzet y Radujkovic, 1989) fue previamente asignado al

género Otobothrium o Nybelinia en la familia Tentaculariidae. Sin embargo, en la
actualidad se considera un género monotipico con una sola especie reconocida
como Kotorella pronosoma (Stossich, 1901) (Euzet & Radujkovic, 1989). Beveridge
et al. (2017) afirman que esta especie se distribuye alrededor del mundo. Los
estadios adultos se encuentran en el estbmago y la valvula espiral de
elasmobranquios, mientras que los estadios larvarios infectan el estbmago y el

mesenterio de los peces teledsteos (Palm & Overstreet, 2000).

Los especimenes registrados en O. maya pertenecen al género Kotorella
ya que exhibieron caracteristicas morfoldgicas tipicas del género, como escolex
alargado, craspedota, presencia de velum, cuatro botrios alargados, partes post
bulbosa ausente, bulbos ovalados y tentaculos cortos. En este estudio se obtuvieron
tres secuencias (995, 1444 y 1445 pb) del 18S ADNr y dos mas (545 y 553 pb) del
28S ADNr, respectivamente. Después de comparar todas las secuencias de
Kotorella que infectan a O. maya con las disponibles en la base de datos publica,
se obtuvo el 100% de similitud con larvas y adultos de K. pronosoma del Golfo de

México que infectan a Syacium papillosum e Hypanus say (Olson et al., 2010).



Ambos peces actian como hospederos intermedios y definitivos, respectivamente,
de K. pronosoma (Palm & Overstreet, 2000; Olson et al., 2010; Vidal-Martinez et al.,
2019).

Un resultado inesperado en el presente trabajo mostré que la secuencia
obtenida presentaba un porcentaje de similitud de 94.67-95.05% en 28S y 97.25%
en 18S ADNr con especimenes de Kotorella encontrados en el Océano indico. Los
andlisis filogenéticos mostraron que K. pronosoma de O. maya se agrup6 sin
diferencias genéticas con K. pronosoma del Golfo de México. Por el contrario, no
tienen una estrecha relacion filogenética con Kotorella del Océano indico. Este
resultado filogenético tiene dos implicaciones: 1) como los representantes del
género no se agruparon en un solo clado, entonces Kotorella podria ser un género
no monofilético, resultado que también reportan en la filogenia de Olson et al.
(2010); 2) las diferencias genéticas y filogenéticas sugieren que Kotorella no es un
género y especie cosmopolita. Por lo tanto, se recomienda una revision detallada
de las caracteristicas diagndsticas del género para evitar ambigiiedades en su

identificacion.

o Nybelinia sp.

El género Nybelinia, perteneciente a la familia Tentaculariidae, se caracteriza
por tener un escoélex compacto, craspedota, cuatro botrios sésiles dispuestos en
forma opuesta y cuatro tentaculos cortos. Este género se distribuye en todo el
mundo e incluye diversas especies cosmopolitas que se encuentran incluso en
aguas profundas que superan los 200 m. En su forma adulta, se encuentra en el
sistema digestivo de una amplia variedad de especies de rayas y tiburones. En su
forma larvaria se ha registrado en peces teledsteos y frecuentemente en
cefalopodos que actian como hospedadores paraténicos (Palm, 2004; Tedesco et
al., 2020).

En cuanto a los datos moleculares, desafortunadamente, solo se obtuvieron
con éxito secuencias del ADNr 18S. Olson et al. (2010) confirmaron a través de su
analisis filogenético que Nybelinia tampoco es un género monofilético, lo cual es

consistente con lo observado en los arboles generados en este trabajo, donde las



especies de Nybelinia analizadas no se agrupan en un solo clado; segun los analisis
filogenéticos, la Nybelinia sp. ex O. maya de este estudio se relacioné con un
espécimen identificado como N. africana, sin embargo, no tiene las similitudes
morfoldgicas que reporta Palm (2004). Ambas Nybelinia (N. africana y Nybelinia sp.)
mencionadas han sido reportadas como especies cosmopolitas que se encuentran

en aguas que van desde Australia, la costa africana y Brasil (Palm, 1997).

De acuerdo con lo anterior, y con base a las caracteristicas morfolégicas, se
puede decir que los individuos encontrados en O. maya no pertenecen a N. africana.
Por esta razon, los especimenes encontrados en O. maya permaneceran
clasificados a nivel de género. Se espera que los datos moleculares aumenten
pronto para complementar los datos morfologicos disponibles hasta la fecha.

e Prochristianella sp. 1
Aunqgue el género Prochristianella esta distribuido globalmente, algunas

especies son endémicas o distribuidas localmente como Prochristianella sp. 1 que
infecta a elasmobranquios y camarones en el Golfo de México (Palm, 2004).
Actualmente, Prochristianella penaei (syn., P. hispida) y Prochristianella tenuispine
son las Unicas especies registradas en el Golfo de México (Jensen, 2009).

Segun los datos moleculares del ADNr 28S, los individuos de Prochristianella
que infectan a O. maya son un 99 % similares a Prochristianella sp. 1, aislada del
tibur6n Cabeza de martillo Sphyrna tiburo colectado en el Golfo de México (Olson
et al., 2010), y Prochristianella macracantha aislada de Taeniura lymma recolectada
en Malasia (Haseli et al., 2017). Este ultimo se descarta como especie conespecifica
ya que sus caracteristicas morfologicas difieren de los parasitos encontrados en O.
maya (por ejemplo, en términos de tamafo, hinchazon basal y forma y tamafio de
los botrios). Asimismo, P. macracantha se distingue facilmente por dos o tres
macroganchos en la base de cada tentaculo. Por el contrario, los macroganchos

estan ausentes en Prochristianella sp. 1, aislada de O. maya (Palm, 2004).

En este trabajo, desde que la distribucion geografica de Prochristianella sp.
1 esté restringida a especies de elasmobranquios y camarones en el Golfo de

México, se piensa que los parasitos encontrados en O. maya pertenecen a



Prochristianella sp. 1 especie reportada por Olson (2010). Informes anteriores han
documentado la presencia de Prochristianella sp. en las glandulas salivales y la
masa bucal de O. maya (Guillén-Hernandez, et al., 2018a, 2018b; Cruz-Quintana
et al., 2019; Roumbedakis & Guerra, 2019). Por consiguiente, y de acuerdo con la
localizacion geografica y el 6érgano diana de los individuos Prochristianella
encontrados en este estudio, se sugiere la posibilidad de que todos los cestodos

reportados anteriormente pertenezcan a la especie Prochristianella sp. 1.

4.2. Onchoproteocephalidea

e Acanthobothrium sp.
Especimenes de Acanthobothrium sp. que infectan a O. maya de la peninsula

de Yucatan fueron originalmente identificados erroneamente como Phyllobothrium
sp. en estudios de prospeccion (Aguirre-Macedo, com. pers.). La colecta de material
fresco en este estudio permitié6 una mejor observacion de las caracteristicas de los
parasitos. El nuevo material coincidié con los registros anteriores y ninguno de ellos
mostro pliegues, curvaturas y ondulaciones en la parte de los botrios, como en el
género Phyllobothrium (Khalil etal.,, 1994). Por lo tanto, se descarta que los
parasitos encontrados en O. maya pertenezcan al género Phyllobothrium, no
obstante el género anterior ha sido registrado en el pulpo Octopus vulgaris en costas
del océano Atlantico (Gestal et al., 1998). En cambio, los parasitos que infectaron a
O. maya presentaron un escoélex con ventosa apical, cuatro botrios cada uno
dividido en tres l6culos con dos septos transversales, estrobilo grande con
corpusculos calcareos y no se observaron ganchos; estas estructuras estan de
acuerdo con la morfologia del género Acanthobothrium (Khalil et al., 1994). Se
registraron plerocercoides similares en el pulpo comun (Octopus vulgaris) del mar
Tirreno (sur de ltalia, Mediterraneo central) con un 97.95 % de coincidencia de
identidad y un 98 % de cobertura de Acanthobothrium sp. de O. maya (Tedesco et
al., 2020).

Por otro lado, al comparar plerocercoides de Acantobothrium sp. ex O. maya,
con lavas de Acanthobothrium sp. del intestino espiral de Dasyatis say recolectados
en Florida, EE. UU (Jensen & Bullard, 2010), se se encontré el 94.38% de



coincidencia de identidad y el 100% de cobertura. Los datos moleculares
disponibles en bases de datos publicas (GenBank) mostraron registros del género
Acanthobothrium de la parte norte del Golfo de México (Florida, Mississippi), la
mayoria de ellos como adultos y otros en estadios plerocercoides (Holland et al.,
2009; Jensen & Bullard, 2010). Dado que los parasitos encontrados en O. maya no
presentaron variacion genética (Bt = 100) con Acanthobothrium sp. infectando a
Diplectrum formosum de Mississippi (Jensen & Bullard, 2010), se puede afirmar que
ambos especimenes corresponden a una especie similar no descrita a la fecha
(Figura 12).

e Phoreiobothrium sp.
Los individuos de este morfotipo de cestodo se identificaron previamente

como Echeneibothrium sp. (Guillén-Hernandez et al., 2018a). Debido al pobre
desarrollo morfolégico de estas larvas plerocercoides, no fue posible una
caracterizacion morfolégica més detallada. Asimismo, se encontrd0 un unico
ejemplar en todo el muestreo (n = 60 pulpos); sin embargo, este individuo tiene dos
caracteristicas importantes: cuatro botrios cuadrangulares y una ventosa oral.
Segun Hochberg (1990), existen especies de este género que han sido descritas en
aproximadamente 30 especies de cefalépodos alrededor del mundo.

Al buscar la secuencia resultante del individuo encontrado en O. maya, en el
BLAST, los resultados arrojaron un 100% de concordancia en identidad y cobertura
con Phoreibothrium sp. lo que sugiere que el individuo encontrado en O. maya
pertenece a este género. Segun Palm y Caira (2008), las larvas del orden
Onchoproteocephalidea se diferencian de sus contrapartes adultas ya que cuando
cambian de hospedero pueden desarrollar estructuras mas complejas que las
presentadas en su hospedero anterior. Esto sugiere que el individuo encontrado en
0. maya, aunque morfolégicamente muy diferente al adulto, pero con un 100% de

compatibilidad (en identidad y cobertura), corresponde a Phoreiobothrium sp.

El género Phoreibothrium es parte del orden Onchoproteocephalidea.
Actualmente existen 14 especies reportadas de Phoreibothrium (Caira & Jensen,

2017), de las cuales siete estan restringidas a tiburones réquiem (Carcharhinidae)



y cinco a tiburones martillo (Sphyrna) (Owens, 2008), todas ellas presentes en
aguas del Océano Atlantico, el Golfo de México, el Océano Pacifico, las costas de
Australia y el Océano indico (Caira etal., 2005). Este género se caracteriza
principalmente por la forma del escolex, que presenta cuatro botrios, cada uno de
ellos dividido en un Iéculo que contiene un pregancho y un loculo posterior que estan
separados por un par de ganchos que a menudo son cripticos (Caira & Jensen,
2015). Dado lo anterior, aqui se afirma que el individuo encontrado en O. maya
pertenece a una especie del género Phoreiobothrium.

Los andlisis filogenéticos mostraron que Phoreiobothrium sp. de O. maya anidaron
sin diferencias genéticas con el estado adulto de Phoreiobothrium sp. de Opsanus
beta en la parte norte del Golfo de México (Olson et al., 2010). Este resultado
filogenético puede afirmar que ambos especimenes pertenecen al mismo

organismo.

e Prosobotrium sp.
En O. maya se registraron cuatro individuos del género Prosobothrium.

Todos los ejemplares plerocercoides se encontraron poco desarrollados, lo que
dificulté encontrar estructuras que permitieran una identificacion mas precisa. Sin
embargo, ciertamente observamos las principales caracteristicas encontradas en

las larvas que son los cuatro botrios en forma de disco presentes en el escolex.

Caira y Jensen (2017) establecen que solo tres especies pertenecen al
género Prosobothrium, de la familia Prosobothriidae, que se caracteriza por su
escolex, con cuatro botrios sésiles, circulares y concavos (en forma de disco). En
su forma adulta, desarrolla densas espinas en la superficie del cuello. Los
hospederos finales suelen ser tiburones azules y tiburones nodriza (Caira & Jensen,
2017).

No se obtuvo una secuencia viable de Prosobothrium para realizar la
basqueda en el BLAST. Fue imposible complementar las observaciones
morfolégicas con datos moleculares y asi, realizar una identificacién precisa de esta
especie. Sin embargo, de acuerdo con la identificacion dada por Guillén-Hernandez

et al. (2018a), conservamos la identificacion del parasito aislado de O. maya en el



género Prosobothrium para ser consistentes hasta que no se cuente con

informacion que demuestre lo contrario.

4.3. Parametros de Infeccion
Todos los cestodos encontrados en este estudio se han reportado

previamente en el Golfo de México. Autores como Gestal (1998), Hochberg (1990),
Pascual (1996), Jensen y Bullard (2010), Guillén-Hernandez et al. (2018a) y
Tedesco et al. (2020) registran la presencia de cestodos del género
Acanthobothrium, Eutetrarhynchus, Nybelinia y Prochristianella en algunos

cefalépodos.

Los cestodos son el grupo mas dominante de helmintos que parasitan a los
cefalépodos, ya que cuentan con una gran diversidad de estadios larvales
(Hochberg, 1990; Pascual et al., 2019; Tedesco et al., 2020). Esta diversidad indica
gue los cefalépodos son importantes como huéspedes intermedios y paraténicos de
cestodos que maduran en elasmobranquios y peces teledsteos y se transfieren de
un hospedero a otro a través de la cadena alimentaria. La transmision de los
cestodos a O. maya muy probablemente ocurre a través de la ingesta de
camarones, copépodos y otros crustaceos disponibles en el area de muestreo
(Hochberg, 1990; Gestal, 1998; Jensen & Bullard, 2010).

De los siete taxones encontrados en este estudio, Prochristianella sp. 1
presentd los parametros de infeccion mas altos en todas las localidades. Como
menciona en el estudio de Guillén-Hernandez et al. (2018a), esta especie ha sido
identificada como aquella con los valores mas altos de infeccion, dominancia,
abundancia e intensidad medias. Estos hallazgos sugieren que esta especie de
cestodo aprovecha la alta disponibilidad de alimento, en particular, los camarones,
lo que a su vez propicia la infeccidén de las larvas que parasitan a este cefal6podo.
Lopez-Struck (2011) establece al camaron como el primer hospedero intermediario
de Prochristianella sp. 1, y parte de la dieta de O. maya desde temprana edad. Esto
indicé que los camarones son parte importante de la cadena alimenticia de este
pulpo durante su vida, y parte de la constante reinfeccion y por ende acumulacion

de esta especie en O. maya. Por todo lo anterior, se puede establecer que la



infeccion de este cestodo es la mas importante para O. maya en la Peninsula de

Yucatan.

En el caso de Nybelinia sp. y Phoreiobothrium sp., que presento los valores
mas bajos de prevalencia y abundancia, puede estar relacionado con el hecho de
gue O. maya podria no ser el principal huésped intermediario, estableciendo asi a
0. maya como un hospedero paraténico, de transporte o incluso una infeccién
accidental. Para ambas especies, hay informes de organismos en estado adulto en
actinopterigios, elasmobranquios y mamiferos marinos en el Golfo de México (Camp
& Felder, 2009). En la localidad de Rio Lagartos, los parametros de infeccidén para
todas las especies de cestodos analizadas sobresalieron como los mas elevados
en comparacion con las demas localidades examinadas. Esta diferencia sugiere que
las caracteristicas ambientales Unicas de cada localidad pueden estar influyendo en
la formacion de distintas comunidades de hospedadores intermedios y definitivos.
Estas diferencias, a su vez, se pueden observar a través de variaciones en la
composicion de la comunidad parasitaria, el reclutamiento de parasitos y, en ultima
instancia, en la distribucién espacial de estos organismos en la region (Esch, 1983;

Guillén-Hernandez et al., 2018a).

Segun Herrera-Silveira et al. (2013), la zona de pesca de Rio Lagartos se
encuentra en una zona donde las corrientes marinas estan muy influenciadas por el
afloramiento del Caribe; lo que contribuye a la dinamica de nutrientes y
productividad primaria. En consecuencia, Rio Lagartos cuenta con las
caracteristicas necesarias para la disposicion de diferentes y abundantes
organismos que pueden actuar como hospederos paraténicos, intermedios o

definitivos no solo de cestodos sino también de otros parasitos metazoarios.

5.Conclusiones

Este estudio mostré6 que O. maya hospeda las mismas especies de
parasitos en las cuatro localidades muestreadas con diferencias en los parametros
de infeccidn entre localidades. Asimismo, se confirma, la identidad de los estadios

larvarios de cestodos encontrados en O. maya con base a su identidad genética.
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1.Introduccion

Anteriormente, el estudio de enfermedades animales se limitaba
originalmente a una perspectiva veterinaria, centrada en la prevencion o cura de
enfermedades que impactaban la produccion animal o que tenian potencial
zoonotico (De Vico & Carella, 2008). Pero de manera gradual ha emergido un
creciente interés en la investigacion bioldégica y sanitaria enfocada en las
interacciones parasitarias con un mayor interés en el impacto de las enfermedades
de animales acuaticos a nivel local y global (Lafferty etal., 2004). Entre los
invertebrados marinos, los cefalopodos, desempefian un papel vital en los
ecosistemas marinos y en la cadena alimenticia. A pesar de su importancia,
diferentes areas de la parasitologia en cefalépodos aun permanecen escasamente
exploradas. Entre estas, destaca la presencia y efectos de helmintos parasitarios en

estos invertebrados.

