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RESUMEN

Cuando una especie invasora coloniza un area y adquiere los parasitos nativos,
aumentando su propagacion y transmitiéndolos a las especies nativas, se produce un
fenbmeno conocido como "efecto spillback”. Por otro lado, cuando los parasitos
introducidos junto con una especie invasora cambian de hospedador y afectan a las
especies nativas, se da lugar a lo que se conoce como "efecto spillover". En este sentido,
el objetivo de esta tesis fue estudiar los simbiontes de los cangrejos verdes invasores
Carcinus spp. (Carcinus maenas y su especie hermana Ca. aestuarii, morfolégicamente
muy similares), que han invadido recientemente las costas patagonicas, y de los
cangrejos nativos Cyrtograpsus altimanus, Cy. angulatus y Ovalipes trimaculatus, a fin
de determinar si han ocurrido los efectos "spillback” y/o "spillover". Se llevaron a cabo
muestreos estacionales entre el 2018 y el 2019 en la costa de Puerto Madryn, donde se
recolectaron un total de 870 ejemplares de Carcinus spp., 120 de Cy. altimanus, 83 de
Cy. angulatus y 110 de O. trimaculatus. Adicionalmente, en la costa de Bahia
Camarones se efectuaron muestreos en primavera del 2018 y otofio del 2019, obteniendo
un total de 60 especimenes de Carcinus spp. y 26 de Cy. altimanus. De cada espécimen
se registré el ancho maximo de caparazon y el sexo; se diseccionaron y observaron bajo
lupa en busca de macroparasitos. Se fijaron los 6rganos en Davidson (corazén, génada,
musculo, intestino, hepatopancreas, branquias) de 30 ejemplares de cada especie por
estacion, y mediante histologia se obtuvieron cortes que fueron examinados al
microscopio 6ptico. Ademas, se llevd a cabo un Unico muestreo en Punta Buque (Puerto
Deseado, Santa Cruz) en 2018, donde se recolectaron 10 ejemplares de Carcinus spp.
que fueron procesados para andlisis histolégicos. Con el fin de identificar a los parasitos
encontrados, se aplicaron diversas técnicas como analisis moleculares y microscopias
electrénicas de barrido y/o de transmision. Asimismo, se evalud la susceptibilidad de
Carcinus spp. a la infeccidén por el digeneo Maritrema madrynense (Microphallidae), que
utiliza a los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. como hospedadores intermediarios, y
al apicomplejo Aggregata valdessensis (Aggregatidae) cuyo hospedador definito es el
pulpo tehuelche Octopus tehuelchus, a través de infecciones experimentales. Con el
objetivo de dilucidar el ciclo de vida de A. valdessensis y determinar sus hospedadores
intermediarios, se examinaron diversas especies de crustaceos, posibles item presa de

O. tehuelchus, recolectados en los muestreos de Puerto Madryn. Las especies
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examinadas incluyeron Peltarion spinulosum (n=40), Leucippa pentagona (n=3),
Betaeus truncatus (n=16), Betaeus lilianae (n=49), Munida gregaria (n=23) y
Exosphaeroma spp. (n=56). En la playa Santa Isabel, donde se conoce que coexisten
pulpos y cangrejos, se realizé un muestreo adicional y se recolectaron 12 ejemplares de

O. tehuelchus para analisis coproparasitoldgicos, y 60 cangrejos Cy. altimanus, que se
procesaron histolégicamente. Bajo lupa, se detectaron los trematodes M. madrynense en
los cangrejos Cy. altimanus 'y Cy. angulatus con prevalencias del 16-33% y del 17-30%,
respectivamente. También se registraron larvas del acantocéfalo Profilicollis
chasmagnathi en ambos cangrejos, con prevalencias del 8-25% en Cy. altimanusy del
12-25% en Cy. angulatus. Los resultados histologicos revelaron la presencia de un
nemertino similar a Carcinonemertes sp. con prevalencias del 3% en Carcinus spp.y del
4-5% en O. trimaculatus, y patologias similares a inclusiones virales en Carcinus spp. y

O. trimaculatus con prevalencias del 7-23% y 4-10%, respectivamente. Se observaron
microorganismos procariéticos en Carcinus spp. y en los cangrejos nativos, con
prevalencias del 2-7% y entre 12-36%, respectivamente. Se hallaron también ciliados,
en todas las especies de cangrejos, con prevalencias mas altas en los cangrejos nativos
(53%). En O. trimaculatus, se observaron células similares a levaduras con una
prevalencia del 3-8%. Se detectaron esporas similares a Haplosporidium sp. en todas
las especies de cangrejos, excepto en O. trimaculatus, con una mayor prevalencia en los
cangrejos nativos (7-40%). Microcélulas similares a Mikrocytos sp. se observaron en un
30% de los cangrejos verdes provenientes de Puerto Deseado. Se encontré una
prevalencia del 3% de microsporidios en Carcinus spp. y mediante técnicas de
moleculares se lo identific6 como Agmasoma carcini, lo que representa el
descubrimiento de una nueva especie. Los cangrejos verdes se encontraron infectados
por un mayor numero de microparasitos en comparacién con los cangrejos nativos. Sin
embargo, las poblaciones de Carcinus spp. se encontraron libres de parasitos metazoos,
e incluso se demostré que eran refractarios mediante infecciones experimentales, lo que
indica una reduccién de su carga de macroparasitos, como el digeneo M. madrynense y
el acantocéfalo P. chasmagnathi en Carcinus spp. en comparacion con los ccangrejos
nativos. Ademas, el cangrejo invasor se encontré libre de infeccién por el protozoo
apicomplejo A. valdessensis, y se hallé al cangrejo nativo Cy. altimanus y al camarén B.
lilianae como hospedadores intermediarios en el ciclo de vida del parasito. Este hallazgo

represento el primero en el Hemisferio Sur y el segundo para una especie del género
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Aggregata en la que se logra elucidar un ciclo de vida, lo que aporta nuevos
conocimientos a la comprensiéon de estos parasitos en la regiéon. Es comin que las
especies invasoras pierdan los parasitos de su lugar de origen. Donde Carcinus spp. ha
sido introducido hace mas tiempo, se conoce que ha adquirido parasitos; en Patagonia
el tiempo transcurrido desde la introducciéon (probablemente durante la década de 1990)
no fue suficiente para que se hayan producido asociaciones hospedador-parasito. Es
esencial considerar si los patégenos identificados en Carcinus spp. representan un
riesgo para la fauna nativa y, ademas, evaluar el origen de estos parasitos. En el caso
de que estos patdgenos sean invasores, se deben llevar a cabo investigaciones
adicionales para determinar si podrian generar algin impacto en las poblaciones
nativas. Si se determina que el parasito es originario de la regién, existe la posibilidad

de que ejerza un efecto de control sobre la poblacién invasora.
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ABSTRACT

When an introduced species is a competent host for native parasites, and the presence
of a new competent host increases parasite transmission among native host, enhancing
overall infection prevalence and intensity in (i.e. spilling back to) the native hosts, a
phenomenon known as the "spillback effect” occurs. On the other hand, when introduced
parasites associated with introduced hosts infect (i.e. spill over to) native hosts, which
then field greater infection intensities than the introduced hosts, "spillover effect”
occurs. In this context, the aim of this thesis was to study the symbionts of the invasive
green crabs Carcinus spp. (Carcinus maenas and its closely related sister species Ca.
aestuarii, which are morphologically very similar), which have recently invaded the
Patagonian coasts, and of the native crabs Cyrtograpsus altimanus, Cy. angulatus, and
Ovalipes trimaculatus, to determine whether "spillback” and/or "spillover" effects have
occurred. Seasonal sampling was conducted between 2018 and 2019 along the coast of
Puerto Madryn, where a total of 870 specimens of Carcinus spp., 120 of Cy. altimanus,
83 of Cy. angulatus, and 110 of O. trimaculatus were collected. Additionally, in the
spring of 2018 and autumn of 2019, sampling was carried out on the coast of Bahia
Camarones, collecting a total of 60 specimens of Carcinus spp. and 26 of Cy. altimanus.
The maximum carapace width and sex of each specimen were recorded; they were
dissected and examined under a steromicroscope for macroparasites. Organs (heart,
gonad, muscle, intestine, hepatopancreas, gills) from 30 specimens of each species per
season were fixed in Davidson's solution, and histological sections were obtained and
examined under a light microscope. In addition, a single sampling was conducted in
Punta Buque (Puerto Deseado, Santa Cruz) in 2018, where 10 specimens of Carcinus
spp. were collected and processed for histological analysis. Various techniques such as
molecular analyses and scanning and/or transmission electron microscopy were applied
to identify the parasites. Experimental infections were also conducted to assess the
susceptibility of Carcinus spp. to infection by the digenean Maritrema madrynense
(Microphallidae) and the apicomplexan Aggregata valdessensis (Aggregatidae). These
parasites infect the native crabs Cyrtograpsus spp. and the Tehuelche octopus Octopus
tehuelchus, respectively. To elucidate the life cycle of A. valdessensis and determine its
intermediate hosts, various species of crustaceans collected in the Puerto Madryn were
examined. The species examined included Peltarion spinulosum (n=40), Leucippa

pentagona (n=3), Betaeus truncatus (n=16), Betaeus lilianae (n=49), Munida gregaria
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(n=23), and Exosphaeroma spp. (n=56). In Santa Isabel Beach, where octopuses and
crabs are known to coexist, an additional sampling was conducted, and 12 specimens of
0. tehuelchus were collected for coprological analysis, while 60 Cy. altimanus crabs were
processed histologically. Under a stereomicroscope, the trematodes M. madrynense were
detected in the crabs Cy. altimanus and Cy. angulatus, with prevalences of 16-33% and
17-30%, respectively. Larvae of the acanthocephalan Profilicollis chasmagnathi were
also recorded in both crabs, with prevalences of 8-25% in Cy. altimanus and 12-25% in
C. angulatus. Histological results revealed the presence of a nemertean similar to
Carcinonemertes sp. with prevalences of 3% in Carcinus spp. and 4-5% in O.
trimaculatus, and virus-like inclusions in Carcinus spp. and O. trimaculatus with
prevalences of 7-23% and 4-10%, respectively.

Prokaryotic microorganisms were observed in Carcinus spp. and native crabs, with
prevalences of 2-7% and 12-36%, respectively. Ciliates were also found in all crab
species, with higher prevalences in native crabs (53%). In O. trimaculatus, yeast-like
cells were observed with a prevalence of 3-8%. Spores similar to Haplosporidium sp.
were detected in all crab species except O. trimaculatus, with higher prevalence in
native crabs (7-40%). Microcells similar to Mikrocytos sp. were observed in 30% of the
green crabs from Puerto Deseado. A prevalence of 3% for microsporidia was found in
Carcinus spp., and using molecular techniques, it was identified as Agmasoma carcini,
representing the discovery of a new species. The green crabs were found to be infected
by a greater number of microparasites compared to the native crabs. However,
populations of Carcinus spp. were free of metazoan parasites, and even showed
resistance to experimental infections, indicating a reduction in their macroparasite
load, such as the digenean M. madrynense and the acanthocephalan P. chasmagnathi,
in Carcinus spp. compared to the native crabs. Furthermore, the invasive crab was
found to be free of infection by the apicomplexan protozoan A. valdessensis, and the
native crab Cy. altimanus and the shrimp B. lilianae were identified as intermediate
hosts in the parasite's life cycle. This finding represented the first in the Southern
Hemisphere and the second for a species of the genus Aggregata in which a life cycle
has been elucidated, providing new insights into the understanding of these parasites
in the region. It is common for invasive species to lose the parasites from their place of
origin. Where Carcinus spp. has been introduced longer ago, it is known to have

acquired parasites; in Patagonia, the time elapsed since its introduction (likely during
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the 1990s) was not sufficient for host-parasite associations to have developed. It is
essential to consider whether the pathogens identified in Carcinus spp. pose a risk to
native fauna and, additionally, to evaluate the origin of these parasites. If these
pathogens are invasive, further research should be conducted to determine whether
they could impact native populations. If the parasite is found to be native, there is a

possibility that it could exert a controlling effect on the invasive population.
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Introduccion general