Los helmintos son un grupo diverso de parasitos que incluyen digéneos,
nematodos, acantocéfalos y cestodos, los cuales pueden encontrarse en diversos
tejidos de sus hospederos, alterando su fisiologia y comportamiento (Scholz &
Kuchta, 2016). Si bien se ha documentado la presencia de helmintos en cefalopodos
(Hochberg, 1990; Guillén-Hernandez, et al., 2018a; Roumbedakis et al., 2018; Cruz-
Quintana et al., 2019; Pascual et al., 2019; Tedesco et al., 2020; Finnegan et al.,
2022; Marmolejo-Guzman et al., 2022), hasta la fecha no se tienen reportes sobre
la existencia de patologias especificas causadas por helmintos en estos moluscos,
excepto las identificadas mediante técnicas histolégicas (Guillén-Hernandez et al.,
2018b; Cruz-Quintana et al., 2019; Pascual et al., 2019). Esto plantea una
importante area de investigacion que busca comprender las interacciones

inmunitarias y evolutivas entre estos parasitos y sus hospederos cefalépodos.

Actualmente el estudio de patologias ha sido impulsado por disciplinas como
la patologia comparada que estudia enfermedades animales segun su etiologia,
patogénesis, progresion y resultado (De Vico et al., 2012). Por lo tanto, la integracion

de nuevas disciplinas cientificas como la microscopia, bioquimica y biologia



molecular, han permitido adoptar un enfoque integral para establecer la etiologia y

los efectos que ejerce un patdégeno sobre su hospedero (Bass et al., 2019).

Un aspecto esencial para estudiar las patologias de invertebrados (aun en
sus primeras etapas) es la observacion de cambios en el comportamiento y la
apariencia de estos organismos, aun cuando no siempre revelan signos de
enfermedad, siguen siendo el punto de partida para realizar el diagndstico
patolégico (Rowley et al., 2022). Ademas, es importante registrar y analizar los
parametros ambientales, como la temperatura del agua, salinidad, pH, oxigeno
disuelto, acidez, nutrientes, entre otros, especialmente cuando se sospecha que los
brotes de enfermedades pueden estar relacionados con cambios en las condiciones
ambientales. A lo anterior, se suma el uso de herramientas diagndsticas como la
histologia. Esta técnica permite visualizar los patégenos en los tejidos de los
invertebrados, lo que ayuda a comprender la naturaleza de la enfermedad y sus

efectos en los hospederos (Rowley et al., 2022).

Ademas de la histologia, la observacion directa de los tejidos y fluidos
corporales mediante la microscopia de luz se ha convertido en un recurso valioso
en la evaluacion de invertebrados enfermos (Rowley et al., 2022). En este sentido,
la determinacion del namero y tipo de células sanguineas en circulacion, a través
del conteo total y diferencial de hemocitos (CTH y CDH, respectivamente), también
resulta util para detectar posibles condiciones de enfermedad (Coates & Sdderhall,
2021).

En el caso particular de Octopus maya, la especie de pulpo con mayor
relevancia socioecondmica en la peninsula de Yucatan (Coronado et al., 2020), la
investigacion relativa a sus enfermedades es escasa. Uno de los registros
patolégicos existentes reveld graves afectaciones tisulares en la masa bucal de
pulpos infectados por el cestodo larval Prochristianella sp. 1 (Guillén-Hernandez et
al., 2018b; Cruz-Quintana et al., 2019). En este contexto, el presente capitulo tiene
como objetivo llevar a cabo una evaluacion detallada de la infeccion por

Prochristianella sp. 1 sobre indicadores de salud de su hospedero Octopus maya.



2.Materiales y Métodos

El desarrollo metodoldgico del presente capitulo se llevé a cabo en tres
ubicaciones principales: las instalaciones del Laboratorio de Patologia Acuéatica del
Cinvestav, Unidad Mérida; las instalaciones del Instituto Mexicano de Investigacion
en Pesca y Acuacultura Sustentables (IMIPAS) CRIP, Unidad Lerma, Campeche; y
la casa del pescador Abraham Jesus Puch Hau (“Bracho”). El trabajo se realizo

siguiendo el protocolo general mostrado en la Figura 12.
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Figura 12 Estrategia metodoldgica general llevada a cabo en el desarrollo del presente capitulo.

2.1. Obtencion de organismos
Las localidades de estudio se determinaron con base en los resultados

obtenidos durante un muestreo previo realizado en 2019 (Capitulo Il). Durante ese
estudio, se pudo observar que los organismos O. maya en la localidad de Campeche
presentaban una baja o nula infeccion parasitaria por la especie Prochristianella sp.
1 (X= 4 + 12), mientras que en la localidad de Rio Lagartos se encontraban
altamente parasitados (X= 1015 + 740). Con base en estos hallazgos, para este
capitulo se establecieron dos grupos de infeccion en O. maya: a) aparentemente

sanos (Campeche), y b) afectados (Rio Lagartos).



A través de la pesca comercial con jimba, durante la temporada de pesca
de 2022 se recolectaron 30 ejemplares de Octopus maya (15 pulpos por localidad)
de dos localidades portuarias de los estados de Campeche (Campeche) y Yucatan
(Rio Lagartos) (Figura 13). Los ejemplares de pulpo O. maya fueron colocados
individualmente en refugios® disefiados especialmente para este muestreo, los
refugios fueron dispuestos en un tanque de 150 L con agua marina obtenida del sitio
de colecta, y oxigenacion constante (6 mg/L) monitoreada a través de un equipo YSI
Modelo 85.
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Figura 13 Localidades de muestreo 2022 donde se recolectaron ejemplares de pulpo O. maya en Yucatan,
México.

2.2. Obtencion de hemolinfa
En la ciudad de Campeche, los pulpos se trasladaron a las instalaciones del

IMIPAS, CRIP, Unidad Lerma, Campeche. Mientras que, en Rio Lagartos, Yucatan,
los organismos se trasladaron a la casa del pescador Abraham Jesus Puch Hau
(“Bracho”).

1 Anexo 1: Construccion y uso de Refugios Individuales



En cada caso, los pulpos fueron sacados del refugio provisto y anestesiados
mediante hipotermia de acuerdo con las recomendaciones de la Unidn Europea
(Directive 2010/63/EU). De cada hospedero se registro la longitud de manto dorsal
(LMD £ 1 mm) con un ictiometro, el peso total con una balanza granataria (PT £ 1
g) Ohaus modelo EOB120. Posteriormente, se realizd una incision en el manto
dorsal para extraer hemolinfa (1 mL) de la vena aorta cefalica. La muestra se
distribuyé en submuestras para analizarlas, mediante distintos protocolos. Los
hospederos fueron sacrificados realizando una puncién cerebral en el marco del

protocolo europeo mencionado anteriormente.

2.3. Evaluacion del dafio tisular en la masa bucal (MB)
A cada hospedero se le realizé un corte longitudinal en el manto ventral para

exponer los Organos y realizar el registro fotografico individual con una camara
Nikon D7200 equipada con un lente Nikon Micro-Nikkor 55 mm /3.5 + Flash.
Posteriormente, se tomaron dos muestras del musculo mandibular superior (MMS)
de la masa bucal con instrumentos de diseccion estériles (Figura 14) para su analisis
mediante microscopia electronica de barrido (ver seccion 2.4) e histologia (ver

seccion 2.5).

Figura 14 Esquema obtencion de la muestra de masa bucal en O. maya. a) Vista oral, mostrando la posicion
anatomica de la masa bucal en octdpodos; b) Vista dorsal de O. maya, dentro del cuadro rojo se sefiala el
musculo mandibular superior (MMS), de donde fue tomada la muestra.



2.4. Microscopia Electronica de Barrido (MEB) la Masa Bucal
Las muestras de MMS previamente fijadas en glutaraldehido 2.5%

(C2HsAsSNaO2) 0.1 M, pH 7.4 a 4 ° C se deshidrataron en una serie gradual de
alcoholes (10%, 20%,30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%) por 2 horas
en cada concentracion, y posteriormente se secaron a punto critico en un Secador
Quorum K 850. A continuacion, se recubrieron con Au-Pd en un metalizador Quorum
Q150R. Finalmente se observaron en un microscopio electrénico de barrido Jeol-
7600 operado entre 2.0y 5.0 kV.

2.5. Analisis histoldgico de la Masa Bucal
La segunda muestra de MMS que se tomo se fijé en solucién Davidson por

al menos 120 h, y se deshidrat6 utilizando una serie gradual de alcoholes en un
Histoquinet Kedee T53. Posteriormente, todas las muestras se incluyeron en
parafina grado histologia y se realizaron cortes de 7 um de grosor utilizando el
Microtomo Kedee KD-3358. Estos cortes se tifieron utilizando la técnica de
Hematoxilina-Eosina (H&E), donde las estructuras del ndcleo adquieren un color
azul intenso o purpura, mientras que las estructuras citoplasméticas y substancias
intercelulares toman un color rosado (Leeson & Leeson, 1977). Asimismo, se llevd
a cabo la técnica de tincién PAS (Acido Periédico de Schiff), la cual es usada para
detectar la presencia de glicoproteinas mucinas, y en donde las estructuras que

contienen estos componentes se tifien de color magenta o rosado.

Se tomaron fotografias de las placas analizadas con una camara Leica
MC170 HD con ayuda del software Leica Application Suite v.4. Para conocer la
proporcién de pulpos O. maya que presentaron dafio histologico en el MMS de la
masa bucal en ambas localidades de muestreo, se determind la prevalencia de
alteraciones histologicas, la cual fue tomada como presencia-ausencia de
alteraciones. Para conocer las diferencias significativas entre las prevalencias de

ambos grupos, se llevo a cabo una prueba de chi-cuadrada.

Para evaluar el grado de dafio, se usé el enfoque propuesto por Guillén-

Hernandez et al. (2018b), en donde se considera el numero de cestodos



Prochristianella sp. 1, por placa analizada? (Tabla 6). Para comparar las diferencias
en la variable categoérica "grado de dafio" y su frecuencia entre los grupos de pulpos
aparentemente sanos (Campeche) y afectados (Rio Lagartos), se realizd una
prueba exacta de Fisher (Ho se rechaza si p < a (0.05) (Sokal & Rohlf, 1995).

Tabla 6 Evaluacion del grado de dafio en funcién del nimero de individuos Prochristianella sp. 1.

Evaluacion del grado de daio

Grado 0 Ningun cestodo Dafio nulo
Grado 1 <5 cestodos Dafio leve
Grado 2 >5y <50 Dafio moderado
Grado 3 >50 Dafio severo

2.6. Conteos Hemocitarios

a) Conteo Total de Hemocitos de O. maya (CTH)

Una submuestra de hemolinfa se fij6 en paraformaldehido al 4% (1:1 v/v)
para realizar el conteo total de hemocitos (CTH). Se hicieron conteos por duplicado

utilizando una cadmara de Neubauer y un microscopio Olympus BX50 a 40X.

Para determinar diferencias significativas en el CTH entre los pulpos del
grupo aparentemente sano y afectado, se analizé la distribucion de los datos con la
prueba de Shapiro-Wilk. Posteriormente, se aplicé una prueba t de Student y se
generaron graficos de tipo boxplot mediante el lenguaje de programacion R (R Core
Team, 2023).

b) Conteo Diferencial de Hemocitos de O. maya (CDH)
A partir de una submuestra de hemolinfa se realizaron frotis, por duplicado,

mediante adhesion celular. En un portaobjetos se colocaron tres gotas de hemolinfa
recién extraida. Los frotis se dejaron secar por cinco minutos (min) a temperatura

ambiente y posteriormente, se fijaron con metanol 100%, por un minuto tras lo cual,

2 La cuantificacion de parasitos por placa se llevd a cabo en un solo corte de la serie de cortes histologicos
obtenidos de la placa. Este corte especifico fue seleccionado y analizado en busca de Prochristianella sp. 1, lo
cual sirvié para proporcionar una representacion precisa del nimero de cestodos observados en la muestra
histologica.



se tifieron con la solucion Wright durante cinco min y se lavaron con agua corriente

(Pascual-Jiménez et al., 2011).

Las células se clasificaron de acuerdo con Pascual-Jiménez et al. (2011) en:
hemocitos hialinos (hialinocitos) y hemocitos granulares (granulocitos) tomando en
cuenta: 1) formay tamafio de la célula, 2) forma y tamafio del nacleo, y 3) presencia

0 ausencia de granulos citoplasmaticos.

El recuento diferencial se realizé en diez campos al azar a 40x en un
microscopio Olympus BX50 hasta contar un total de 100 hemocitos en cada frotis.
La morfologia celular se registr6 con una camara Leica Mc170 HD con ayuda del
software Leica Application Suite v.4. Los valores del recuento diferencial se
expresaron como proporcion (%) de cada tipo celular por pulpo y se analizaron
mediante la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si los datos se distribuian
normalmente. Posteriormente, se aplicé una prueba Z de proporciones, para
determinar si existian diferencias significativas entre los tipos celulares mas
abundantes en ambos grupos de infeccion (aparentemente sano y afectado). Para
observar las diferencias de manera grafica se construyeron graficos de tipo boxplot

empleando el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2023).

2.7. Calculo del factor de Condicion K
Se calcul6 el factor de condicién “K” (Bagenal & Tesch, 1978), para

determinar el estado de salud de los pulpos analizados en este estudio. Para tal
efecto se calculd la relacion entre la longitud de manto dorsal (LMD) en milimetros,
y el peso de los pulpos en gramos, conocida como LWR (por sus siglas en inglés).
La LWR, se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

PT = aLMDF*

Donde:
a= constante regresiva equivalente al Factor de Condicion (Fc)
B= Coeficiente de alometria
Los parametros del modelo fueron obtenidos minimizando la suma

cuadratica del error, a través de un ajuste no lineal con el algoritmo de Gauss-



Newton, para ello se empleo la funcidn nls del lenguaje de programacion R (R Core
Team, 2023).

El valor K basado en el LWR estimado, se calcul6 mediante la ecuacion:

K =100 % ——
LMDF#

Finalmente se realiz6 un andlisis de t de Welch para comparar dos muestras
independientes para conocer si existia una diferencia significativa en el factor de
condicion (K) (Bagenal & Tesch, 1978) entre los dos grupos de infeccion

(aparentemente sanos y afectados).

2.8. Analisis multifactorial
Para determinar el efecto de la infeccion por Prochristianella sp. 1 sobre las

variables analizadas, se emple6 el Andlisis de Factores Mdltiples (MFA), mediante
la paqueteria FactoMineR del lenguaje de programacion R (R Core Team, 2023).
Los valores de coseno cuadrado (cos?)?® del MFA indican la calidad de
representacion de cada variable. Este andlisis permitio explorar las relaciones
existentes entre las variables dependientes, que comprenden el grado de dafio
histolégico (nulo, leve, moderado y severo), el conteo total de hemocitos (CTH)
(hemocitos/ml) y el factor de condicién K; y las variables independientes, que
comprenden tanto la cantidad total de individuos de Prochristianella sp. 1 como los
grupos de infeccién representados por las localidades de muestreo Campeche
(aparentemente sanos) y Rio Lagartos (afectados). El andlisis fue elegido

guiandose segun lo publicado por Kassambara (2017).

3.Resultados

La infeccion por el cestodo Prochristianella sp. 1 es una condicion que
afecta exclusivamente al pulpo O. maya que se distribuye frente a las costas del
estado de Yucatan, y denominado en el contexto de este estudio como grupo

afectado (Rio Lagartos). El signo caracteristico de esta infeccidn es la presencia de

3 Cuanto mas cercano sea el valor de cos? a 1, mejor esta representada una variable.



una estructura capsular sobre el MMS de la masa bucal, el lumen de dicha

estructura alberga cestodos larvales de la especie Prochristianella sp. 1 y mucus.

Por otro lado, los ejemplares de O. maya pertenecientes al grupo
aparentemente sano (Campeche) no presentaron signos evidentes de formacion de
la estructura capsular en la masa bucal. La prevalencia de la infeccion de este
cestodo en este grupo fue de 0.06%. Esto significa que Unicamente cinco de los 75
pulpos examinados mostraron la presencia del cestodo, con intensidades entre uno
y 59 cestodos por pulpo infectado. Con base en estos resultados, se identificé que
los pulpos de la localidad de Campeche podrian ser utilizados como grupo control y
fue denominado como "grupo aparentemente sano" debido a su baja o nula

infeccién por Prochristianella sp. 1.

Durante los tres afios de muestreos anuales de este proyecto, se revisaron
un total de 122 ejemplares de O. maya provenientes de diferentes localidades de la
Peninsula de Yucatan. La prevalencia de infeccién por este parasito en las
localidades del estado de Yucatan fue del 100%; es decir, todos los pulpos
revisados se encontraron infectados por esta especie de cestodo y a su vez
presentaron la capsula que alberga los cestodos larvales sobre el MMS con
intensidades de infeccion entre 494 y 5679 cestodos por pulpo infectado. Durante
las revisiones parasitoldgicas que comprenden los muestreos de 2019 y 2021, se
contaron un total de 72,188 individuos de Prochristianella sp. 1 en 30 hospederos
provenientes de la localidad de Rio Lagartos. La abundancia media de esta
infeccion fue de 2489 + 1263 individuos parasitos por hospedero O. maya revisado.
Debido a la elevada prevalencia e intensidad de infecciébn por el cestodo
mencionado, los ejemplares de O. maya provenientes de la localidad de Rio

Lagartos se consideraron como el "grupo afectado”.

3.1. Observaciones externas
Para identificar a la especie de hospedero se consideraron los criterios

morfométricos y caracteristicas definidas por Voss y Solis (1966) y Jereb et al.
(2016). De los ejemplares de O. maya muestreados para este estudio, ninguno

pudo ser observado en su medio natural. No obstante, los ejemplares (n = 30)



provenientes del muestreo llevado a cabo en 2021 en Rio Lagartos (Capitulo V)
fueron mantenido en cautiverio durante 48 h para cumplir con un periodo de
aclimatacion en el que se mantuvo una temperatura de 27 °C, el oxigeno disuelto
en 6 mg/L y la salinidad en 33 PSU“ Durante este periodo no se observaron

cambios de comportamiento evidentes.

Justo después de su captura, se pudo observar que los pulpos muestreados
en ambas localidades exhibian su caracteristica coloracion marrén-rojiza (Figura 15
a). La piel presentaba una textura rugosa y la formacion de papilas, las cuales son
tipicas de esta especie, no se observo ninguan signo de lesién (Figura 15 a-c). Al
momento de realizar la observacion anatdémica externa post mortem, no se
identificaron anomalias o lesiones en la piel ni presencia de ectoparasitos® (Figura
16 d).

3.2. Observaciones internas
a) Tejidos

Durante la etapa de diseccién de los ejemplares se realizo la observacion
de todos los érganos de cada individuo. Aquellos individuos pertenecientes al grupo
aparentemente sano (Campeche) no presentaron coloracion anémala en ninguna
de las estructuras examinadas (Figura 15). Asimismo, todos los Organos se
observaron conservando su arquitectura y tamafio caracteristico, sin ningan signo
de alteracion morfoldgica. Estas observaciones sugieren una apariencia general de

normalidad en los érganos analizados en el contexto de este estudio.

En contraste, en todos los individuos pertenecientes al grupo afectado (Rio
Lagartos) se observd un Unico hallazgo relevante; una estructura capsular atipica
sobre el parénquima del MMS de la masa bucal (Figura 15d, 16 d, 17 y 18 c¢). Las

caracteristicas distintivas de tal estructura se observan en la Tabla 7.

4 Durante la etapa de muestreo de este proyecto, no fueron registrados los parametros ambientales del medio
natural en el que se colectaron los ejemplares de O. maya.

5 Algunos ejemplares exhibieron la falta de uno o mas brazos, seguida de su regeneracién. Debido a que esta
condicion se presenté en el entorno natural, resulta dificil establecer su causa y no es posible relacionarla con
la presencia del cestodo Prochristianella sp. 1.
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Figura 15 Observaciones externas de algunos ejemplares de O. maya. a-c) Se muestra la coloracion rojiza
caracteristica en la piel y ventosas, son se observan signos de lesiones. d) Vista ventral de la diseccion de un
ejemplar, no se aprecian lesiones, la flecha sefiala la presencia de una estructura capsular anormal en la anatomia
de la masa bucal estandar de los cefalépodos.

Tabla 7 Caracteristicas descriptivas de la estructura capsular observada en la masa bucal del
pulpo Octopus maya del grupo afectado (Rio Lagartos).

Descripcién general

Visualmente, se presenta una capsula con bordes bien delimitados, textura que sugiere una
superficie lisa y uniforme. Generalmente se encuentra lo suficientemente desarrollada como
para ser visible a simple vista.

Caracteristica  Descripcion

Tono que va entre crema y rosaceo que contrasta con el color tipico del tejido
circundante de la masa bucal. El color dependera de la carga parasitaria. Entre

Color L o
maés individuos de Prochristianella sp. 1 se encuentren dentro, el color se
volverd més roséaceo.
Tamafio El tamafio varia proporcionalmente al de la masa bucal, que, a su vez, esta

influenciada por las caracteristicas morfométricas de cada pulpo.

Seccion colindante al eséfago con ligera concavidad, que se fue ampliando
hasta la seccion media, alcanzando su maxima amplitud en esta zona; en
Forma direccion a la parte delantera, se observé una suave expansion, culminando
en una punta redondeada. La forma de esta estructura permanecié constante
en todos los ejemplares analizados.

Cestodos de la especie Prochristianella sp. 1 en su estadio plerocercoide,
contenidos dentro de esta cdpsula. Los cestodos se encuentran rodeados por
mucosidad en la cual se mantienen en constante movimiento para cumplir su
funcién de alimentacion.

Parece haber relacion patoldgica entre la estructura y la infestacion y carga
parasitaria.

Lumen
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Figura 16 Organos intemos disectados de ejemplares de O. maya. Todos los drganos conservan su
arquitectura, tamafio, coloracion y textura caracteristica. a) Ejemplar perteneciente a al grupo
aparentemente sano (Campeche). b) Ejemplar perteneciente al grupo afectado (RL), la flecha sefiala la
presencia de una estructura capsular anormal en la anatomia de la masa bucal estandar de los
cefaldpodos. ¢) Vista ventral de la diseccion de un ejemplar proveniente del grupo aparentemente sano, la
flecha sefiala la MB sin la presencia de capsula. d) Vista ventral de un ejemplar proveniente del grupo
afectado, la flecha sefiala la presencia de la capsula sobre el MMS. Abreviaturas: MB= masa bucal;
MMS= musculo mandibular superior; RL= Rio Lagartos.



MMS

Capsula

Es

Pl

Figura 17 Esquema vista lateral de la masa bucal de O. maya. Se observa en la parte superior la estructura
capsular desarrollada por la infeccién por Prochristianella sp. 1 en O. maya colectado en Rio Lagartos.
Abreviaturas: Es= es6fago; GSA= glandulas salivales anteriores; MMS= musculo mandibular superior; Pl=
pico inferior; PS= pico superior.

Es relevante mencionar que esta condicion se manifesté de manera
uniforme en el 100% de los ejemplares examinados del grupo afectado (Rio
Lagartos), y en general en todos los pulpos examinados en este estudio
provenientes de las costas del estado de Yucatan. Tal estructura que en adelante
se nombrara como “capsula” sugiere una caracteristica distintiva y consistente en
pulpos afectados por Prochristianella sp.1. La apariencia del resto de los érganos
analizados fue similar a la presentada por los pulpos aparentemente sanos
(Campeche), por lo que, en este contexto se puede determinar coOmo 6érganos

aparentemente saludables.

La porcion del tejido de la capsula de los ejemplares del grupo afectado (Rio
Lagartos) al ser procesada, empleando la técnica de MEB mostrd el lumen que

comprende cestodos inmersos en la mucosidad que los rodea (Figura 19).
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Figura 18 Estructura capsular desarrollada por la infeccién por Prochristianella sp. 1 en O. maya perteneciente al
grupo afectado (Rio Lagartos). a) Vista ventral de un ejemplar de O. maya disectado, la flecha sefiala la presencia
de la capsula; b) Masa bucal y glandulas salivales anteriores. ¢) Masa bucal disectada, se observan las
caracteristicas de la capsula; d) Diseccion de la capsula y liberacién del lumen, el cual comprende mucus e
individuos cestodos. e) Prochristianella sp. 1 como parte del lumen. f) Masa bucal de diferentes hospederos con la
presencia del desarrollo capsular. Abreviaturas: cap= capsula; es= eséfago; GSA= glandulas salivales
anteriores; MB= masa bucal.
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Figura 19 Micrografia electrénica de barrido de Prochristianella sp. 1 en el lumen de la capsula. a) Lumen de
la capsula, que comprende mucus y numerosos individuos de Prochristianella sp. 1, en naranja se aprecian
los diferentes individuos de esta especie de cestodo. b) Prochristianella sp. 1 sujetandose del mucus que le

sirve de alimento, en naranja se aprecia el cuerpo del cestodo, en azul sus tentaculos.



3.3. Aproximaciones histologicas
En el grupo de pulpos aparentemente sanos (Campeche) no se registro la

presencia de Prochristianella sp. 1 y tampoco se registré evidencia de la formacion
de la capsula en el tejido del MMS de la masa bucal. Por lo tanto, no fue posible
asociar ningun grado de dafio con este grupo de individuos (Figura 20). Por otro
lado, en el grupo de pulpos afectados (Rio Lagartos) se lograron observar, y
cuantificar ejemplares de Prochristianella sp. 1 en la parte del lumen de la capsula
gue se encuentra sobre el MMS de la masa bucal (Figura 19), lo cual brinda
suficiente evidencia para clasificar los pulpos de esta ultima localidad como el grupo
afectado. De acuerdo con los criterios que categorizaban el grado de dafio en
funcion del nimero de cestodos por placa, se constaté que, de los 15 ejemplares
de O. maya provenientes del grupo afectado (Rio Lagartos), cinco presentaban
dafio severo en el tejido del MMS de la masa bucal, nueve mostraban dafio

moderado y solo uno se categorizé como dafio leve (Tabla 8).

El analisis de Fisher no reveld diferencias significativas (p = 1) en el grado
de dafio entre los grupos de infeccion. No obstante, es crucial destacar que el grupo
aparentemente sano carecio de casos de dafio, limitando la interpretacion debido al
tamafio de la muestra y la falta de variabilidad en este grupo.

Se examinaron en total 60 placas histol6gicas de ambos grupos de infeccién
(sano y afectado®). La mitad de las placas fueron tefiidas con hematoxilina eosina

(H&E) y las restantes con tincion PAS.

6 30 placas pertenecieron al grupo aparentemente sano (Campeche) y 30 al grupo afectado (Rio Lagartos).
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Figura 20 Secciones histolégicas del musculo mandibular superior de la masa bucal de O. maya del grupo
aparentemente sano (Campeche). a - b) Vista panoramica de diferentes secciones del musculo mandibular
superior donde se aprecia la integridad y conservacion de la arquitectura del tejido. c) Vista panoramica de

una seccion de musculo mandibular superior mostrando la integridad de las fibras musculares. La flecha
sefiala un conducto salival. El asterisco sefiala el mucus caracteristico secretado en este tipo de tejidos. d)
Vista panoramica mostrando porciones de células mucosas que se tifien de rosa con tincién PAS. Los
asteriscos sefialan la porcion de mucus. Tincién: H&E= a), b) y ¢); PAS = d) =. Barra de escala: a), b), ¢) y
d) 500 pm.

De un total de 60 preparaciones histoldgicas (30 pertenecientes al grupo
aparentemente sano y 30 al grupo afectado) se identificaron un total de ocho
alteraciones histolégicas en el MMS de la masa bucal (Tabla 8). Entre éstas, la
presencia de cestodos de la especie Prochristianella sp. 1 se destac6 como la
alteracion mas notoria en el grupo de pulpos afectados ya que se constaté una
prevalencia del 100% en marcado contraste con la total ausencia del parasito en el

grupo aparentemente sano, donde su prevalencia fue del 0%.

En el grupo afectado, se observaron alteraciones con prevalencias del

100%, tales como infiltracibn hemocitaria multifocal, necrosis multifocal e

incremento en la produccion de mucosidad (Figura 21 b, d h). Alteraciones como
65



infiltracion hemocitaria, necrosis y fibrosis fueron atribuibles a la presencia de
cestodos, ya que se observaron siempre en las proximidades del tejido infectado
por estos parasitos. Asimismo, se observé la manifestaciéon de degradacion del
tejido epitelial junto con procesos de apoptosis focal y pleomorfismo nuclear, en este

mismo grupo de infeccion (Figura 21 e, f, g).

Por su parte, en el grupo aparentemente sano, se registrd infiltracion
hemocitaria, necrosis y presencia de mucosidad con prevalencias del 40%, 20% y

40%, respectivamente, destacando su naturaleza focal.

Tabla 8 Alteraciones histolégicas identificadas en masa bucal del pulpo O. maya de ambos grupos de
infeccién. Abreviaciones: AS=Aparentemente sano, RL=Rio Lagartos.

Grupo de Hospedero

Prevalencia
Tipo de alteracion AS Afoctad Grado de Dafo AS Afectado
ectado (Campeche) (RL)
(Campeche) (RL)
Apoptosis focal 0% 20%
Degradacion o o Leve
epitelial 0% 13% (<5 cestodos) 0 1
Fibrosis 0% 93%
Inﬂltra_clon 40% 100%
hemocitaria
Incremento de Moderado
Mucus 40% 100% (<5 cestodos) 0 9
Necrosis 20% 100%
Pleomorfismo 0% 270
nuclear
Prochristianella s S A 0 5
P- 0% 100%

1
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Figura 21 Secciones histologicas del musculo mandibular superior de la masa bucal y parte de la capsula
caracteristica de O. maya infectados con Prochristianella sp.1 en el grupo afectado. a) Infeccion severa por
cestodos Prochristianella sp. 1 (asteriscos). b) Infiltracién hemocitaria severa alrededor de un individuo cestodo
(flechas). c) Proliferacién de tejido fibroso remplazando el tejido muscular. d) Necrosis multifocal
comprometiendo la arquitectura del musculo, (flechas). e) Degradacion y desprendimiento de tejido epitelial f)
Células apoptéticas en el tejido fibroso que remplaza el tejido muscular (flechas). g) Pleomorfismo nuclear grado
3, se observa una marcada variacion en el tamafio, forma y nimero de los nucleos, (flecha) h) Coloracién rosada
por la presencia de polisacaridos presentes en el mucus (flecha). Tincion: H&E =a), b), ¢), d), e), f) y g); PAS=
h). Barra de Escala: a) y h) 500 pm; c), d) y f) 200 um; €) 100 um; b) y g) 50 pum.
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La prueba diagnéstica de tincion PAS demostrd resultados positivos en
ambos grupos de pulpos analizados, evidenciando la presencia de mucus cuando
se encontraba la presencia de un tono rosado intenso (Figura 20 d y 21 h). Esta
prueba brindd un diagnéstico certero para identificar glicoproteinas mucinas en el
mucus del lumen de la capsula, en donde comparten habitat con los individuos de
Prochristianella sp. 1. Asimismo, evidencio el contraste de la cantidad de mucus en
ambos grupos. En especifico, se observé un marcado aumento de esta sustancia
en el grupo afectado, en contraposicion al grupo aparentemente sano, donde se
manifestaron zonas focales con mucus, y por lo general, estas areas se ubicaron en

la periferia del epitelio.

Los resultados de la prueba de Chi-cuadrada (%°=83.8, gl=7) indican que las
prevalencias de las diferentes alteraciones histologicas (Tabla 8) entre los grupos

aparentemente sano y afectado difieren significativamente (p<0.05) (Figura 22).
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Figura 22 Gréfico de prevalencias de alteraciones histoldgicas observadas en O. maya de los grupos de
infeccién aparentemente sanos (Campeche), y afectados (Rio Lagartos). El grafico muestra la distribucién de los
diferentes tipos de alteraciones y su porcentaje de prevalencias en ambas localidades muestreadas.
Abreviaciones: D. E.= degradacion epitelial; I.H.= infiltracion hemocitaria; P.N.= pleomorfismo nuclear.



En ambos grupos, se pudieron identificar células goblet también llamadas
células caliciformes y conductos salivales; sin embargo, en el grupo afectado, fue
notorio el incremento en nimero y tamafio de estos ultimos dentro del musculo,

estos conductos son los responsables de secretar las células goblet (Figura 23).
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Figura 23 Secciones histologicas del musculo mandibular superior de la masa bucal y parte de la capsula
caracteristica de O. maya del grupo afectado. a) Seccion de un conducto glandular que se observa dentro de una
pared muscular (flecha). b) Células goblet encargadas de secretar mucus (asteriscos), células cisterna
caracteristicas de este tejido (flechas). Tincion: H&E= a); PAS=b). Barra de Escala: a) 100 um; b) 50 um.



3.4. Conteos Hemocitarios
Mediante un andlisis visual al momento de la extraccion, se observo que la

hemolinfa de todos los pulpos procesados presenté una apariencia translicida y
acuosa, con una consistencia similar a la de un liquido plasmatico. Su color presento
un azul palido al momento de la extraccion y se fue tornando mas oscura conforme
se fue oxidando. Todas las observaciones corresponden a la apariencia habitual

(normal) de la hemolinfa en estos moluscos.

a) Conteo Total de Hemocitos (CTH)

El conteo total de hemocitos oscilé entre 5.6 x 10° - 1.1 x 10® hemocitos/ml
para el grupo de pulpos aparentemente sanos. En promedio, en este grupo se
registraron 8.9 x 10°> hemocitos/ml, con un coeficiente de variaciéon de 22.53%. Por
otra parte, en el grupo de pulpos afectados, el CTH oscil6 entre 5.2 x 10° - 8 x 10°
hemocitos/ml. En promedio, se registraron 6.3 x 108 hemocitos/ml con un coeficiente

de variacion de 13.19%.

En la figura 24 se observa que el valor medio del CTH de los pulpos del grupo
aparentemente sano fue significativamente mas bajo (p<0.05) el grupo afectado.
Las barras de error en la figura representan la variabilidad de las mediciones dentro

de cada grupo, brindando una indicacion visual de la dispersion de los datos.

b) Conteo Diferencial de Hemocitos (CDH)

En total se analizaron 30 frotis sanguineos, 15 de ellos pertenecientes al
grupo de pulpos aparentemente sanos, y los 15 restantes al grupo de pulpos
afectados. Los hemocitos mostraron una forma redondeada, y algunos de ellos se
pudieron observar con sus pseudépodos desplegados. En ambos grupos de
infeccion se identificaron dos tipos principales de hemocitos: granulocitos vy
hialinocitos (Tabla 9) (Figura 25).
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Figura 24 Conteo Total de Hemocitos (CTH) de O. maya en ambos grupos analizados.

Tabla 9 Tipos y caracteristicas de los hemocitos de O. maya. Abreviaciones: N= n(cleo, C=

citoplasma, G= granulocitos, AS=Aparentemente sano, Af= Afectado.

Tipo de
Hemocito

Caracteristicas de la Caracteristicas Grupo de
Tincion Infeccion

N C G Morfolégicas AS Af

Granulocitos

Hialinocitos

Presencia de entre 4y 12
granulos dentro del citoplasma.
El nlcleo vario en sus formas y
Violeta Violeta  Fucsia es pequerfio con respecto al
oscuro cuerpo celular.
Algunos de ellos se observaron
con los pseuddpodos
desplegados.
No se observaron granulos
presentes.
El ndcleo varid en sus formas 49% 32%
y es mas grande y ocupa casi
todo el cuerpo celular.