INTRODUCCION GENERAL

Los parasitos son organismos que mantienen una relacién ecoldgica con otro
organismo, el hospedador, del cual dependen fisiolégica o metabdlicamente (Crofton
1971). Esta relacion puede tener efectos significativos y desproporcionados en el
ecosistema en el que estan presentes (Budria & Candolin 2014). Pueden tener ciclos de
vida simples o directos, en los que utilizan un solo hospedador, o ciclos de vida complejos
o indirectos, en los que utilizan multiples hospedadores (Rohde et al. 1982). También
pueden ser especificos para su hospedador, requiriendo siempre la misma especie, o
generalistas, capaces de utilizar una variedad de organismos como hospedadores
potenciales (Rohde et al. 1982). Estas caracteristicas determinan la magnitud de su
influencia en los hospedadores y en el ecosistema. La especificidad parasitaria se vuelve
especialmente relevante para las interacciones entre especies competidoras, donde una
0 ambas especies intervinientes pueden verse infectadas por un parasito determinado
(Thomas et al. 1995).

Los parasitos desempefan, ademas, un papel fundamental en la ecologia de la
comunidad de cualquier sistema y pueden afectar los procesos que incluyen
interacciones interespecificas, la ecologia del hospedador y la estructura de la red
alimentaria (Hudson & Greenman 1998; Lefevre et al. 2009). Modifican la distribucion
y abundancia de sus hospedadores, lo que a su vez afecta las interacciones en niveles
superiores y, en consecuencia, la dindmica general del ecosistema (Hatcher et al. 2006;
Eash-Loucks et al. 2014).

Las infecciones parasitarias imponen un costo al hospedador, ya que los parasitos
dependen de ellos para su supervivencia y reproduccién, lo que puede manifestarse
desde efectos sutiles como pérdida de la condicidon corporal y dafno tisular, hasta
consecuencias mas graves como la castracion o la muerte (Combes 2001; Poulin 2011).
La magnitud de estos costos depende de las caracteristicas, tanto del hospedador como
del parasito; por ejemplo, parasitos mas virulentos pueden causar una mayor reduccion
en la aptitud del hospedador. Los hospedadores pueden contrarrestar los efectos de las
infecciones mediante mecanismos de resistencia o tolerancia, aunque éstos pueden ser
costosos y conducir a compensaciones energéticas entre la defensa inmunitaria y la

reproduccion (Raberg etal. 2009; Martin etal. 2011). Esta carrera armamentista, entre
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Introduccion general

hospedadores (resistencia, tolerancia) y parasitos (virulencia, infectividad) es constante
alo largo de la coevolucién de la relacion parasito-hospedador (Thieltges et al. 2023).

Los pardsitos existen en todos los sistemas; sin embargo, su papel en las
invasiones marinas esta relativamente inexplorado (Blakeslee et al. 2013). Cada vez se
reconoce mas su importancia como factor en la biologia de las invasiones (Lagrue 2017).
En este contexto, los parasitos cointroducidos se definen como aquellos que han sido
transportados con un hospedador a una nueva localidad, fuera de su rango natural, y
los parasitos coinvasores como aquellos que han sido cointroducidos y luego se han
propagado a nuevos hospedadores nativos (Lymbery et al. 2014).

Las invasiones bioldgicas representan una preocupaciéon para la conservacion a
nivel global debido a su impacto negativo en la biodiversidad, los ecosistemas, la
economia y la salud humana (PySek et al. 2020). Los sistemas marinos costeros se
encuentran entre los ecosistemas mas invadidos del mundo (Goedknegt et al. 2016). A
lo largo de la historia maritima, los seres humanos han desempefiado un papel
fundamental en la introduccién de especies en lugares nuevos y previamente
inaccesibles (Carlton & Geller 1993). Las invasiones biolégicas representan una
importante amenaza ambiental en el Antropoceno, reconocida como uno de los cinco
principales impulsores directos del cambio en la naturaleza que se ha acelerado durante
los ultimos 50 afios (Orensanz et al. 2002; IPBES 2019; Schwindt et al. 2020). En su
mayoria, son consecuencia no intencionada de actividades primarias como el comercio y
el turismo, lo que provoca el transporte involuntario de especies invasoras (Lodge et al.
2006; Hulme 2015). Los principales vectores citados para estas introducciones
accidentales son la acuicultura, el agua de lastre y el "fouling”" de los barcos (adhesién
de organismos al casco del barco) (Williams et al. 2013).

Una de las principales consecuencias de la introducciéon de especies invasoras es
la pérdida de biodiversidad a nivel global, ya que compiten con las nativas y pueden
llevarlas a la extincién. Este fenémeno representa una preocupacion critica para la
conservacion a nivel mundial (Pejchar & Mooney 2009; Simberloff et al. 2013). Con una
globalizacion econémica cada vez mayor, al igual que las redes comerciales y la
conectividad de los ecosistemas del mundo, se espera que se intensifique la dispersion y

los impactos de las especies exoéticas (Seebens et al. 2016). Comprender por qué algunas
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especies tienen éxito o fracasan al invadir un area nueva puede ayudar a prevenir
futuras introducciones (Carlton 1996; Stachowicz et al. 1999; Chang et al. 2011).

Cuando las especies son introducidas en un ambiente nuevo, diferentes
escenarios pueden alterar el funcionamiento del ecosistema (Lymbery et al. 2014,
Gallardo et al. 2016), causando una multitud de impactos en la biota nativa (Davis 2009;
McGeoch et al. 2010; Lockwood et al. 2013). Entre los impactos directos se encuentran,
la competencia por recursos y la depredacién de especies nativas (Simberloff et al. 2013).
Sin embargo, las especies invasoras también pueden ejercer efectos indirectos, como,
por ejemplo, alterar la dinamica hospedador-parasito, lo que puede dar lugar a
enfermedades emergentes en las especies nativas (Goedknegt et al. 2017a; Chalkowski
et al. 2018). La frecuencia de estos efectos se puede observar en la lista de la Uni6on
Internacional para la Conservacién de la Naturaleza y de los Recursos Naturales
(UICN) de las “100 especies invasoras mas perjudiciales del mundo” (Lowe et al. 2000),
donde se indica que aproximadamente una cuarta parte de las especies invasoras en la
lista causan impactos ecolégicos y econdmicos debido a enfermedades (Hatcher et al.
2012). La presencia o ausencia de pardsitos en un area introducida podria tener un
fuerte impacto sobre la abundancia, distribucién y demografia del hospedador (Torchin
et al. 2001) y afectar gravemente la biodiversidad y los servicios de los ecosistemas (Roy
et al. 2017). Llevar, perder o ganar pardasitos puede alterar el potencial invasivo de las
especies invasoras (Torchin et al. 2003; Vilcinskas 2015) y puede generar cambios en la
comunidad invadida (Dunn & Hatcher 2015).

Los parasitos invasores se han asociado con una disminuciéon en el estado
sanitario de la vida silvestre, y varios de estos ejemplos se han vinculado explicitamente
con una pérdida de biodiversidad nativa (Roy et al. 2017); sin embargo,
alternativamente pueden tener el potencial de controlar la poblacién invasora a través
del control bioldgico (Messing & Wright 2006). Un concepto particularmente importante
es el de “competencia aparente”, en el cual un parasito afecta la aptitud de una especie
en mayor grado que a otra (Hatcher et al. 2006; Lefevre et al. 2009). Esta discrepancia
en el impacto de la infeccion también puede conducir a un incremento en la
biodiversidad, ya que las especies que normalmente podrian ser desplazadas por la
competencia directa pueden persistir debido a la competencia aparente (Lefévre et al.

2009).
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Las especies invasoras pueden albergar parasitos que provienen de tres posibles
procedencias: (I) el drea de origen de la especie invasora, (II) una ubicaciéon intermedia
entre el area de origen de la especie invasora y su ubicacién actual, y (III) la ubicacién
donde la especie invasora se establece (Chalkowski et al. 2018). Es relevante
comprender como los parasitos afectan las interacciones entre especies nativas e
invasoras (Seebens et al. 2016). Se han realizado varios estudios sobre cémo los
parasitos median en el éxito de las invasiones, ya sea a través de que las especies
invasoras escapen de sus parasitos (provenientes de su lugar de origen) (Torchin et al.
2001; Blakeslee et al. 2009; Simmons 2014), la co-introduccién de hospedador y parasito
(Lymbery et al. 2014; Goedknegt et al. 2016), o la adquisicién de parasitos nativos por
parte de una especie invasora (Prenter et al. 2004a; Goedknegt et al. 2016).

La liberacion de enemigos naturales (parasitos) durante el proceso de
translocaciéon puede aumentar la probabilidad del éxito invasivo para las especies
introducidas, fenémeno conocido como la “hipétesis de liberacién de enemigos” (Elton
1958; Keane & Crawley 2002). A lo largo de este proceso, diversas barreras pueden
intervenir para reducir la presencia de depredadores y pardasitos que son cointroducidos
en el nuevo habitat de la especie (Keane & Crawley 2002; Torchin et al. 2003; Colautti
et al. 2004). Un ejemplo destacado es el cangrejo verde invasor, Carcinus maenas
(Linnaeus, 1758), cuya liberacién de parasitos ha sido objeto de varias investigaciones
(Torchin etal. 2001; Blakeslee etal. 2015, Bojko etal. 2018).

Las especies invasoras pueden modificar las interacciones establecidas entre
parasitos y hospedadores en la region invadida. Por ejemplo, cuando las especies
invasoras funcionan como hospedadores alternativos para pardsitos nativos o
previamente establecidos, pueden aumentar el tamafio de las poblaciones de parasitos
y llevar a niveles de infeccién mas altos en las poblaciones de hospedadores nativos,
fendomeno conocido como el "efecto spillback” (Kelly et al. 2009).

Otro mecanismo subyacente implica la cointroduccion de parasitos junto con
especies invasoras, los cuales pueden luego transmitirse a especies hospedadoras
nativas previamente no expuestas. Este fenémeno, conocido como "efecto spillover”,
tiene el potencial de desencadenar la aparicion de enfermedades que podrian tener
consecuencias en cascada en los ecosistemas invadidos (Daszak et al. 2000; Prenter et

al. 2004a; Kelly et al. 2009).
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Se conoce que los invertebrados albergan una amplia gama de especies
parasitarias y pueden representar un riesgo significativo como portadores de parasitos,
lo que resulta en dafios y pérdidas econdmicas, tanto para la produccién y seguridad
alimentaria, como para la biodiversidad global (Daszak et al. 2000; Roy et al. 2017). En
2017, se identificaron alrededor de 1054 invertebrados acudticos invasores a nivel
mundial, representando riesgos para el medio ambiente, la economia, la salud humana
y la vida silvestre (Bojko et al. 2021). Entre estos invasores, los crustaceos conformaron
el grupo mas numeroso, con 323 especies, destacandose la importancia de los decapodos,
especialmente Ca. maenas (Bojko et al. 2021).