51% 68%

Violeta Sin

Fucsia .
tenue granulos
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Figura 25 Tipos de hemocitos observados en los ejemplares de O. maya revisados en el presente proyecto.
Tincion de Wright. a) Granulocito, se observan granulos dentro del citoplasma. b) Hialinocito, se observa la
ausencia de granulos dentro del citoplasma. ¢) Proporcion de hemocitos granulares y hialinos en un pulpo del
grupo aparentemente sano. d) Proporcién de hemocitos granulares y hialinos en un pulpo del grupo afectado.
Abreviaciones: cit= citoplasma; h= Hialinocito, g= granulocito; gra=granulo nu=nucleo. Barra de escala: a) y
b) 10 pm; c) y d) 100 um.

En relacion con la variacion de tipos celulares, se encontré que el porcentaje
promedio de granulocitos fue significativamente mayor en el grupo de pulpos
afectado (68 %) en comparacién con el grupo aparentemente sano (51 %) (Figura
26). Por otro lado, se observo que la proporcién promedio de hialinocitos fue
significativamente menor en el grupo aparentemente sano (32 %), en contraste con
el grupo afectado, que promediaron una proporcion del 49 % (Figura 26). Estas
diferencias resultaron estadisticamente significativas (p<0.05). La prueba Z para
proporciones respalda estos hallazgos, mostrando que la proporcion de células
granulares es mas alta en los pulpos afectados (0.684) en comparacion con los

aparentemente sanos (0.508), mientras que las células hialinas se encontraron en



mayor proporcion en el grupo aparentemente sano (0.491) en comparacion el grupo
afectado (0.316) (Figura 26).
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Figura 26 Porcentajes de los tipos de hemocitos presentes en O. maya de ambos grupos analizados.

3.5. Factor de Condicion K

Se analizaron los datos morfométricos de O. maya muestreados en 2019 y
2021 (n=30) para ambos grupos de infeccidén. Para el grupo aparentemente sano
(Campeche) la talla y peso de los pulpos vari6é de 75 a 145 mm de LMD y 281.87 a
1271.8 g de peso total. Para el grupo afectado (Rio Lagartos) los valores fueron de
94 a 147 mm de LMD y 397.2 a 1238.3 g de peso total (Tabla 10). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en el factor de condiciéon K de
los pulpos del grupo aparentemente sano y afectado (Figura 27). El valor de la
prueba fue de -2.65, lo que sugiere que la media del grupo aparentemente sano es
mas baja que la del grupo afectado. Estos resultados muestran que los pulpos del
grupo afectado tienden a presentar un Factor de Condicion K significativamente mas
alto en comparacion con los pulpos del grupo aparentemente sano (Tabla 10)
(Figura 27).



Tabla 10 Resumen de las caracteristicas morfométricas de O. maya de los grupos de infeccién
aparentemente sanos (Campeche) y afectados (Rio Lagartos). Abreviaciones: a=Constante regresiva
equivalente al Factor de Condicion; = Coeficiente de alometria; AM= Abundancia Media; DE= Desviacion
estandar; LMD= Longitud del manto dorsal.

LMD AM
Grupo de Peso (g) £ "y
> " (mm) £ (9) a B K Prochristianella sp.
Infeccion DE
DE 1
Aparentemente
sanos 105.2 589.1
(Campeche) (£14.97)  (+219.57) 0.04076 2 (+8)
(n=30) 001 3
Afectados
. 117.2 643.3
(Rio L_agartos) (+15.95) (£22.59) 0.05051 2355 (£1201)
(n=30)
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Figura 27 Distribucién de los valores del Factor de Condicion K del pulpo O. maya de los grupos
aparentemente sano y afectado.

3.6. Analisis multivariado
La relacién entre la infeccidn parasitaria de Prochristianella sp. 1 y el grado

de dafo (GD) categorizado en cuatro niveles (nulo, leve, moderado y severo), los
valores de hemocitos/mL (CTH), y el factor de condicion K de 15 ejemplares de O.

maya, de cada grupo de infeccidn se sometieron a un analisis de factores multiples



(MFA). Los resultados demostraron que la variable que mas contribuye es el grado
de dafio con un 24.51%, seguida del CTH con un 24.09% vy finalmente el factor de

condiciéon K con un 7.48%.

Respecto al comportamiento individual de los organismos de O. maya
analizados, la Figura 28 ilustra la agrupacion de estos individuos segun los grupos
de infeccién (mostrados como localidades), y también muestra una agrupacion

basada en las categorias asignadas en la variable de grado de dafio.

En resumen, los resultados indican que la infeccion por el cestodo
Prochristianella sp. 1 tiene un impacto negativo en las variables del conteo total de
hemocitos (CTH) y el grado de dafio histolégico observado en los pulpos, mientras

gue la variable que menos impacta es el factor de condiciéon K.
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Figura 28 Grafico Biplot en el cual se observan las relaciones entre las variables y los individuos de O. maya
analizados. Las flechas representan las variables analizadas, indicando su direccion y magnitud en relacion
con las dimensiones obtenidas por el MFA. Cada uno de los puntos representa un pulpo individual, se puede
visualizar como se distribuye cada uno de estos individuos en funcion del grado de dafio (GD) histologico y de
la localidad donde fueron colectados.



4.Discusion

Este estudio ofrece nuevos datos en la relacion entre el pulpo O. mayay la
infeccion parasitaria por Prochristianella sp. 1. Se destaca una alta carga parasitaria
y una capsula inusual sobre el MMS de la masa bucal en los pulpos del grupo
afectado (Rio Lagartos). En el tejido, se identificaron ocho alteraciones asociadas a
la infeccion de las cuales, fibrosis, infiltracion hemocitaria, necrosis y la presencia
de cestodos habian sido descritas por Guillén-Herndndez et al. (2018a) y Cruz-
Quintana et al. (2019). Se observo un aumento de células hemocitarias en aquellos
ejemplares infectados por esta especie de cestodo, junto con una mayor proporcion
de granulocitos en dichos individuos. Estos resultados subrayan la complejidad de
la interaccién parasito-hospedero, atendiendo la necesidad del conocimiento de la
morfologia y anatomia del hospedero, como sefiala Guerra (2019). y empleando

enfoque multidisciplinarios como los propuestos por Rowley et al. (2022).

4.1. Observaciones externas
Los ejemplares de O. maya colectados en 2021, que fueron sometidos a un

periodo de aclimatacion, no presentaron cambios de comportamiento evidentes con
respecto a su conducta habitual. En este estudio, posterior a su captura, todos los
pulpos exhibieron coloracion rojiza y con papilas caracteristicas de la especie (Voss
& Solis, 1966). No se observaron lesiones, anomalias o0 presencia de ectoparasitos.
De acuerdo con Guerra (2019), los cefalopodos poseen una serie de células que se
encuentran en la dermis y que son responsables de su coloracién y camuflaje. Se
conoce que tanto Sepidlidos como Octopodos poseen organos llamados papilas
cutaneas, que son responsables del cambio en la textura de la piel (Guerra, 2019).
Por lo tanto, se puede inferir que los pulpos examinados en este estudio exhibian
caracteristicas externas que se apegan a las caracteristicas normales de los

cefal6podos reportadas por Guerra (2019).

4.2. Observaciones internas
a) Tejidos
Todos los odrganos de los ejemplares pertenecientes al grupo

aparentemente sano mostraron un aspecto normal, sin coloraciones anémalas, y



conservaban su arquitectura y tamafo caracteristicos sin ningun signo de
alteraciones morfolégicas. El estudio de los procesos patolégicos segun Guerra
(2019), implica la necesidad de conocer la morfologia y anatomia tipica de las
estructuras y érganos tanto internos como externos de los seres vivos. Por lo tanto,
es importante destacar que, sin una poblacion que sirva como punto de referencia,
es imposible detectar desviaciones en la salud de un organismo.

A pesar de que los pulpos del grupo aparentemente sano no estaban libres
de infeccion por otros parasitos helmintos, la prevalencia y la abundancia parece
ser significativamente diferentes en relacién con los parametros registrados para
Prochristianella sp. 1 (Guillén-Hernandez et al., 2018a). Por lo tanto, la baja
infeccion por Prochristianella sp. 1 en el grupo denominado aparentemente sano,
proporcion6 la oportunidad de emplear a esta poblacion como grupo control para

realizar comparaciones con el grupo afectado.

Por otra parte, todos los individuos de O. maya del grupo afectado,
presentaron una cépsula atipica sobre el parénquima del MMS de la masa bucal.
Este hallazgo, que se describe por primera vez en un organismo cefal6podo,
contrasta con la condicion observada en el grupo de pulpos aparentemente sano,

los cuales no presentan dicha estructura.

De acuerdo con Bayne (1983), existen similitudes en otros moluscos como
el bivalvo Anodonta anatina, cuando es parasitado por el acaro Unicola intermedia
en donde también se genera un tipo de encapsulamiento. La presencia de este
acaro induce cambios en el tejido, incluyendo proliferacién epitelial, edema e
infiltracion de hemocitos. A medida que la abundancia del &caro aumenta, se forma
tejido fibroso alrededor de sus apéndices, derivando en la encapsulacion del

parasito.

En el contexto de la patologia de los moluscos bivalvos, Carella et al.,
(2015) sefalan que la presencia de patégenos, como helmintos o incluso particulas
de arena en la superficie interna del manto, estimula al molusco a secretar nacar,
que se deposita alrededor de los agentes externos, dando lugar a la formacion de

perlas. Esto coincide con los registros de Huehner y Etges, (1981) quienes



describen como el trematodo Aspidogaster conchicola es encapsulado por la almeja
de agua dulce Gonidea angulata, con la presencia de fibras de reticulo en la capa

externa del tejido digestivo.

De acuerdo con Carella et al. (2015), la encapsulacion ocurre por parte de
los hemocitos en moluscos bivalvos cuando las particulas son demasiado grandes
para permitir la fagocitosis, como lo son algunos protozoarios del género Perkinsus.
Asimismo, Tasumi y Vasta (2007) indican que la encapsulacion en Crassostrea
viginica ocurre después de que los hemocitos reclutados al sitio de infeccion
producen polipéptidos, los cuales forman una capsula alrededor de trofozoitos de

Perkinsus marinus, lo que restringe la migracion del parasito.

A pesar de que no se ha documentado previamente una estructura capsular
similar en cefalépodos es posible considerar que la formacion de la capsula en O.
maya (Figura 16 d, 17 d y 19 b y f) responde como un mecanismo inmunitario
mediado por el hospedero frente al elevado nimero de individuos de Prochristianella
sp. 1 (Figura 19 d), cuyo tamafo considerable (~3000 pm c/individuo cestodo)
podria llevar a que O. maya encapsule a estos helmintos. Esta accion podria ser un

método para contener y prevenir la migracion de los parasitos.

Mediante la observacién microscépicay la técnica de MEB, se identifico que
los individuos de Prochristianella sp. 1 se encontraban inmersos en cantidades
inusuales de mucus dentro de la capsula (Figura 20 y 22 a). En cefalépodos, las
glandulas salivales anteriores (GSA) son las encargadas de liberar el mucus el cual
contiene glicoproteinas neutras y acido sialico, dipeptidasa e hialuronidasa, que
muy probablemente sean liberadas para facilitar la predigestion externa llevada a
cabo en la masa bucal (Ponte & Modica, 2017). Dado a que la produccién normal
de mucus esta destinada a la predigestion, la evidencia de una cantidad anormal de
esta sustancia dentro de la capsula y rodeando a los cestodos, sugiere que esta

sobreproduccion puede estar siendo intensificada por la presencia del parasito.

De acuerdo con Kurtz (2005), la exposicién previa a patdogenos puede
proporcionar a individuos o a sus descendientes un inmunidad mejorada, ofreciendo

evidencia de que la especificidad y la memoria inmunitaria podrian existir también



en invertebrados. En ese sentido la presencia de una sobreproduccion de mucus
podria ser una estrategia adaptativa de O. maya para encapsular y contener a los
cestodos, limitando su movimiento o actividad parasitaria, lo que representaria una

respuesta inmunitaria ante la presencia de estos parasitos.

Por otra parte, como lo sefiala Halton (1997), algunos helmintos, como los
cestodos, tienen la capacidad de obtener nutrientes directamente de su hospedero
al absorberlos a través de su superficie corporal, conocida como tegumento. En este
contexto, la presencia de estos cestodos embebidos en mucus sugiere que esta
sustancia podria estar sirviendoles como fuente de nutrientes que les proporcionan

alimento.

Aungue a la fecha existen varios reportes de las altas prevalencias y
abundancias producidas por Prochristianella sp. 1 en O. maya (Guillén-Hernandez,
2018a, 2018b; Cruz-Quintana etal.,, 2019; Roumbedakis & Guerra, 2019;
Marmolejo-Guzman et al., 2022), en la mayoria de los casos se reportd a las GSA
como érgano diana de este cestodo. Por lo tanto, la formacion de la capsula que
aloja a Prochristianella sp. 1 no se habia documentado previamente en el pulpo O.
maya. Esto destaca la necesidad de una mayor investigacion sobre las patologias
y respuestas inmunitarias en cefaldpodos, ya que el desarrollo de esta cépsula
representa un fenébmeno patolégico que, hasta ahora, solo se ha registrado en O.

maya.

4.3. Aproximaciones histologicas

e Descripcion del tejido sano
Los resultados obtenidos de la histologia del musculo mandibular superior

(MMS) de todos (n=45) los pulpos del grupo aparentemente sano (considerado
como el grupo de referencia), revelaron una arquitectura muscular conservada y
fibras musculares que se desplazan de manera recta a lo largo de su trayectoria
(Figura 20). Lo anterior coincide con las descripciones previas de la histologia
funcional de este musculo en los cefalopodos (Uyeno & Kier, 2005). Este patron
histologico es fundamental para el adecuado funcionamiento de los musculos

involucrados en la alimentacion y la manipulacion de alimentos en los cefalépodos,



como es el caso del MMS (Uyeno & Kier, 2005; Guerra, 2019). En este grupo de
pulpos, ninguno de los individuos analizados presento capsula, y la abundancia
media fue de 2 + 9 individuos Prochristianella sp. 1, lo que sugiere que los individuos
O. maya del grupo aparentemente sano estan en condiciones aparentemente sanas
en términos histoldgicos.

La tincion de PAS (acido periédico de Schiff) resulté positiva a la presencia
de mucinas (glicoproteinas presentes en el mucus) en el tejido del MMS de la masa
bucal en ambos grupos de pulpos analizados (Figura 20 d, 21 hy 23 b). No obstante,
se identific6 una sobreproduccién de esta sustancia en el grupo de pulpos
afectados. De acuerdo con lo mencionado por Ponte y Modica (2017), el mucus
contiene glicoproteinas neutras que desempefan un papel fundamental en la
predigestion externa llevada a cabo en la masa bucal de los cefalopodos. Esto
corresponde con la funcion de las glandulas salivales anteriores (GSA) que se
encuentran anexas a la masa bucal, las cuales son encargadas de liberar el mucus.
Por otra parte, las células goblet (Figura 23), también llamadas células calciformes,
son células especializadas en la secrecion de mucus, y son parte integral del
proceso de produccion de las glicoproteinas (mucinas), componentes clave del
mucus (Dao & Le, 2023).

La prueba de tincibn PAS en los pulpos afectados revel6 un aumento
significativo en la cantidad de mucus en comparacion con el grupo aparentemente
sano. El mucus desempefia un papel importante en la proteccion contra micro y
macroparasitos actuando como barrera fisica (Zanin et al., 2016; Guerra, 2019; Dao
& Le, 2023), y el aumento de esta sustancia en el grupo de pulpos afectados, puede
ser una respuesta del hospedero para combatir la infeccidén por Prochristianella sp.
1.

e Alteraciones histologicas
La presencia de cestodos Prochristianella sp. 1 encontrados dentro de una

capsula ubicada sobre el MMS de la masa bucal del grupo de pulpos afectados (Rio
Lagartos), contrasta con lo reportado anteriormente por Guillén-Hernandez et al.
(2018b) y Cruz-Quintana et al. (2019), en donde se reporta a las glandulas salivales
anteriores (GSA) como el sitio de infeccion por este cestodo. El hallazgo obtenido



en el presente trabajo ofrece una nueva perspectiva sobre el sitio de infeccion de
este parasito en el pulpo O. maya.

Los hallazgos de este estudio proporcionan una perspectiva detallada sobre
las complejas interacciones entre parasitos y sus hospederos cefalépodos,
especificamente entre el cestodo Prochristianella sp. 1 y el pulpo Octopus maya. De
acuerdo con Combes (2005), durante eventos de especiacion, surgen relaciones
simbitticas como el parasitismo, donde la informacion genética de cada especie
(parasito y hospedero) pueden interactuar, produciendo una hibridacién genética.
Esta interaccion ocurre cuando una de las especies influye en cierto grado en la
expresion del fenotipo de la otra, extendiendo asi su influencia genética al fenotipo
de su compariero. Es estudio revela como estos intercambios genéticos pudieran
influir en la adaptacion y supervivencia de los cestodos Prochristianella sp. 1, y en
la respuesta del pulpo O. maya ante esta infeccién, proporcionando evidencia sobre

la evolucion de las interacciones entre parasito y hospedero.

El resultado de la prueba de Fisher para la variable categérica “grado de
dafo” producido por Prochristianella sp. 1, reveld que no hay diferencia significativa
entre el grupo de pulpos aparentemente sanos y el grupo afectado’. No obstante,
segun los resultados del analisis de factores multiples (MFA), se observé una
relacion positiva entre el grado de dafio y la infeccion parasitaria. Estos resultados
se apoyan en lo reportado por Guillén-Herndndez et al. (2018b), en donde se
menciona que el nivel de dafio por este parasito esta significativamente
correlacionado con la abundancia parasitaria. En el caso anterior, se clasifico la
abundancia de cestodos en tres categorias: leve (< 5 cestodos), moderada (entre 6
y 50) y severa (>50), mientras que en el presente estudio todos los organismos del
grupo afectado presentaron mas de 50 individuos cestodos, mientras que los del
grupo aparentemente sano no presentaron ningun individuo cestodo; por tal motivo

se opto por categorizarlos como aparentemente sanos y afectados.