La ubicuidad de especies marinas hermanas, las cuales solo pueden ser
identificadas mediante andlisis genéticos, sugiere que muchas invasiones son cripticas
y se identifican erréneamente, lo que resulta en una subestimaciéon de la diversidad de
las especies invasoras (Geller et al. 1997). En el caso de los cangrejos verdes (Carcinus
spp.), dos especies nativas de Europa, Ca. maenas (especie atlantica) y Carcinus
aestuarii Nardo, 1847 (especie mediterranea), son morfolégicamente muy similares
(Carlton & Cohen 2003; Leignel et al. 2014).

Carcinus maenas es un invasor exitoso a nivel global debido a su plasticidad
fenotipica, amplia tolerancia y dieta omnivora, con poblaciones establecidas en todos los
continentes excepto la Antartida (Darling et al. 2008; Young & Elliott 2019) (Figura 1).
Segun todas las estimaciones, Ca. maenas es una de las especies invasoras mas
ampliamente distribuidas y dafiinas en los ecosistemas marinos (Base de Datos Global
de Especies Invasoras de la UICN 2023). Su distribucién de origen incluye Mauritania,
en el noroeste de Africa, Europa del Norte, Reino Unido, Noruega, Islas Feroe e Islandia
(Behrens Yamada & Gillespie 2008; Compton et al. 2010). Esta larga y compleja historia
de invasion comenzé a principios del siglo XIX con el establecimiento de la primera
poblacién invasora conocida en la costa atlantica de Estados Unidos, probablemente
introducida a través de lastre solido (Carlton & Cohen 2003; Roman 2006). Desde
entonces, se ha establecido en Australia (en la década de 1890), Sudafrica (1983), Japon
(1984), 1a costa del Pacifico de América del Norte (1989), las provincias maritimas del
norte de Canada (1991), Tasmania (1993) y mas recientemente, Argentina (1999 o
previamente) (Hidalgo et al. 2005).
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Figura 1. Distribucion mundial del cangrejo verde Carcinus maenas (Linnaeus 1758) en su area de origen
(verde) y areas invadidas (rojo). Los numeros indican el orden de invasion: 1) Costa este de Estados
Unidos (1817), 2) Australia (1890), 3) Sudéfrica (1983), 4) Jap6n (1984), 5) Costa oeste de Estados Unidos
(1989), 6) provincias maritimas del Norte de Canada (1991), 7) Tasmania (1993), 8) Argentina (1999).
Mapa extraido de https://en.wikipedia.org/wiki/Carcinus_maenas con datos provenientes de CSIRO,
Darling et al. (2008) y Torchin etal. (2001).

Carcinus aestuarii, originario del Mar Mediterraneo (Carlton & Cohen 2003;
Behrens Yamada & Gillespie 2008), s6lo se ha registrado fuera de su area origen en
Sudafrica y Japon (Geller et al. 1997; Carlton & Cohen 2003). No se conoce ningln caso
de Ca. aestuarii estableciéndose de forma independiente de su congénere Ca. maenas, y
se ha sugerido que puede haber hibridos de Ca. maenas x Ca. aestuarii en lugares poco
estudiados de su area de distribucidn de origen, o pueden estar presentes en poblaciones
introducidas después del establecimiento de ambas especies (Geller et al. 1997).

En la costa del Atlantico sudoeste, Ca. maenas fue detectado en 2001 por Vinuesa
(2005) en Comodoro Rivadavia (45° 52” S) y Rada Tilly (45° 93" S), mientras que Hidalgo
et al. (2005) registraron la especie en Bahia Camarones (44° 79" S) en 2003. Los
mencionados autores hipotetizan que habria arribado a Argentina en 1999 o
previamente. En 2015, la especie fue reportada en Puerto Madryn (42° 46”S) en el Golfo

Nuevo, extendiendo asi su rango de distribucién 250 km hacia el norte (Torres &
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Gonzalez-Pisani 2016). Segin un estudio llevado a cabo por Darling et al. (2008), la
poblacién de Argentina es genéticamente mas similar a las poblaciones australianas y
de Tasmania, por lo cual se hipotetiza que la introduccién habria ocurrido desde alli.

El cangrejo verde habita en las costas rocosas desde la zona intermareal hasta
una profundidad de 5-6 metros (Klassen & Locke 2007). En la Patagonia, se ha
informado que coexiste con los cangrejos nativos Cyrtograpsus altimanus Rathbun,
1914, Cyrtograpsus angulatus Dana, 1851, entre otros (Vinuesa 2005). Por otra parte,
en el submareal somero de los Golfos Nuevo y San Jorge (42°- 43°S y 642- 6520
respectivamente), existen especies de cangrejos reconocidas como recursos pesqueros,
como el cangrejo nadador, Ovalipes trimaculatus (De Haan, 1833) (Vinuesa 2005; Dima
et al. 2013; de la Barra 2019), que también se ha observado que coexiste con el cangrejo
verde (Malvé et al. 2020).

Un estudio reciente de metagendémica realizado por Cordone et al. (2022) detectd
secuencias correspondientes a Ca. aestuarii en el ADN del contenido estomacal de Ca.
maenas en el Golfo Nuevo, debido a la alta abundancia de secuencias de ambas especies
en cada muestra individual, los autores sugieren la posibilidad de hibridacién en la
region patagoénica. Teniendo en cuenta estos resultados y para simplificar las
referencias a ambas especies de cangrejo verde, se utilizara el término "Carcinus spp."
a lo largo de esta tesis, reconociendo la posible coexistencia e hibridacién entre Ca.
maenas y Ca. aestuarii en la regiéon patagodnica.

Asimismo, Carcinus spp. ha experimentado un aumento significativo en su
abundancia en la region de Patagonia, colonizando diversas areas costeras. Este
fenémeno plantea preocupaciones sobre su posible impacto en multiples especies y
supone una amenaza para las comunidades tanto intermareales como submareales en
la zona patagénica (Battini & Bortolus 2020). No hay ningiin estudio parasitolégico en
Carcinus spp. en el Atlantico sudoeste. Hasta la fecha, Cordone et al. (2022) detectaron
secuencias asignadas al género Carcinonemertes en la costa patagoOnica, un parasito
nemertino conocido por infectar poblaciones de este cangrejo (Torchin et al. 1996). En el
Apéndice [ se detallan los simbiontes que se conocen en su area de origen y en los sitios
que ha invadido.

Los cangrejos nativos, Cy. altimanus y Cy. angulatus, se han reportado como

hospedadores intermediarios en el ciclo de vida de un trematode y de un acantocéfalo
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en Patagonia (Diaz & Cremonte 2010; Alda et al. 2011a, 2013; Bagnato et al. 2015;
Rodriguez et al. 2017). Con respecto al cangrejo O. trimaculatus, si bien la especie tiene
particular relevancia econémica y social por ser un recurso pesquero desde hace mas de
una década (de la Barra 2019), no existen antecedentes de estudios parasitolégicos.

Se ha observado que ciertos crustaceos decapodos podrian desempefiar un papel
crucial como hospedadores intermediarios en el ciclo de vida de un grupo de protozoos
apicomplejos, especialmente del género Aggregata (Dobell 1925; Hochberg 1990; Gestal
et al. 2002a). El ciclo de vida de éstos, incluye a los pulpos como hospedadores
definitivos, siendo los crustaceos su presa habitual (Dobell 1925, Hochberg 1983). En la
costa atlantica de Patagonia, se conoce que estos protozoos infectan al pulpito tehuelche
Octopus tehuelchus (d'Orbigny, 1834) y al pulpo colorado, Enteroctopus megalocyathus
(Gould, 1852) (Sardella et al. 2000); sin embargo, ain no se ha identificado con certeza
qué especies de crustaceos decapodos son los hospedadores intermediarios en este ciclo.
Las poblaciones de especies invasoras, como las del cangrejo verde, que se
encuentran ampliamente distribuidas en todo el mundo, resultan ser un modelo ideal
para evaluar el efecto de las especies invasoras sobre las nativas (Bojko et al. 2018).
Hasta la fecha, los parasitos en las especies invasoras estdn muy poco estudiados (Roy
et al. 2017). Una comprensién clara de los parasitos transportados por especies
invasoras es fundamental para evaluar de manera efectiva el riesgo que representan
éstos para la biodiversidad nativa.

A lo largo de esta tesis se utilizaran diversos términos, tales como: parasito:
organismo que vive dentro o sobre otro organismo (el hospedador), el cual depende
metabdlicamente de éste y provoca cierto grado de daio, lo que puede afectar la salud e
incluso provocar su mortalidad (Poulin 2006); con ello nos referimos a todos los
microparasitos, macroparasitos y patoégenos. Se utilizara el término patégeno: agente
infeccioso viral, bacteriano o unicelular que reduce la supervivencia y el estado de salud
del hospedador. Asimismo, se utilizara el término comensal para describir a un
epibionte o ectobionte que convive con el hospedador sin alterar su estado de salud.
Estos términos se engloban dentro del concepto de "simbionte". El término
introduccion se refiere a un organismo que es desplazado directa o indirectamente por
actividades humanas mas alla de los limites de su area de distribuciéon geografica nativa

hacia un area en la que no ocurre naturalmente (Falk-Petersen et al. 2006). El término
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macroparasitos incluye a los helmintos y artrépodos. Generalmente, estos parasitos
no se replican directamente dentro del hospedador definitivo, salvo en ciertos estadios
asexuales de los digeneos y cestodos. Tienen un tiempo generacional largo, y su tamafio
poblacional depende de la inmigracién y muerte de los individuos. En estudios
epidemiologicos, la unidad de analisis son los individuos parasitos. La enfermedad en el
hospedador esta relacionada con la intensidad de la infeccién (Bush et al. 1997), y el
término microparasitos se refiere a los parasitos de tamafio microscépico que
generalmente incluye virus, bacterias (rickettsias incluidas) y protozoos. Estos
organismos presentan un tiempo generacional corto, pueden ser intra o extracelulares,
y su abundancia es dificil de cuantificar. En estudios epidemiolégicos, la unidad de

analisis es el hospedador infectado (Anderson & May 1981).
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar los parasitos que afectan a poblaciones de cuatro especies de crustaceos
decapodos: un invasor (Carcinus spp.) y tres nativos (Cyrtograpsus altimanus, Cy.
angulatus y Ovalipes trimaculatus) que habitan el litoral patagénico, con el fin de
evaluar la presencia de parasitos en las poblaciones naturales, y la potencial ocurrencia
de los efectos “spillback” (transmisién de pardasitos nativos a hospedadores invasores) y

“spillover” (transmision de parasitos del hospedador invasor a hospedadores nativos).

OBJETIVOS ESPECIFICOS E HIPOTESIS
ASOCIADAS

1. Determinar los simbiontes presentes en Carcinus spp. en los sitios recientemente
invadidos en el litoral patagdnico y en las poblaciones de los cangrejos nativos Cy.
altimanus, Cy. angulatus 'y Ovalipes trimaculatus.