7 Es importante destacar que en el grupo de pulpos denominado aparentemente sano, en este estudio no se
encontraron organismos parasitados por este cestodo, lo que podria haber limitado los resultados de la
prueba debido al tamafio de la muestra y la falta de variabilidad en este grupo de pulpos.



El andlisis histologico revel6 que de los ocho tipos de alteraciones
histolégicas en el grupo de pulpos afectados (apoptosis, degradacion epitelial,
fibrosis, infiltracion hemocitaria, incremento de mucus, necrosis, pleomorfismo
nuclear y presencia de Prochristianella sp. 1), la infiltracion hemocitaria, la necrosis
multifocal, la fibrosis y el aumento en la produccién de mucus, siempre estuvieron

asociados con la presencia de cestodos.

En general, las patologias en cefalopodos causadas por cestodos de los
ordenes Trypanorhyncha u Onchoproteocephalidea, a menudo se asocian con
infiltracion hemocitaria y necrosis (Guillén-Hernandez et al., 2018b; Cruz-Quintana
et al., 2019; Finnegan et al., 2022). Por ejemplo, Finnegan et al. (2022), mencionan
que la cestodiasis larval puede tener un efecto patogénico en cefalépodos, aunque
generalmente se relaciona con una leve infiltracion de hemocitos y necrosis focal,
asimismo se ha mencionado que la acumulacion de hemocitos relacionada con la
cestodiasis se asocia a un proceso inflamatorio. De manera similar Ford (2004)
menciona que en C. virginica la infiltracion intensa de hemocitos es una

caracteristica frecuente en infecciones por el parasito Haplosporidium nelsoni.

Estudios previos han documentado las lesiones histolégicas causadas por
Prochristianella sp. 1 en O. maya. Guillén-Hernandez, et al. (2018b), reportan que
las infecciones severas provocan necrosis en el epitelio y acumulacion de tejido
fibroso en el tejido muscular, mientras que Cruz-Quintana et al. (2019), mencionaron
que las infecciones leves de este cestodo causan necrosis focal y una ligera
proliferacion de tejido conectivo. En cambio, en infecciones severas, el tejido es
remplazado por tejido fibroso y la necrosis suele ser multifocal (Cruz-Quintana et
al., 2019).

En el grupo de pulpos afectados (Rio Lagartos), se obtuvieron bajas
prevalencias de alteraciones como apoptosis focal (20%), degradaciéon del tejido
epitelial (13%) y pleomorfismo nuclear (27%). Es importante mencionar que
actualmente, no existen informes sobre ninguna de estas alteraciones histologicas
causadas por helmintos en cefalopodos. Sin embargo, Castellanos-Martinez y

Gestal (2013), han mencionado que la bacteria Vibrio fischeri produce apoptosis en



células epiteliales ciliadas. Aunque la informacion sobre alteraciones apoptoticas en

cefalépodos es limitada, se ha investigado con mas detalle en moluscos bivalvos.

Por ejemplo, Hughes etal. (2010), menciona el caso de C. virginica
infectada por P. marinus, donde se observé una aparente regulacion de la
apoptosis, que al parecer es regulada por el parasito. Este fenomeno sugiere una
adaptaciéon del parasito para favorecer su establecimiento durante la infeccién.
Asimismo, Yavasoglu et al. (2016) han observado lesiones apoptéticas en el bivalvo
Mytilus gallovincialis, relacionadas con la exposicion a contaminantes, lo que indica
que la apoptosis puede ayudar a entender las respuestas inmunitarias de los

invertebrados a factores estresantes externos, como los parasitos.

No obstante, De Linde Henriksen etal. (2021), sefialan que, en los
cefalépodos, la senescencia se presenta histopatolégicamente como células
apoptoticas focales sin reaccion inflamatoria. Esto sugiere que la senescencia no
es una enfermedad, sino un proceso natural previo a la muerte el cual no
desencadena una respuesta inflamatoria. Dada la baja prevalencia de apoptosis en
el grupo de pulpos O. maya afectados por Prochristianella sp. 1 (Rio Lagartos),
podria ser posible que estas alteraciones no se encuentren relacionadas con la
presencia del parasito, sino mas bien con el proceso de senescencia de algunos

individuos O. maya.

El pleomorfismo nuclear es una alteracién histolégica que rara vez se ha
observado en cefaldopodos y no se habia reportado previamente en estos animales.
Sin embargo, se han encontrado registros limitados de este fenédmeno en moluscos
bivalvos. Investigaciones realizadas por Carella et al. (2017) demuestran que el
pleomorfismo nuclear en moluscos bivalvos generalmente estd asociado a un
trastorno proliferativo conocido como neoplasia heméatica (HN por sus siglas en
inglés). Esta neoplasia se ha documentado en especies de ostras como C. virginica
y Crassostrea gigas. Hasta la fecha, se han registrado casos de HN en mas de 20
especies de moluscos de diversos ecosistemas y areas geograficas. Los factores
responsables de esta enfermedad se atribuyen a contaminantes, condiciones

medioambientales. Asimismo, otros autores, como Odintsova et al. (2011), sugieren



gue el pleomorfismo nuclear en invertebrados marinos indica el inicio del desarrollo

de neoplasias malignas que pueden derivar en formaciones tumorales.

Los resultados del presente estudio muestran que la presencia de
pleomorfismo nuclear es un fenébmeno poco comun en los pulpos del grupo afectado
(Rio Lagartos). Aunque esta alteracion histologica se ha observado en otros grupos
de animales marinos, su asociacién con la presencia del cestodo Prochristianella
sp. 1 en los pulpos O. maya aun es desconocida. Es importante destacar que, al
igual que con la apoptosis, la relacion entre el pleomorfismo nuclear y el parasito no
esté clara en este estudio. Esto sugiere la posibilidad de que esta alteracion pueda
estar relacionada con otros agentes o procesos naturales en los pulpos, cuyo origen
todavia no se ha identificado.

4.4, Conteos hemocitarios
La hemolinfa de todos los individuos analizados se caracterizé por su

apariencia translicida y acuosa, manteniendo la tonalidad azul caracteristica.
Segun lo argumentado por Rowley et al. (2022), la apariencia de la hemolinfa puede
variar ampliamente debido a diversos factores, entre ellos el nimero de hemocitos
circulantes lo que puede resultar en liquidos mas transparentes. En consecuencia,
aunque la hemolinfa extraida en los individuos analizados en este estudio
presentara caracteristicas que parecen estar dentro de los pardmetros normales, no
es posible descartar la presencia de microorganismos u otras anomalias a nivel
celular que podrian estar afectando a los ejemplares analizados de manera mas

sutil.

e Conteo Total de Hemocitos (CTH)

Los resultados del CTH en el presente estudio revelan que el grupo de
pulpos afectado (Rio Lagartos) exhibe un CTH significativamente mas elevado que
el grupo de pulpos aparentemente sano (Campeche) (Figura 24). Esto sugiere una
respuesta celular activa ante la presencia de patégenos, lo cual ha sido
documentado por Locatello et al. (2013), en O. vulgaris donde se observa un
aumento en el numero de células circulantes después de una infeccién experimental

con E. coli. Asimismo, estudios mas recientes, como el realizado por Culler-Juéarez



et al. (2022), indican que factores ambientales, como la acidificacién y el aumento
de la temperatura del océano, pueden tener un efecto significativo en la

concentracion de hemocitos circulantes en la hemolinfa de cefalépodos.

En relacion con la interaccibn de la respuesta inmunitaria frente a
infecciones parasitarias en organismos Octopus spp., se conocen dos estudios. Uno
de ellos es el llevado a cabo por Castellanos-Martinez y Gestal (2018) en O. vulgaris
infectado naturalmente por el marosporidio Aggregata octopiana, reveld una
disminucién en el nimero de hemocitos circulantes en aquellos pulpos infectados
severamente con A. octopiana, en comparaciébn con los conteos basales
previamente reportados (Castellanos-Martinez, et al., 2014). El segundo estudio es
el realizado por Vazquez et al. (2022), en Octopus tehuelchus infectado por
Aggregata valdessensis, en donde encontraron un aumento en el nimero de
hemocitos circulantes en el grupo de pulpos infectados, con respecto al grupo

control.

La variabilidad en el CTH también ha sido observada en estudios
relacionados con la exposicién a sustancias quimicas toxicas. Grimaldi et al. (2013)
sometieron a Octopus vulgaris a nanoparticulas de diéxido de titanio, lo que resultd

en un aumento en el nimero de hemocitos después de la exposicion.

Concretamente en el pulpo O. maya, Lépez-Galindo et al. (2018), registran
un aumento en el numero de hemocitos en condiciones térmicas adversas (altas
temperaturas), lo que indicé que varios mecanismos fisioldgicos pueden verse
afectados en tales condiciones. Este fendmeno est4d respaldado por las
investigaciones de Castellanos-Martinez y Gestal (2013) y Castillo et al. (2015),
quienes argumentan que, en ausencia de un sistema inmunitario especifico, la
respuesta inmunitaria inmediata en cefalopodos estd mediada por los hemocitos

circulantes, permitiendo una respuesta rapida y efectiva a factores estresantes.

Por tanto, las diferencias en el conteo total de hemocitos (CTH) entre el
grupo de pulpos aparentemente sanos (Campeche) y los afectados (Rio Lagartos)
claramente pueden atribuirse a la alta infeccion por Prochristianella sp. 1 presente

en el grupo afectado aun cuando no se descartan otros estresores ambientales.



e Conteo Diferencial de Hemocitos (CDH)
Los resultados de este estudio revelaron diferencias significativas en la

proporcién de los tipos celulares de hemocitos entre el grupo de O. maya
aparentemente sano y afectado. Especificamente, se observo que el grupo de
pulpos afectado mostré un notable incremento en el porcentaje de granulocitos en
comparacién con el grupo de O. maya aparentemente sano. Estas diferencias en
las proporciones de granulocitos entre las localidades podrian estar relacionadas
con las funciones esenciales de este tipo celular. De acuerdo con Soderhall (2010)
y Soderhall y Smith (1983) el tipo celular mas investigado en moluscos en la
actualidad son los granulocitos, los cuales desempefian un papel fundamental en la
amplificacion de los mecanismos de defensa. Esto se logra principalmente a través
del sistema profenoloxidasa (proFO), presente en el interior de los granulos de estas

células.

Es importante destacar que, hasta la fecha, no se han registrado conteos
diferenciales de hemocitos (CDH) en cefalopodos infectados por helmintos. Uno de
los estudios mas cercanos a esta investigacion se llevé a cabo en el molusco
Biomphalaria glabrata, infectado por el trematodo Schistosoma mansoni, donde se
demostré que los granulocitos cumplen una funcion esencial en la encapsulacion de
los esporoquistes del trematodo (Bayne et al., 1980; Cheng & Dougherty, 1989).
Otro estudio llevado a cabo por Cochennec-Laureau et al. (2003), mostré cambios
en los hemocitos circulantes de la ostra comun Ostrea edulis. Estos autores
demostraron que el nimero de granulocitos disminuyd con la intensidad de la
infeccion por el protozoario Bonamia ostrae, lo que sugiere que la disminucion de
granulocitos, y consecuentemente de algunas actividades enzimaticas podrian estar
mediadas por la infeccion por B. ostreae. Por lo tanto, el aumento significativo en el
namero de granulocitos en el grupo de pulpos afectados (Rio Lagartos) sugiere que
estos desempefian un papel crucial en la respuesta inmunitaria de O. maya contra

la infeccién por Prochristianella sp. 1.

Como lo menciona Castellanos-Martinez et al. (2014), los hemocitos son

componentes fundamentales del sistema inmunitario de los cefalopodos y



desempeiian una amplia variedad de funciones en la respuesta de defensa del
hospedero. A pesar de que no existe un consenso respecto al niumero exacto de
tipos celulares en moluscos, se han identificado hemocitos con citoplasma granular
y otras con citoplasma agranular. Estos tipos celulares también muestran
diferencias en su funcion, ya que cumplen roles especificos en las reacciones de
defensa mediadas por el sistema inmunitario (Cheng etal.,, 1975; Suresh &
Mohandas, 1990).

La variabilidad en las funciones de los hemocitos y su capacidad de
adaptacion al entorno se plantea como una explicacion para las diferencias
observadas en la proporcién de tipos celulares de hemocitos entre el grupo de
pulpos aparentemente sanos y el grupo afectado. Sin embargo, para una
comprension mas completa de la funcion de estos tipos celulares en O. maya, se
sugiere adoptar un enfoque integral que incorpore no solo la morfologia
caracteristica, sino también ensayos in vitro y técnicas moleculares, como se ha
propuesto en estudios como el de Wang et al. (2017). Este enfoque permitira
identificar los mecanismos de defensa especificos que se activan y como varian
ante diferentes patdgenos y parasitosis, lo que, a su vez, permitira una evaluaciéon
mas profunda de la respuesta inmunitaria y las adaptaciones especificas de estos
cefalépodos a las caracteristicas propias de su habitat.

4.5. Factor de Condicion K

La comparacion de los valores del factor de condicion K entre los dos grupos
de pulpos mostro diferencias estadisticamente significativas, con una media mas
baja en el grupo de pulpos aparentemente sanos (Campeche) en comparacion con
el grupo afectado (Rio Lagartos). De acuerdo con Solis-Ramirez (1998), el valor de
K en los individuos de O. maya puede variar segun la temporada de captura y el
sexo, siendo los machos quienes generalmente presentan valores mas altos. Estas
variaciones estan relacionadas con la influencia de fenomenos climaticos, como El
Nifio (ENOS), y los periodos invernales cortos en las zonas de surgencia. Estos
fendbmenos han sido identificados como factores que afectan negativamente las

abundancias, cohortes, tallas y estructura genética de O. maya (Juarez et al., 2015)



y, por lo tanto, pueden contribuir a las variaciones en el factor de condicion K de los

grupos de pulpos muestreados en el presente estudio.

Los datos morfométricos revelaron una variabilidad en el tamafio y peso de
los ejemplares de O. maya entre el grupo de pulpos aparentemente sanos
(Campeche) y el grupo afectado (Rio Lagartos), siendo en este ultimo grupo donde
se registraron individuos méas grandes. Estas diferencias morfoldgicas podrian estar
influenciadas por las condiciones propias y las zonas de surgencia de la plataforma
continental de Yucatan, como se ha sefialado en estudios previos realizados por
Voss y Sélis-Ramirez (1966) y Cabrera et al. (2012). Adicionalmente, Juarez et al.
(2018), reportaron que las mayores abundancias de O. maya se encuentran en las
costas de Campeche, pero la talla de los pulpos es pequefia. Por otro lado, en
Yucatan, donde hay menos abundancia, se capturan pulpos de mayores tallas.
Estas diferencias pueden estar relacionadas con las zonas de surgencia y las
variaciones de temperatura asociadas a las ubicaciones geogréficas. Asimismo, de
acuerdo con Herrera-Silveira et al. (2013), la zona de pesca de Rio Lagartos, donde
se recolectaron los pulpos O. maya del grupo afectado, se sitla en una region donde
las corrientes marinas se ven fuertemente influenciadas por la corriente del Caribe.
Esta influencia contribuye significativamente a la dindmica de nutrientes y la
productividad primaria en la zona. En consecuencia, las condiciones en Rio
Lagartos son propicias para la presencia y abundancia de diversos organismos, los
cuales pueden desempenfiar roles clave en la cadena tréfica. Este entorno favorable
podria explicar por qué los pulpos O. maya del grupo afectado (Rio Lagartos)
exhiben una mejor condicion, caracterizada por un factor de condicion K mas

elevado.

Es importante destacar que, hasta la fecha, solo se ha realizado un estudio
que aborda la relacion entre el factor de condicion relativa Kn y la carga parasitaria
de Prochristianella sp. (Guillén-Hernandez et al., 2018a). Los resultados de ese
estudio sugieren una relacion débil, pero no completamente negativa, entre la carga

parasitaria por Prochristianella sp. y el factor de condicion Kn. Esto se respalda con



un bajo coeficiente de correlaciéon de Pearson (r = -0.370077) y un bajo valor de R?
(0.13).

En conjunto, los estudios anteriores resaltan la complejidad de los factores
que influyen en el factor de condicion de O. maya. Ademas de la infeccidon
parasitaria, otros factores, como la localidad geogréafica, las condiciones
oceanogréficas y climéticas, asi como las diferencias de sexo, pueden estar
contribuyendo a las variaciones observadas en el factor de condicién K. Por lo tanto,
se puede descartar que la infeccion por Prochristianella sp. 1 influya sobre el factor

de condicion K en los pulpos analizados en el presente estudio.

5.Conclusiones

En conjunto, este estudio revela nuevos hallazgos en la relacién entre el
pulpo Octopus maya Yy la infeccion parasitaria por Prochristianella sp. 1. Ademas de
encontrarse altos valores de abundancia media (1974 + 1167), se identificoO una
capsula sobre el MMS de la masa bucal asociada a la presencia del parasito, lo que
es atipico en la anatomia de los cefalopodos, y contrasta con informes previos que
sugieren a las glandulas salivales anteriores como el sitio principal de infeccion. La
respuesta inmunitaria, representada por el conteo total y diferencial de hemocitos y
la proporcion de diferentes tipos de hemocitos, varié significativamente entre
poblaciones de pulpos infectados y no infectados. Ademas, se identificaron ocho
alteraciones en el tejido asociadas a la infeccion parasitaria. El estado fisico de los
pulpos del grupo afectado (Rio Lagartos) se manifest6é con un factor de condicion K
mas elevado, indicando un mejor fitness en contraste con el grupo aparentemente
sano (Campeche). Lo anterior podria estar asociado a las condiciones propias de
esta localidad geogréfica (zonas de surgencia). Estos resultados resaltan la
complejidad de la interaccion entre el parasito y el pulpo y proporcionan una visiéon
integral de la patologia causada por esta infeccion en O. maya. No obstante,
también subrayan la importancia de considerar enfoques multidisciplinarios en el
estudio de patologias en organismos marinos, lo cual permitiria conocer mas acerca
de las interacciones parasito-hospedero en O. maya y podria contribuir al manejo y

conservacion de los recursos marinos en la region.
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Caracterizacion del efecto de la infeccion por Prochristianella sp. 1 2023
(Cestoda: Trypanorhyncha) sobre el pulpo Octopus maya

CAPITULO IV

Evaluacion de la expresion génica asociada
al sistema inmunitario de O. maya infectado
naturalmente por Prochristianella sp.1
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1.Introduccion

En la ultima década, se ha recopilado una gran cantidad de datos
gendmicos relacionados con diversas especies de cefalépodos. La transcriptomica
se ha utilizado con éxito en la determinacion del perfil de expresion génica a gran
escala en O. vulgaris (Zhang etal.,, 2012; Castellanos-Martinez , et al., 2014;
Liscovitch-Brauer et al., 2017; Petrosino et al., 2022; Prado-Alvarez et al., 2022;
Styfhals et al., 2022) y se han establecido secuencias gendmicas de referencia para

mas de una decena de especies de cefalopodos (Imperadore et al., 2023).

En estudios previos, se ha demostrado que hay transcritos especificos
asociados a la respuesta inmunitaria de O. vulgaris que participan durante la
patogenia producida por el marosporidio Aggregata octopiana. De los principales
hallazgos, se describio la regulacion de genes relacionados al reconocimiento de
patégenos, inhibidores de proteasas, respuesta inflamatoria, antioxidantes y
apoptosis. La expresion de varios de estos genes en el ciego, el 6rgano diana, se
verifico mediante RT-qPCR. A pesar de que la infeccion por A. octopiana no causo
la muerte de los pulpos O. vulgaris infectados, se observaron infecciones
secundarias causadas por virus y bacterias debido a la débil inmunidad innata de
estos moluscos (Castellanos-Martinez, et al., 2014a; Castellanos-Martinez, et al.,
2014b).

El interés en la implementacion de estudios sobre la regulacion de la
expresion génica y la regulacion transcripcional en O. maya ha ido en constante
aumento debido a su importancia econdmica en México y en América Latina, asi
como por su importancia como modelo para estudios de neurobiologia,
comportamiento y ecologia (Coronado et al., 2020). Cabe mencionar que, hasta el
momento, no existen reportes sobre la regulacion génica en O. maya relacionada
con infecciones parasitarias. No obstante, se tiene evidencia de efecto
transcripcional asociado a otros procesos bioldgicos como el efecto de las
variaciones de temperatura sobre la reproduccién y la condicion fisiolégica e

inmunitaria de este molusco.



Por otra parte, el estudio de las glandulas Opticas de esta especie de pulpo,
ha revelado patrones de expresion génica distintos (antes, durante y después) de la
puesta de huevos, proporcionando informacion sobre los mecanismos moleculares

que rigen su reproduccion y su ciclo de vida (Ventura-Lopez et al., 2022).

El 6rgano hematopoyético en cefalépodos (cuerpo blanco), también ha sido
objeto de investigacion y los transcriptomas han sido esenciales para comprender
su funcion. Este estudio ha resaltado perfiles genéticos sexo-especificos, revelando
diferencias en las respuestas inmunitarias entre machos y hembras, y sefales de
senescencia en estas uUltimas. Ademas, se han identificado vias de sefalizacion
Unicas en hembras, relacionadas con moléculas como neuropéptidos e integrinas,
subrayando la importancia de estos érganos en la regulacion de la reproduccion y

la respuesta inmunitaria (Juarez et al., 2019).

Los estudios de transcriptomas no se han limitado a las hembras, ya que
también se han centrado en entender la fertiidad masculina de esta especie,
particularmente en condiciones de estrés térmico. Los transcriptomas de los
testiculos de machos han revelado cambios en la expresion de genes relacionados
con la movilidad de los espermatozoides y la espermatogénesis, proporcionando
claves importantes para comprender la disminucion de la fertilidad masculina en

condiciones de estrés térmico (Lopez-Galindo, et al., 2019).

Por otra parte, a la fecha solo se cuenta con dos estudios destinados a
evaluar la condicién inmunitaria de esta especie de pulpo. El primero de estos
estudios se enfocé en comprender la condicién inmunitaria posterior al proceso de
desove (Roumbedakis, et al., 2018). Mientras que el segundo se centr6 en evaluar
la condicién inmunitaria en relacion con el aumento de la temperatura de la

superficie del mar (Pascual et al., 2019).

Aun cuando se han analizado algunos componentes del sistema inmunitario
de O. maya en estudios previos (Roumbedakis et al., 2018; Pascual et al., 2019),
se desconoce hasta ahora el efecto que la infeccion por micro y macroparasitos
tienen sobre este sistema. La expresion génica de genes asociados a la respuesta

inmunitaria en cefalépodos infectados por parasitos puede ser una herramienta util



para determinar si hay una respuesta inmunitaria diferencial entre ejemplares

infectados y no infectados.

El objetivo del presente capitulo es evaluar la expresion de tres genes
(asociados al sistema inmunitario de cefalopodos) en O. maya Infectado por
Prochristianella sp.1. Los genes utilizados fueron la proteina C1q, codificada por el
gen Clq, la cual estimula el sistema de complemento cuando se une a un patdégeno,
provocando la formacion de poros en las membranas de este y su posterior
destruccion. Por otra parte, se evalué el factor de necrosis tumoral a inducido por
lipopolisacéaridos (LITAF), el cual se encuentra regulado por el gen del mismo
nombre, el cual actia como un factor de transcripcién que controla las citocinas
inflamatorias en respuesta a la estimulacion con lipopolisacaridos (LPS), influyendo
asi en la expresion del factor de necrosis tumoral a. Por ultimo, se evaluo la
peroxiredoxina (PRDX), codificada por el gen PRDX, que es una proteina
antioxidante que regula los niveles de radicales toxicos, protegiendo el tejido del
hospedero de dafio oxidativo (Castellanos-Martinez, 2014). Estos genes fueron
seleccionados debido a su relevancia en la respuesta inmunitaria y se considera
gue su expresion diferencial proporcionara informacién crucial sobre la interaccion

entre O. maya y Prochristianella sp.1.

2.Materiales y Métodos

El desarrollo metodolégico del presente capitulo se llevé a cabo en dos
instalaciones principales: el Laboratorio de Patologia Acuatica del Cinvestav,
Unidad Mérida, y el Laboratorio de Inmunopatologia de Organismos Marinos del
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad Autonoma de
Baja California (UABC), Campus Ensenada, México. Para la realizacion de este

capitulo se sigui6 el protocolo general mostrado en la Figura 29.
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Figura 29 Estrategia metodol6gica general llevada a cabo para el desarrollo del presente capitulo.

2.1. Muestreo
Durante la temporada de pesca de 2021, se capturaron un total de 30

ejemplares de O. maya a través de la pesca comercial con jimba en dos localidades
portuarias de los estados de Campeche (Campeche) (n=15) y Yucatan (Rio
Lagartos) (n=15), como se muestra en la Figura 30. Para el manejo de estos
ejemplares, se construyeron refugios® compuestos por tubos de PVC de 10 cm de
diametro (4 pulgadas) sellados de manera individual para evitar agresiones entre
los organismos. A su vez, todos los individuos se colocaron en un tanque de 150 L
con agua marina. La temperatura (18 °C) y oxigenacion (6 mg/L) se monitorearon
con un instrumento YSI (Modelo 85) durante todo el trayecto.

Durante el transporte al laboratorio se hicieron paradas cada hora para
monitorear a los ejemplares. Debido al clima calido de la region, transcurridas dos
horas, se incorporaron cinco bolsas de hielo de 5 kg aisladas en bolsas secas para

evitar el incremento de la temperatura del agua.

8 Anexo 5: Construccion y uso de refugios individuales para O. maya.
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Figura 30 Localidades de muestreo donde se recolectaron los ejemplares de pulpo O. maya en Yucatan,
México.

2.2. Acondicionamiento de los organismos
Una vez que los ejemplares de O. maya recolectados llegaron a las

instalaciones del laboratorio de Patologia Acuética del Cinvestav Mérida, los pulpos
se dispusieron equitativamente en cuatro tanques de 200 L de capacidad, en un
sistema cerrado durante 48 h y sin alimento para evitar residuos organicos que
pudiesen incrementar el amonio. Las condiciones de temperatura (24 °C) se
mantuvieron constantes y la oxigenacion a 6 mg/L mediante tres piedras de
aireacion conectadas a una bomba MAXIMA (30 gal). Ambos pardmetros se

monitorearon con un equipo YSI Modelo 85.

2.3. Toma de muestras
Los pulpos fueron anestesiados mediante hipotermia de acuerdo con las

recomendaciones de la Unién Europea (Directive 2010/63/EU). Anterior a la
diseccion de los ejemplares se tomaron los datos morfométricos (LMD y peso).
Posteriormente, se realizé una incisién en el manto y se ubico la vena aorta cefélica
dorsal en la cual se insertd una jeringa con embolo de 3 mL y se extrajo 1 mL de

hemolinfa. Esta muestra se almacend en crioviales que previamente se habian



llenado con el buffer comercial RNA/DNA Shield (Zymo Research) en una
proporcion de 1:1 respecto a la muestra. Los hospederos fueron sacrificados
realizando una puncién cerebral en el marco del protocolo europeo mencionado
anteriormente. A cada uno de los pulpos se les realiz6 un corte longitudinal en el
manto ventral para exponer los érganos. Con instrumentos de diseccion estériles,
se tomaron dos muestras del musculo mandibular superior (MMS) de la masa bucal,
mismas que se guardaron en el buffer antes mencionado y se conservaron a -80 °C
en un ultracongelador New Brunswick Modelo U570 Premium. Las muestras se
conservaron hasta el momento de su procesamiento. Los 6rganos restantes de cada
individuo se extrajeron meticulosamente y revisados en un microscopio
estereoscopico (Motic SMZ-168) en busca de los cestodos de la especie
Prochristianella sp. 1. Con base en la carga parasitaria se formaron dos grupos de
infeccion en O. maya: a) Aparentemente sanos (Campeche), y b) Afectados (Rio

Lagartos).

2.4. Analisis de expresion de genes
La técnica RT-gPCR, conocida por ser una de las herramientas mas

comunes y efectivas para analizar los niveles de expresion génica en diversas
muestras bajo distintas condiciones experimentales o bioldgicas, se basa en una
precisa reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR)

(Imperadore et al., 2023).

2.4.1. Seleccion de genes de referencia y genes blanco
Para analizar la expresion diferencial de genes asociados a la respuesta

inmunitaria entre los grupos de infeccién de O. maya, los genes de referencia (Tabla
11) se seleccionaron a partir del transcriptoma disponible de tejido (testiculo) de O.
maya (Lopez-Galindo etal., 2019) puesto que no existe, hasta el momento,
informacion molecular de la masa bucal de ninguna especie de cefalépodo. Por su
parte, los genes blanco (Tabla 11), es decir, aquellos cuya expresion interesa
cuantificar en funcién de la intensidad parasitaria por Prochristianella sp. 1 fueron
seleccionados a partir del transcriptoma disponible de hemocitos de O. vulgaris

infectado naturalmente por el protozoario marosporidio A. octopiana (Castellanos-



Martinez, et al.,, 2014) debido a que, al momento, es la interaccion hospedero-
parasito con informacion gendmica disponible, y que es mas cercana a la tematica
del presente estudio. Para comprobar que los genes seleccionados del estudio de
Castellanos-Martinez, et al., 2014, fueran efectivos en la especie de pulpo O. maya,

se realizo un PCR punto final con ADNg de esta especie de pulpo.

Tabla 11 Genes blanco y de referencia utilizados en esta investigacion

Proteina i
e Gen Funcion
codificada
Genes de Referencia
Glicerol-3-fosfato GPAM La enzima glicerol-3-fosfato acetiltransferasa 1 (GPAT1)
acetiltransferasa 1 actla como una enzima limitante de la velocidad en la
sintesis de triacilglicerol y fosfolipidos en mamiferos.
Proteina Mrpl37  Participa en la formacién del ribosoma mitocondrial.
ribosémica Se integra en la subunidad 39S del ribosoma mitocondrial y
mitocondrial L37 juega un papel en la unién y estabilizacion del ARN
ribosdémico mitocondrial durante la sintesis de proteinas.
Genes Blanco
Proteina del Clq Cuando esta proteina se une a un patégeno se estimula el
sistema de sistema de complemento.
complemento Destruye al patégeno formando poros en sus membranas

(Castellanos-Martinez, 2014).
Factor de Necrosis LITAF  Factor de transcripcion que regula las citocinas inflamatorias

Tumoral a Inducido en respuesta a la estimulacién con lipopolisacéaridos (LPS),

por Polisacaridos por lo tanto, controla la expresion del Factor de Necrosis
Tumoral a (Castellanos-Martinez, 2014).

Peroxiredoxina PRDX  Proteina antioxidante que regula los niveles de radicales

toxicos que pueden dafiar el tejido del hospedero
(Castellanos-Martinez, 2014).

2.4.2. Anélisis de expresion de genes por RT-gPCR

Se realizé un analisis de PCR cuantitativo en tiempo real para validar la
expresion especifica de tejido de masa bucal relacionado con la carga parasitaria
de los individuos colectados. Se extrajo ARN total de 50 mg tejido de masa bucal
(L6pez-Galindo, 2018), de cinco ejemplares individuales de pulpo de cada grupo de
infeccion (aparentemente sanos y afectados) utilizando el reactivo TRIzol® Reagent
(Ambion) y siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion de ARN se

cuantifico mediante un espectrofotometro NanoDrop™ Lite Thermo Scientific™.



Las muestras de ARN se trataron con ADNasa libre de ARNasa antes de la
sintesis de ADNc. La sintesis de ADNc se llevd a cabo con el sistema de
transcripcion inversa Improm Il (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante

comenzando con 1 yg de ARN de cada muestra.

Para evaluar la cinética de reaccion de los cebadores, se realizaron curvas
estandar de cada cebador utilizado (Tabla 11). Cada curva incluyé cinco diluciones
[1:5] seriadas de las muestras de ADNc. La reaccion de amplificacion incluy6 5 pL
de Master Mix SYBR Green (Bio-Rad), 0.2 uL de cada oligonucleétido (forward y
reverse) (Tabla 12), 1.6 pL de H20 libre de nucleasas y 3 yL de templado de cada
dilucién de ADNCc. Las condiciones de PCR fueron: 95° C por 2 min, 95° C por 45 s,
seguido de 40 ciclos de 60° C durante 45 s, 72° C por 30s y 72° C por 5 min en un
Termociclador C1000 Touch™ CFX96 Real-Time System Bio-Rad.

Los resultados se analizaron mediante la herramienta RefFinder

(http://www.ciidirsinaloa.com.mx/RefFinder-master), la cual integra los cuatro
principales algoritmos (geNorm, NormFinder, BestKeeper y el método comparativo
ACt) para comparar y clasificar los genes de referencia candidatos en un analisis de
expresion génica (Xie et al., 2012). Para este estudio se emplearon los algoritmos

compGenorm y ACT para este proposito.

2.4.3. Cuantificacion relativa de los genes diana
Para el analisis de expresion relativa, los genes diana se amplificaron

mediante reacciones de qPCR en placas de 96 pocillos, por triplicado, incluyendo
un control positivo (Mrpl37) y uno negativo, que consisti6 en agua libre de
nucleasas. La reaccién de amplificacion se realizé en un volumen total de 10 yL
conteniendo: 5 yL de Master Mix SYBR Green (Bio-Rad), 0.2 pL de cada
oligonucledtido (forward y reverse) (Tabla 11), 1.6 pL de H20O libre de nucleasas y
3 pL de ADNc. Las condiciones de gPCR fueron: 95° C por 2 min, 95° C por 45 s,
seguido de 40 ciclos de 60° C durante 45s, 72° C por 30 sy 72° C por 5 min
empleando un Termociclador C1000 Touch™ CFX96 Real-Time System Bio-Rad.


http://www.ciidirsinaloa.com.mx/RefFinder-master/

Tabla 12 Caracteristicas generales de los oligonucleétidos de genes blanco y de referencia empleados para
el andlisis gPCR

Proteina Tm  Amplicon Secusncia P Especie
e uenci icienci

codificada °C pdb Hospedero

(5-ATAACGCCAAAGAGAGAGCACA-
3)

(5-CCGGACATCATTTTCCCACAAC-
3)

(5-CACCACAGCAAGTTCTTAAGGC-
3)

(5-~ACAGTTACCCGAGCCAATCAAT-
3’)

GPAM 60 179 106.1%

O. maya

Referencia

Mrpl37 60 126 100.1%

(5-ACCAAGGTGGCACTGAGA -3)

0
(5-TCGCCCTCATGGAGAGT-3) 94.0%

Clq 60 130

(5'-CGGCCCAGAACCAAAAGAA-3')
LITAF 60 100 (5-TCCAGAGACCAGCCATGTTAAA-  106.6% 0.
3) vulgaris

(5-CCAGTGCCAGTCTCTTTGAACA-
3)
(5-AGTGCACCTGGTACACCAAAAA-
3)

Blanco

PRDX 60 100 102.5%

La expresion relativa de los genes se indica en unidades de plegamiento o
Foldchange (Pfaffl, 2001), lo cual se obtuvo de la razén entre los valores
normalizados de las muestras de individuos afectados (Rio Lagartos), entre los
valores normalizados de individuos aparentemente sanos (Campeche). Lo anterior

se estimo por grupo de infeccion.