2. Comparar la prevalencia la intensidad media y la riqueza de los simbiontes hallados
en Carcinus spp. y en las poblaciones de los cangrejos nativos Cy. altimanus, Cy.
angulatus y O. trimaculatus.

Hipétesis 2: Los valores de prevalencia, intensidad media y riqueza de simbiontes en

Carcinus spp. son menores que en los cangrejos nativos (Cy. altimanus, Cy. angulatus

y O. trimaculatus), debido a la posible liberacion de parasitos por parte del cangrejo

invasor y al corto tiempo desde su introduccion, insuficiente para que se establezca una

asociacién hospedador-parasito estable.

3. Evaluar la susceptibilidad del cangrejo invasor y de los cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp. al apicomplejo Aggregata sp. (Aggregatidae) y (en caso de que no
se encuentren especimenes parasitados en las poblaciones naturales), infectandolos
experimentalmente con ooquistes presentes en el pulpito Tehuelche, Octopus
tehuelchus (hospedador definitivo).

Hipétesis 3: Carcinus spp. y los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. son susceptibles a

la parasitacién por coccidios del género Aggregata, dado que ambos son presas del

pulpito Tehuelche (0. tehuelchus), hospedador definitivo en el ciclo de vida del pardsito.

4. Evaluar la susceptibilidad del cangrejo invasor al pardasito digeneo, Maritrema

madrynense (Microphallidae) mediante experimentos de exposiciéon y cohabitacion.
10
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Hipétesis 4. Carcinus spp. es susceptible de hallarse parasitado por metacercarias de

M. madrynense (y otros trematodes microfalidos eventualmente presentes en los
nativos), dado que las gaviotas cocineras transmiten estos parasitos y el cangrejo verde

es un item presa de las mismas.

METODOLOGIA GENERAL

Sitios de estudio

Los sitios de estudio comprendieron los niveles intermareales rocosos y submareal
somero de las localidades de Puerto Madryn y Bahia Camarones, provincia del Chubut
(Figura 2). Los sitios de colecta en la localidad de Puerto Madryn fueron Playa Kaiser
(42°47’ S; 64°59’ 0) y Cerro Avanzado (42°50’ S; 64°53’ O), que se encuentran en el
extremo sur de la ciudad, sobre el golfo Nuevo (Figura 3). El sitio de muestreo en la
localidad de Bahia Camarones fue Caleta Mejilléon (47°45' S; 65°52' O) (Figura 4). Los
sitios de muestreo fueron seleccionados considerando la coexistencia del cangrejo
invasor con las especies nativas en los niveles intermareales y submareales, basandose
en la presencia documentada del cangrejo invasor en estas areas, asi como en la
accesibilidad del muestreo y el historial de investigacion existente en dichos sitios

(Hidalgo et al. 2005; Vinuesa et al. 2005; Torres & Gonzalez-Pisani et al. 2015).
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64° lZl'O’W

Figura 2. Sitios de muestreo de cangrejos verdes invasores y nativos en la costa del Atlantico sudoeste.
El mapa fue elaborado en QGIS 3.14.15. (Development Team, 2020. QGIS Geographic Information
System. Open Source Geospatial Foundation Project. https://qgis.org.).
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Figura 3. Sitios de colecta en Puerto Madryn. a) Playa Kaiser. b) Playa Cerro Avanzado.
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Figura 4. Sitio de colecta, playa Caleta Mejillén, Bahia Camarones.

Muestreo y toma de datos

Captura de cangrejos: durante la primavera y verano de 2018, y el otofio e invierno de
2019 (Tabla 1), se recolectaron manualmente durante las bajamares (Figura 5) los
especimenes de Carcinus spp., Cy. altimanus y Cy. angulatus, y mediante buceo
auténomo el cangrejo nadador O. trimaculatus. Para la colecta de los ejemplares se conto
con los permisos correspondientes otorgados por la Direccion de Fauna y Flora Silvestre
de la Provincia del Chubut (Disposicion N° 06/2018 DF y FS). Posteriormente, los
cangrejos fueron transportados al Laboratorio de Parasitologia del Instituto de Biologia
de Organismos Marinos (CCT CONICET - CENPAT), en Puerto Madryn, donde se
aseguraron las condiciones dptimas de temperatura y humedad durante el transporte,
mediante su colocacién en cajas de telgopor cubiertas por algas. Luego, los cangrejos
fueron alojados en acuarios conectados a un sistema cerrado de circulacion de agua en
la Sala de Acuarios Experimental del CCT, donde permanecieron hasta su

procesamiento sin suministro de alimento, aproximadamente hasta 48 horas.
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Figura 5. Colecta de cangrejos de forma manual durante la bajamar.
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Tabla 1. Numero de ejemplares por especie de cangrejo colectados en los diferentes sitios (N total
incluyendo todas las estaciones del afio), y nimero de cangrejos analizados con la técnica
correspondiente.

Sitio Especie (N total) Técnica N

Carcinus spp. (N=870) Observacién bajo lupa 870

Microscopia dptica de cortes histolégicos 120

Cyrtograpsus altimanus Observacion bajo lupa 140

Puerto Madryn (N=140) Microscopia 6ptica de cortes histolégicos 65
Cyrtograpsus angulatus Observacién bajo lupa 83

(N= 83)) Microscopia Optica de cortes histolégicos 53

Ovalipes trimaculatus Observacién bajo lupa 95

(N=95) Microscopia 6ptica de cortes histolégicos 95

Carcinus spp. (N=60) Observacion bajo lupa 60

Bahia Microscopia dptica de cortes histolégicos 60
Camarones Cyrtograpsus altimanus Observacién bajo lupa 26
(N=26) Microscopia dptica de cortes histologicos 26

Registros de datos del hospedador: de acuerdo a las regulaciones vigentes de cuidado

animal (Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council 2010), se
procedi6é a la anestesia mediante la disposicion de cada ejemplar en un frasco tapado
dentro de un congelador a -20 °C durante aproximadamente 30 minutos (mayor tiempo
de exposicion para cangrejos de mayor tamafio). Cada espécimen fue medido con un
calibre, registrando el ancho maximo del caparazéon (distancia entre los extremos
distales de las espinas laterales posteriores). Asimismo, se registro el sexo de acuerdo a

la morfologia del abdomen.