2.5. Andlisis estadisticos
Para analizar con detalle la expresion génica y determinar posibles

diferencias significativas entre los grupos de infeccién aparentemente sanos y
afectados (Campeche, Rio Lagartos), se evalué el supuesto de normalidad en los
datos de expresion génica mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Sokal & Rohlf,
1995). Cuando los datos demostraron cumplir con una distribucion normal, se
procedi6 a realizar una prueba t de Welch (Sokal & Rohlf, 1995) para comparar dos
variables independientes. En situaciones en las que los datos no se ajustaron a una

distribucion normal, se optd por aplicar la prueba no paramétrica U de Mann-



Whitney (Sokal & Rohlf, 1995). Los resultados se representaron en graficos de

barras generados con el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2023).

Con el objetivo de comprender de manera integral las variaciones entre los
grupos de pulpos analizados, se generd un mapa de calor utilizando los valores de
Foldchange de los genes Clq, LITAF y PRDX. Para esta tarea, se empled el
software XLSTAT statistical and data analysis solution (Addinsoft, 2022). La
interpretacion del mapa de calor se fundamento en la comparacion de intensidades
de color, resaltando las variaciones en la expresion génica vinculadas a la infeccion

parasitaria por Prochristianella sp. 1 en pulpos O. maya.

3.Resultados

3.1. Cuantificacion de la expresion relativa de genes diana
Los valores cuantitativos de la expresion diferencial fueron expresados en

valores de Foldchange, el cual es utilizado para representar la diferencia en la
expresion de los genes entre los grupos de pulpos aparentemente sanos y
afectados. Un Foldchange superior a 1 indica un aumento en la expresion, mientras
gue un Foldchange inferior a 1 indica una disminucion. Los valores cercanos a 1

indican cambios minimos en la expresion.

La cuantificacion de la expresion de los genes de interés revel6 diferencias
significativas en la expresion del gen C1q entre los grupos de pulpos analizados (t
= -3.93, gl = 5.68, p<0.05). En pulpos afectados (Rio Lagartos), la media de
expresion relativa del gen Cl1q fue significativamente (p<0.05) mayor (2.1) que en
pulpos sanos (0.5) (Figura 31 a). El intervalo de confianza del 95% para la diferencia

de medias se encontrd entre -2.4 y -0.5.

En el caso de los genes LITAF y PRDX, los datos no se ajustaron a una
distribucion normal. Por tanto, se realizé la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney para comparar la expresion génica entre los pulpos afectados (Rio
Lagartos) y pulpos aparentemente sanos (Campeche). La expresion génica en
estos genes fue significativamente (p<0.05) mayor en pulpos afectados (Rio
Lagartos) respecto a los aparentemente sanos (Campeche). En particular, el gen



LITAF mostré una media de expresion relativa de 10.2 en el grupo de individuos
afectados y de 0.4 en pulpos aparentemente sanos (Figura 31 b). Por su parte, la
media de expresion del gen PRDX en pulpos infectados fue de 2.1 y de 0.1 en

pulpos aparentemente sanos (Figura 31 c).
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3.2. Expresion génica diferencial
El mapa de calor revelé patrones de expresion diferencial entre ambos

grupos de pulpos O. maya analizados, visualizando las diferencias en la expresion
de cada gen probado (Figura 32). Cada celda del mapa de calor representa el nivel
de expresion relativa de un gen en un individuo O. maya, con las variaciones de

color indicando niveles de mayores o menores de expresion.

En el analisis de expresion diferencial mediante el uso del mapa de calor,
se empled una escala cromética que va desde tonos de azul, indicando una
disminucion en la expresion génica (-1), hasta tonalidades de amarillo brillante,
denotando un aumento en la expresion (1). Las 12 muestras examinadas
pertenecientes a individuos O. maya se agruparon en dos grupos principales en el
eje de las ordenadas: uno correspondiente a pulpos afectados y otro a pulpos
aparentemente sanos. Cada uno de estos grupos se subdividi6 en clados,

evidenciando asi la variabilidad en la expresion génica dentro de cada categoria.

En el gen PRDX, se destaca que la mayoria de los individuos O. maya
pertenecientes al grupo de pulpos afectados exhibieron una expresién aumentada,
representada por tonos amarillos en el mapa de calor. Por otra parte, la mayoria de
los individuos O. maya del grupo aparentemente sano presentaron niveles de

expresién en tonos azules, indicando una expresion génica disminuida en este
grupo.

En relacion con el gen LITAF, se observd que los individuos O. maya del
grupo afectado mostraron predominantemente una expresion neutra o aumentada,
representada por tonalidades de amarillo en el mapa de calor. En contraste, los
individuos del grupo aparentemente sano exhibieron variaciones en los niveles de
azul, neutro y amarillo, sugiriendo una mayor diversidad en la expresién génica

asociada a este gen en particular en pulpos considerados aparentemente sanos.

Finalmente, el gen C1q, se evidencio que los individuos del grupo afectado

mostraron expresién neutra o disminuida (azul) en su mayoria, mientras que los



individuos del grupo aparentemente sano evidenciaron niveles neutros y algunos

ligeramente amarillos, indicando una expresion diferencial neutra.
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Figura 32 Mapa de calor de expresién de los genes C1q, LITAF y PRDX en pulpos O. maya. El
dendograma del eje x, muestra los genes agrupados segun su perfil de expresion. EI dendograma del eje y,
representa las muestras agrupadas segun su perfil de expresion.

4.Discusion
La expresion de los genes C1q, LITAF y PRDX evaluados en el presente

estudio fue significativamente mayor (p<0.05) en el grupo de pulpos afectados

respecto a los aparentemente sanos. Estos resultados representan la primera



aproximacion de expresion génica asociada a una infeccion parasitaria causada por
helmintos en cefalopodos. El estudio de referencia mas cercano disponible a la
fecha es el realizado por Castellanos-Martinez et al. (2014), donde se obtuvieron y
posteriormente analizaron genes relacionados con el reconocimiento de patégenos
(galectina, PGRP, clqg, TLR) inhibidores de proteasas (SERPIN), respuesta
inflamatoria (LITAF), antioxidantes (PRDX-2) y apoptosis (Caspasa-3). Asimismo,
se pudo observar que los genes galectina, TLR, PGRP, LITAF, SERPIN, PRDX-2 y
Caspasa-3 se sobre expresaron en el ciego (6rgano diana), en los pulpos con

infecciones severas por A. octopiana.

4.1. Expresion del gen C1q

Los resultados de este estudio evidenciaron una diferencia significativa en
la expresion del gen C1q entre los dos grupos de pulpos analizados (Figura 31a).
No obstante, mediante el mapa de calor se pudo observar que la mayoria de los
individuos del grupo afectado mostraron una expresion neutra o disminuida (Figura
32). En contraste con los individuos O. maya pertenecientes al grupo aparentemente

sano que en su mayoria mostraron una expresion diferencial neutra.

La proteina C1qg es un componente esencial del sistema del complemento
y juega un papel critico en el reconocimiento de complejos inmunitarios y la
activacion de la via clasica del complemento tanto en vertebrados como en
invertebrados (Kishore & Reid, 2000; Kishore et al., 2004; Zhao et al., 2016).

Es importante destacar que, en ausencia de un sistema inmunitario
adaptativo, los invertebrados, especificamente los moluscos, dependen en gran
medida de las proteinas que contienen el dominio C1q (C1gDC) para la deteccion
de patdgenos (Gerdol et al., 2011, 2015). Asimismo, se ha observado que los genes
ClgDC estan regulados en respuesta a la presencia de bacterias en algunas
especies de bivalvos como Hyriopsis cumingii. Este hecho asocia a la proteina C1q
con la defensa inmunitaria antibacteriana (Zhao et al., 2016).

Especificamente en cefalépodos, investigaciones previas han reportado la

regulacion positiva de la expresion de C1q en pulpos infectados por A. octopiana,



especificamente en el ciego de pulpos O. vulgaris, lo que induce una respuesta

proinflamatoria (Castellanos-Martinez et al., 2014).

La expresion diferencial disminuida del gen C1q en los pulpos O. maya del
grupo afectado por Prochristianella sp. 1 podria estar vinculada a procesos
adaptativos frente a factores estresantes. Segun el estudio de Pazos et al. (2017),
las proteinas C1q estan asociadas con la desintoxicacion en respuesta al estrés en
bivalvos. Si los pulpos afectados estdn experimentando condiciones estresantes
debido a la parasitacion, es probable que activen mecanismos de desintoxicacion

gue podrian modular la expresion del gen C1q.

De acuerdo con el estudio de Pazos et al. (2017), se sugiere que el
incremento en la presencia de genes pertenecientes a la familia C1q en bivalvos
esta vinculado a su adaptacion evolutiva en respuesta a condiciones adversas y
estresantes. Por lo tanto, si los pulpos O. maya afectados enfrentan condiciones
estresantes debido a las altas abundancias del parasito Prochristianella sp. 1, es
probable que estén experimentando cambios evolutivos que afectan la expresion
del gen Clg como parte de su respuesta adaptativa a dichos desafios. Este
escenario se alinea con lo mencionado por Combes (2005), en donde es establecido
que, durante los eventos de evolucién en relaciones simbidticas, como el
parasitismo, se producen intercambios genéticos que influyen tanto en la expresion
fenotipica como en la genotipica. Este fendmeno implicaria que la informacion
genética de las especies involucradas, en este caso, los cestodos Prochristianella
sp. 1 y los pulpos O. maya, puede interactuar, generando hibridacion genética y

afectando la expresion de genes clave como el C1q.

Un ejemplo ilustrativo de lo anterior se observa en la investigacion de Xu
et al. (2021), donde se evidencia una marcada disminucion en la expresion del gen
Clqg en el bivalvo Chlamys farreri. Este fendbmeno se vincula directamente a la
presencia de toxinas derivadas de los dinoflagelados Alexandrium catenella y A.
minutum, ambos componentes presentes en la dieta de C. farreri. En este contexto,
la reduccion en la expresion del gen Clg se interpreta como una estrategia

adaptativa frente al estrés provocado por la ingestiébn de toxinas, sugiriendo que



situaciones adversas podrian tener un impacto negativo en la expresion de este gen
en organismos marinos. Este escenario podria ser analogo a la respuesta de los

pulpos O. maya afectados por la infeccidon de Prochristianella sp. 1.

4.2. Expresion del gen LITAF

La expresion del gen LITAF fue significativamente (p<0.05) mayor en pulpos
afectados (Rio Lagartos), respecto a los aparentemente sanos (Campeche) (Figura
31 b). Con respecto al mapa de calor (Figura 32) los individuos O. maya del grupo
afectados mostraron predominantemente una expresién aumentada. En contraste,
las muestras del grupo aparentemente sano exhibieron variaciones en los niveles

de azul, neutro y amarillo.

De acuerdo con Corti y Ghezzi (2008), el factor de necrosis tumoral alpha
(TNF-a) desempefia un papel fundamental en la regulacion de la homeostasis y la
respuesta inmunitaria inflamatoria. Este factor identificado en camarones, ostras y
abulones juega un papel clave en la respuesta inmunitaria innata contra patdgenos
invasores, ademas de que patrticipa en la regulaciéon de citocinas inflamatorias, la
apoptosis (De Zoysa et al., 2009; Gao et al., 2015; Liu et al., 2023). Concretamente
en moluscos, se ha identificado que el gen LITAF regula las citocinas inflamatorias
en respuesta a la estimulacion con LPS y controla la expresion de TNF-a (Schultz
& Adema, 2017).

Por otra parte, Salazar et al. (2015), destacan en su analisis transcriptémico
en el calamar Euprymna tasmanica la posible implicacion del gen LITAF TNF-a
inducido por LPS en la presencia de infecciones bacterianas. De igual manera,
numerosos estudios asocian la expresion de LITAF en cefalopodos con la presencia
de bacterias (Dewi et al., 2016; Wei et al., 2018; Liu et al., 2023; Zhou et al., 2023).
No obstante, es relevante considerar que segun Liuderitz et al. (1982) los LPS, son
macromoléculas caracteristicas de las bacterias gram negativas y estos no se
encuentran en los cestodos, los cuales poseen tegumento. No obstante, de acuerdo
con Thompson y Geary (2003), la capa mas externa del tegumento de los cestodos

estd compuesto por mucopolisacaridos y glicoproteinas.



Especificamente en cefalopodos, O. vulgaris infectados por el marosporidio
A. octopiana, se ha encontrado que LITAF regula las citocinas inflamatorias en
respuesta a la estimulacién con LPS y controla la expresion de TNF-a (Castellanos-
Martinez et al., 2014). Por otra parte, en algunas especies de calamares y sepias
como Sepiella japonica, Loligo sp., Sepia esculenta, la presencia de contaminantes
como cobre, cadmio, o plomo pueden inducir la activacion del TNF-a (Bao, et al.,
2022a; 2022b; Li et al., 2023).

En el contexto de O. maya infectado por Prochristianella sp. 1, se presume
gue la presencia del parasito activa otras vias metabdlicas que inducen la activacion
del gen LITAF. Esta respuesta podria estar vinculada con la reaccion inmunitaria
del pulpo frente al cestodo. Conjuntamente la presencia de apoptosis focal,
observada mediante histologia en algunos individuos O. maya pertenecientes al
grupo afectado, en conjunto con una mayor expresion del gen LITAF, en el grupo
de pulpos afectados, podria estar relacionada con la activacion de la via de
sefalizacion de LITAF, podria indicar la necesidad de regular la respuesta
inflamatoria frente a la presencia de células apoptéticas en el tejido del MMS de la
masa bucal. Sin embargo, la interaccion especifica entre el parasito y la via del TNF-

a inducido por LPS requiere una investigacion mas detallada.

4.3. Expresion del gen PRDX

Se encontr6 una diferencia significativa en la expresion del gen
peroxiredoxina (PRDX) entre el grupo de pulpos O. maya afectados y el grupo
aparentemente sano. El mapa de calor (Figura 32) evidenci6 que la mayoria de los
individuos pertenecientes al grupo de pulpos afectados exhibieron una expresion
disminuida. Contrariamente, en los individuos O. maya del grupo aparentemente

sano se observl una expresion génica mas conservada en este grupo.

El aumento en la expresion diferencial de este gen obedece a lo
mencionado en el estudio de Donnelly et al. (2008), en donde se menciona que las
peroxiredoxinas desempefian un papel en la promocion de respuestas inmunitarias
tipo Th2 y en la activacion de macréfagos alternativamente activados (AAMac). A

pesar de que los cefalépodos, al igual que todos los invertebrados, carecen de



inmunidad adquirida, la observacion anterior podria insinuar que las peroxiredoxinas
presentes en estos moluscos podrian haber evolucionado en conjunto con su
hospedero para desempefar funciones analogas en los invertebrados. Esta
hipotesis podria proporcionar una explicacion para su funcion en la regulacion de

las respuestas inmunitarias en los pulpos infectados.

Las peroxiredoxinas (PRDX) son una familia de enzimas antioxidantes
conservadas que se encuentran en varios organismos (Donnelly et al., 2008), y que
desemperian roles protectores al neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS)
y nitrogeno (RNS) que pueden dafiar la funcién celular. Las ROS y RNS pueden ser
peligrosas, ya que, si no son neutralizadas, pueden provocar oxidacion de proteinas,
peroxidacién de lipidos, modificacion de bases de ADN y rotura de hebras de ADN
(Knight et al., 2009). Las PRDX también participan en la sefalizacion celular, la
fosforilacién de proteinas, la regulacién transcripcional y la apoptosis (Chae et al.,
1994).

La posible explicacidon para la expresion elevada de PRDX en el grupo de
pulpos afectados, podria estar relacionada con la respuesta de los hemaocitos frente
a la infeccion. Es posible que la abundancia de hemocitos en el MMS de la masa
bucal observada mediante histologia sea una estrategia para controlar la infeccion
por Prochristianella sp. 1. A pesar de que en este estudio no se llevd a cabo el
analisis del estallido respiratorio, es factible que los hemocitos se hayan desplazado
hacia el tejido afectado para encapsular a los cestodos y liberar especies reactivas
de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS). Esta accién mediada por su hospedero O.
maya, podria generar estrés oxidativo, lo que requeriria una enzima antioxidante

como PRDX para contrarrestar el dafio oxidativo.

Lo anterior concuerda con lo mencionado por Knight et al. (2009), donde
se ha reportado un mecanismo de defensa innata similar en el caracol Biomphalaria
glabrata contra los trematodos Schistosoma mansoni. Los hemocitos del caracol
emplean ROS y RNS en su respuesta inmunitaria. Por lo tanto, mediante la técnica
de RT-gPCR, se pudo evidenciar la sobreexpresion de la enzima PRDX, la cual es

clave en el mantenimiento del equilibrio redox.



Por otra parte, se ha observado que en pulpos O. vulgaris, la expresion de
PRDX aumenta en pulpos infectados por el A. octopiana. A pesar de que el parasito
Aggregata spp. constituye un género de protozoos marosporidios, hasta la fecha,
es el unico estudio de referencia que se centra en evaluar transcritos inducidos por
enfermedades parasitarias en cefalopodos. Por lo tanto, se podria especular que el
aumento en la expresion de PRDX en el grupo de pulpos afectados se relaciona con
la respuesta inmunitaria de esta especie de pulpo frente a infecciones parasitarias,
como la causada por Prochristianella sp. 1.

Es relevante destacar que algunos parasitos, como el nematodo
Teladorsagia circumcincta, tienen peroxiredoxinas especificas de nicho en
rumiantes, lo que sugiere que estas enzimas pueden tener funciones especificas en
diferentes etapas del ciclo de vida del parasito o en diferentes entornos del
hospedero (Price etal.,, 2019). Esto también podria relacionarse con la
sobreexpresion del gen de PRDX en aquellos O. maya afectados, ya que
Prochristianella sp. 1 podrian tener necesidades especificas de un ambiente
reductor de oxigeno que permita su supervivencia dentro de su hospedero O. maya,

lo que podria activar la expresion de esta enzima.

Adicionalmente, se ha demostrado en otros estudios que las
peroxiredoxinas pueden tener potencial de diagndstico para las infecciones por
helmintos (Dang-Trinh et al., 2020). Esto podria ser relevante en el contexto de la
sobreexpresion del gen de PRDX en los pulpos infectados con Prochristianella sp.
1, ya que podria tener implicaciones para el desarrollo de futuros diagnésticos de

infecciones parasitarias en estos animales marinos.

Asimismo, es importante tener en cuenta que la respuesta de la expresion
de este gen podria ser una adaptacion a condiciones locales que estan relacionadas
en las diferencias en la carga parasitaria, las condiciones ambientales o la historia
evolutiva de las poblaciones locales y sus asociaciones parasito-hospedero. Sin
embargo, se requieren investigaciones adicionales para comprender
completamente la respuesta inmunitaria de los cefalopodos ante las infecciones

parasitarias.



5.Conclusion

Este estudio ha revelado diferencias significativas en la expresion de los
genes C1q, factor de necrosis tumoral a (LITAF) y peroxiredoxina (PRDX) entre
pulpos O. maya de los grupos aparentemente sanos y afectados. Estos hallazgos
establecen los primeros indicios para comprender el efecto de una infeccién
parasitaria producida por helmintos sobre la respuesta inmunitaria de un

cefalépodo.

En primer lugar, se observd una expresion diferencial disminuida del gen
C1q en los pulpos afectados (Rio Lagartos) en comparacién con los aparentemente
sanos (Campeche). La expresion disminuida del gen C1lq en pulpos afectados
podria estar vinculada a su adaptacion evolutiva frente a condiciones estresantes,

influenciada por intercambios genéticos con el parasito Prochristianella sp. 1.

Asimismo, se encontrd una expresion diferencial aumentada del gen LITAF
en los pulpos afectados en comparacion con los aparentemente sanos. La similitud
de los dominios entre C1q y LITAF respalda la posibilidad de un origen evolutivo
comun, y se sabe que el TNF-q, juega un papel crucial en la respuesta inmunitaria
de los vertebrados. Esta mayor expresién puede estar relacionada con una
respuesta proinflamatoria frente a la infeccion por Prochristianella sp. 1, lo que
podria ser esencial para contrarrestar el impacto del parasito en la salud de su

hospedero O. maya.

Finalmente, también se observd expresion diferencial aumentada del gen
PRDX en los pulpos afectados en comparacién con los aparentemente sanos. Esta
sobreexpresion podria ser también una respuesta a la presencia de parasitos

helmintos y su interaccion con el sistema inmunitario del hospedero.

En conjunto, estos resultados resaltan la importancia de la expresion
diferencial de genes relacionados con la respuesta inmunitaria en pulpos O. maya
infectados por Prochristianella sp. 1 y proporcionan una base para futuras
investigaciones destinadas a comprender completamente los mecanismos

subyacentes a estas respuestas y su relevancia en la salud y supervivencia de estos



cefalopodos en su entorno natural. Estos hallazgos también subrayan la importancia
de considerar la variabilidad local en las respuestas inmunitarias de las poblaciones
de pulpos, lo que puede tener implicaciones significativas para su conservacion y

manejo.



7.Conclusiones generales

Los resultados arrojados en este estudio contribuyen a una comprension
méas profunda de la interacciébn entre el pulpo Octopus maya y la infeccién
parasitaria por Prochristianella sp. 1 en diferentes localidades de la Peninsula de
Yucatan. A través de los tres capitulos analizados, se pueden destacar algunas

conclusiones generales:

e Capitulo II: Se confirmd la identidad genética de los estadios larvarios de
cestodos encontrados en O. maya, lo que proporciona una base sélida para
futuros estudios de identificacion morfoldgica detallada y contribuye a la
expansion de las bases de datos publicas con informacién relevante para la
identificacion de estos parasitos. Asimismo, se presume que al menos cinco
de estos morfotipos pertenecen a especies aun no descritas. Finalmente, se
identificé que la especie que presenta los mas altos pardmetros de infeccion

es Prochristianella sp. 1.

Capitulo lll: Se profundizé en la relacion entre O. maya y la infeccion por
Prochristianella sp. 1. Se identificd una alta carga parasitaria en los pulpos,
con el desarrollo de capsulas atipicas con gran cantidad de individuos de
Prochristianella sp. 1, localizadas sobre el MMS de la masa bucal. Se
observaron diferencias significativas entre los conteos hemocitarios. EI CTH
promedio del grupo de pulpos aparentemente sanos fue de 8.9 X 10°
hemocitos/ml, con una variabilidad del 22.53% mientras que en el grupo de
pulpos afectados fue de 6.3 X 10® hemocitos/ml con una variabilidad del
13.19%. En cuanto al CDH, en el grupo afectado se observé un aumento
significativo en el porcentaje de granulocitos (68%) en comparacion con el
grupo aparentemente sano (51%). Asimismo, la proporcién de hialinocitos fue
significativamente menor en el grupo afectado (32%) en contraste con el grupo
aparentemente sano, que tuvo una proporcion del 49%. Por otra parte, se
identificaron ocho alteraciones en el tejido asociadas a la infeccion parasitaria.
Estos hallazgos indican que la infeccion por el helminto estimula notablemente

el sistema inmunitario de los pulpos afectados de manera que, se observa una



respuesta mas activa en comparacion con aquellos pulpos aparentemente
sanos. El estudio de la interaccion entre el parasito y el pulpo es complejo. Sin
embargo, destacan la importancia de estudiar la patologia de organismos
marinos desde enfoques multidisciplinarios.

e Capitulo IV: Se analizo la expresion diferencial de los genes C1q, factor de
necrosis tumoral a (LITAF) y peroxiredoxina (PRDX) en relacién con la
infeccion parasitaria. Se observo una expresion diferencial aumentada en los
genes LITAF y PRDX, mientras que el gen Clq se observé una expresion
diferencial disminuida en el grupo de pulpos O. maya afectado (Rio Lagartos),
en comparacién con el grupo aparentemente sano (Campeche). Lo anterior
sugiere adaptaciones especificas por localidad en la respuesta inmunitaria de
estos cefalépodos. La expresion diferencial aumentada de LITAF y PRDX en
los pulpos infectados proporciona indicios importantes sobre los mecanismos

subyacentes a la respuesta inmunitaria frente a la infeccion por helmintos.

En conjunto, segun la definicion de enfermedad de Dianzani (2005), que
implica dafo, en células, tejidos u 6rganos, afectando el equilibrio del organismo,
los hallazgos del presente trabajo sugieren que el grupo de pulpos O. maya afectado
(Rio Lagartos) muestra signos de una enfermedad la cual se encuentra relacionada
con la presencia del cestodo Prochristianella sp. 1, o que respalda la conclusién
tentativa de que esta infeccion esta produciendo una enfermedad en esta especie

de cefalépodo.

Derivado de los resultados obtenidos en el presente estudio, se propone de
forma provisional y tentativa el nombre "Miocistodiasis en cefalépodos®’, no
obstante, se requiere una investigacion mas detallada para confirmar y caracterizar

completamente esta enfermedad en las poblaciones naturales de O. maya.

9 Etimologia: "Mio" proviene del griego "musculo”, "Cisto" se deriva de "bolsa" o "vejiga", e "lasis" significa
"enfermedad” o "infeccion”. Por lo tanto, el término "Miocistodiasis" se compone de estas raices etimoldgicas
para describir una enfermedad o infeccién que afecta el misculo y se refleja en la formacion de bolsas o quistes.



8.Perspectivas

En el futuro la investigacion relacionada con la respuesta inmunitaria en

Octopus maya frente a la infeccion por Prochristianella sp. 1, se pueden considerar

diversos enfoques y metodologias para profundizar en la comprension de estos

procesos biolégicos complejos y sus implicaciones. Por ejemplo:

Secuenciacion de proxima generacion (NGS) y analisis transcriptomico:
La aplicacion de esta técnica en el MMS de la masa bucal (6érgano diana)
permitiria una exploracion mas exhaustiva del transcriptoma de O. maya en
respuesta a la infecciobn por Prochristianella sp. 1. Esto podria ayudar a
identificar nuevos genes implicados en la respuesta inmunitaria, patrones de
regulacion génica y vias de sefializacion clave. Ademas, permitiria realizar
analisis comparativos mas detallados entre pulpos de diferentes localidades y
estados de infeccion. Asimismo, seria interesante poder integrar un grupo
control con aquellos pulpos que son cultivados mediante acuacultura.
Protedmica: Complementando los estudios transcriptomicos del MMS de la
masa bucal, se pueden llevar a cabo investigaciones a nivel proteémico para
identificar proteinas especificas involucradas en la respuesta inmunitaria de O.
maya. La espectrometria de masas y otras técnicas proteémicas avanzadas
pueden revelar cambios en la expresibn de proteinas y posibles
modificaciones post traduccionales que son esenciales para comprender la
dindmica de la respuesta inmunitaria.

Evaluacion de la variabilidad genética: Se debe realizar un andlisis de la
variabilidad genética de las poblaciones de pulpos en diferentes localidades,
ya que esto podria arrojar luz sobre las diferencias en la susceptibilidad a la
infeccion y la respuesta inmunitaria. Las técnicas de secuenciacion de ADN,
como el genotipado de SNPs (polimorfismos de un solo nucleotido), pueden

ser utiles en este contexto.



e Evaluacion de la respuesta inmunitaria a largo plazo: Comprender como
la respuesta inmunitaria de los pulpos evoluciona con el tiempo podria ser
crucial ya que puede ayudar a identificar patrones y tendencias en la respuesta
inmunitaria, lo que puede ser util para predecir la progresion de la enfermedad
y desarrollar tratamientos mas efectivos, asimismo puede proporcionar
informacion sobre coémo los patdégenos interactian con el sistema inmunitario
y como evolucionan para evadir la respuesta inmunitaria. Para cumplir tal
objetivo se pueden llevar a cabo estudios longitudinales que sigan a individuos
infectados a lo largo de su vida para determinar si existen cambios en la
expresion de genes y la funcién inmunitaria a medida que la infeccion progresa
0 se resuelve.

e Efectos de las condiciones ambientales: Analizar la influencia de factores
ambientales, como la temperatura del agua, concentracién de Oz, la salinidad
y la disponibilidad de nutrientes, en la respuesta inmunitaria de los pulpos O.
maya podria proporcionar informacién valiosa sobre su condicién inmunitaria
basal. Esto permitiria realizar estudios comparativos con pulpos silvestres,
examinando como las condiciones ambientales afectan la susceptibilidad a la

infeccion y su capacidad de respuesta inmunitaria.

En resumen, el futuro de la investigacion en este campo ofrece muchas
oportunidades para profundizar en la comprensiéon de la respuesta inmunitaria de
0. maya frente a la infeccidn por Prochristianella sp. 1. La combinacién de enfoques
sustentados en las ciencias “0micas”, estudios funcionales y la consideracion de
factores ambientales y genéticos puede proporcionar una imagen completa de estos
procesos biolégicos y sus adaptaciones evolutivas. Estos avances no solo
ampliaran el conocimiento fundamental sobre la respuesta inmunitaria de los
cefalépodos, sino que también pueden tener aplicaciones importantes en la
conservacion de esta especie y la gestion de las infecciones parasitarias en la

acuacultura.
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ANEXOS

Anexo 1. Construccion de Refugios Individuales para O.

maya

35cm

—10cm——

nudo de 1”

1.  Material
° Tubo de PVC de 10cm (4 %)

de didmetro (35 cm de
largo)

o Coples de PVC de 10 cm (4
‘Y de diametro (2 por
refugio)

) Red de pesca alquitranada

con luz de malla de 1”



2. Procedimiento'
El desarrollo, implementacion, y puesta en practica de la presente

metodologia estuvo a cargo del QFB. Francisco de Atocha Puc Itza.

Se construyeron refugios individuales destinados a proporcionar un entorno
adecuado para los pulpos bajo estudio. Los refugios fueron disefiados
meticulosamente, consistiendo en un tramo de tubo de PVC de 4” de didmetro con
una longitud de 35 cm. Se incorporaron dos coples de union de PVC del mismo

diametro que cumpllieron la funcién de tapa.

Una de las caracteristicas clave de estos refugios fue la adaptacion de un
trozo de red de pesca alquitranada, con luz de malla de 1 pulgada, en cada uno de
los coples. Esta modificacion tuvo un doble propdsito: 1) brindé un tope efectivo
para evitar que los pulpos pudieran escapar de los refugios; y 2), permitié un flujo
constante y no restrictivo de agua, garantizando un ambiente optimo para estos

moluscos.

Mediante la pesca artesanal que se desarrolla en la Peninsula de Yucatan se
capturaron los ejemplares y se disponian en un refugio individual, proporcionando
asi un espacio seguro que evitaba el contacto con otros individuos, y a su vez
disminuia el estrés por contacto. Estos refugios individuales se situaron en bolsas

confeccionadas a partir de la misma red de pesca alquitranada.

Durante la fase de transporte en la lancha del pescador hacia el punto de
desembarque, se mantuvo un cuidado constante para garantizar que los refugios
recibieran un flujo de agua adecuado, preservando asi las condiciones éptimas para
los pulpos. Una vez alcanzado el punto de desembarque, los refugios individuales
se transfirieron a un tanque de estudio de 150 litros. Este tanque se llen6 con agua
marina proveniente de la estacion marina de Cinvestav con sede en Telchac. El

tanque se mantuvo con oxigenacion constantemente de 6 mg/L.

10 Notas importantes: Esta metodologia puede ser adaptada segun las necesidades especificas de cada
investigacion y de acuerdo con las regulaciones locales y éticas que apliquen en su caso.



Anexo 2. Descripcion general de las etapas y enfoques
para diagnéstico y evaluacion patoloégica en

invertebrados

Etapa 0

-Tipo de encuesta (dirigida versus exploratoria)

-Seleccion de sitio de muestra

-Selecién del tamafio de muestra

-Pruebas diagnésticas y consideraciones de almacenamiento

Etapa 1 Observaciones externas

* Anatomia del hospedero

-Deformidades fisicas, como, decoloracién de la superficie,
picaduras, disecdisis, falta de extremidades, entre otros.
-Presencia de epibiontes, ectoparasitos y comensales.

* Comportamiento del hospedero

-Miembros caidos, anorexia o letargo

-Movimientos de cola (en camarones, langostinos)
-Cambio en los invertebrados gregarios (insectos)
-Espinas flacidas en la prueba del erizo de mar
-Comportamiento de enterramiento (almejas)

* Parametros ambientales

-pH (suelo, agua)

-Temperatura (aire, agua)

-Salinidad, tension de oxigeno y nutrientes disueltos (agua)

Etapa 2 Observaciones internas

* Tejidos sdlidos y liquidos

-Decoloracion de la hemolinfa/fluido celémico

-Squash en el tejido sélido para observacion de parasitos
-Conteo total y diferencial de hemocitos (linfa fija)

-Vista de la hemolinfa cruda bajo contraste de fase

Los hemocitos decapodos se aplanan cuando entran en contacto con una superficiey
revelan la presencia de Hematodinium

Etapa 3 Aislamiento e identificacion del agente causal

-Serie de diluciones de liquido tisular y siembra en medios generales frente a medios especificos (TSAy TCBS, respectivamente)
para la enumeracién de unidades formadoras de colonias bacterianas (es decir, carga microbiana)

-Uso de medio liquido o lineas celulares para la propagacion de hongos, virus y protistas

-De uso limitado cuando se presenta con etiologia polimicrobiana

Etapa 4 Aproximaciones histologicas
* Inclusion tradicional en parafina

-Tincion Hy E

* Hibridacion in situ

*Inmunohistologia

« Ideal para visualizar patégenos in situ, huésped

fbe # n w5 F

25 :qg w.

SR 200.pm
Completa desaparicion del tejido conectivo de decapodos debido a la
proliferacion del parasito Hematodinium

Etapa 5 Microscopia Electronica

* Barrido y transmision
-una herramienta clave para distinguir morfologias

Etapa 6 Evaluacion de acidos nucléicos

* Identificacion y cuantificacion basadas en PCR
-ADN genémico y complementario (ADNg, ADNc)

* Secuenciacién de alto rendimiento

-Herramienta clave para la evaluacién polimicrobiana.




Anexo 3. Valores de Cty Fold change obtenidos

mediante RT-qPCR
Ct

Muestra Clq LITAF PRDX

M13 28,91 32,03 31,30

I M14 28,91 32,51 28,83

§ M15 33,58 30,32 27,49

£ M16 33,28 32,26 26,05

o M20 30,56 31,31 29,77

M21 32,51 33,58 37,76

M1 32,03 28,91 24,67

§ M3 32,26 28,91 24,88

s M4 30,32 29,25 24,42

S M5 29,63 33,28 25,39

2 M7 31,31 30,56 26,36

M11 29,25 29,63 23,35

# Fold change
Muestra Hosp Cesﬁdos C1q LITAE PRDX

M13 H3 0 0,71446988 0,51634108 0,00305438
P M14 H4 0 1,31618195 0,67366478 0,01017223
Q M15 H5 0 1,39354635 0,53827637 0,3291522
g M16 H9 0 0,48041284 0,02001954 0,43898354
o M20 H10 0 1,30445167 0,25559675 0,01111446
M21 H11 0 0,39195628 0,73260212 0,000297
M1 H7 1373 0,21924054 1,7391824 1,51089229
8 M3 H11 1962 2,77522307 2,55538256 1,2219935
‘§, M4 H12 5679 3,52425752 51,0143043 4,61417359
3 M5 H13 2081 2,28305279 3,45964776 4,52334071
i;% M7 H15 1176 0,84374962 1,95955176 0,34441297
M11 H20 1003 0,75211205 0,92694721 0,48378756

11 Solo se considera a los cestodos larvales de la especie Prochristianella sp. 1
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