Procesamiento de los especimenes

Examinacidén macroscépica: se examindé la superficie externa para detectar la presencia
de epibiontes y de eventuales patdégenos: lesiones en el exoesqueleto tales como
perforaciones o pustulas de color negro en el caparazoén, ocasionado por hongos y
bacterias; en la zona del abdomen, parasitos castradores tales como rizocéfalos o

nemertinos que se alimentan de los huevos del cangrejo.

Procesamiento histoldgico: una seccién de corazén, hepatopancreas, intestino, branquia,
gonada y musculo de cada individuo fueron procesados mediante la histologia clasica,

para lo cual se utilizaron dos cassettes de biopsia, rotulados como A y B, donde en el
16
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cassette A se colocd una porcion de corazén, hepatopancreas, gonada y musculo del
cuerpo, y en el cassette B se colocé una porcidon de branquia, intestino y musculo del
apéndice (Figura 6). Ambos cassettes fueron colocados en soluciéon Davidson (Howard et
al. 2004) por 24 hs para su fijacion y luego conservados en etanol 70%. Posteriormente,
el Med. Vet. Marcelo Santo, en el laboratorio de Histologia del CCT CONICET-
CENPAT, llevé a cabo la deshidratacién mediante una serie progresiva de alcoholes,
finalizando en xileno y posterior inclusiéon en parafina. Cada bloque asi obtenido fue
cortado con micrétomo en secciones de 5 pm de espesor, montado y tefiido con
hematoxilina-eosina (Howard et al. 2004).

Adicionalmente, previa fijacion, pequenas secciones, de aproximadamente 5 mm3,
de los mismos 6rganos fueron conservadas en etanol 96% para eventuales analisis
moleculares, y también otras pequefias secciones de los mismos Organos en
glutaraldehido 2,5% buffer fosfato para eventuales estudios de microscopia electrénica
de transmision (MET). El mencionado procesamiento se realizé de acuerdo al protocolo
del Laboratorio de referencia de la Unién Europea para Enfermedades de Crustaceos

disponible en Internet (http://www.crustaceancrl.eu/sops/2014.pdf).
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o 74

A B

Figura 6. Cassettes A y B rotulados con una porcién de cada 6rgano de los cangrejos para ser procesados
mediante histologia clésica; 1) corazdn, 2) hepatopéancreas, 3) gonada, 4), musculo del cuerpo, 5) branquia,

6) musculo de los apéndices, 7) intestino medio.

Identificacion de los taxa parasitos o de los agentes etiologicos

Examinacién macroscépica interna: luego de la extraccion de cada érgano para los

procesamientos anteriormente descriptos se examind bajo lupa la cavidad general del
cuerpo, el tracto digestivo, la génada, la glandula digestiva, el abdomen y las branquias

en busca de macroparasitos o de anomalias.

Observacioén al microscopio éptico: se examinaron los cortes histolégicos, tefiidos con

hematoxilina y eosina. Los especimenes de helmintos que se hallaron fueron
preservados en etanol 96% en freezer para la posterior secuenciacion de su ADN, y en
formol 4% o glutaraldehido 2,5% para estudios de microscopia electrénica de barrido

(MEB). Los parasitos hallados fueron determinados hasta el nivel taxonémico mas
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preciso posible, recurriendo a distintos métodos segun el taxon parasito y consultando

la bibliografia pertinente o recurriendo a especialistas cuando fue necesario.

Observacion al microscopio electrénico de barrido (MEB) v/o al microscopio electrénico

de transmision (MET): para la observacion mediante MEB, las muestras fueron

recortadas a 3-5 mm, luego fijadas en glutaraldehido al 2,5% a 4°C y deshidratadas en
un gradiente de etanol (25%, 50%, 70%, 80% y 90%), manteniéndolas sumergidas cada
vez durante 15 minutos. Posteriormente, se realizaron tres inmersiones en etanol al
100% durante 10 minutos cada una, seguido por un proceso de reemplazo del punto
critico utilizando hexametildisilazano. Los tejidos fueron secados al aire bajo campana
y montados en portaobjetos con cinta bifaz, metalizados y fotografiados utilizando un
Microscopio Jeol JSM-6460LV. Para el caso del MET se realizaron post-fijaciones en
tetroxido de osmio. El examen de las muestras al MEB se realiz6 en el IBIOMAR por el
Téc. Norberto Andrés de Garin y al MET en la Facultad de Ciencias Veterinarias de la

ciudad de La Plata.

Analisis moleculares: los 6rganos de los cangrejos infectados, observados previamente

en los cortes histolégicos, fueron enviados al Dr. Jamie Bojko de National Horizons

Centre (Teesside University, Darlington) para su posterior analisis molecular.
Caracterizacion cuantitativa de las poblaciones y comunidades parasitas

Parametros cuantitativos de las poblaciones parasitas

Se calcularon los siguientes indices parasitolégicos segun Bush et al. (1997):
Prevalencia: nimero de hospedadores infectados por una especie parasita
particular, dividido por el nimero de total de hospedadores examinados; se expresa en
porcentaje.
Intensidad media: intensidad promedio de una especie particular de parasito
entre los hospedadores infectados. Se calcula como nimero total de parasitos/ namero

de hospedadores infectados.

Pardmetros cuantitativos de las comunidades

Asimismo, para caracterizar de manera cuantitativa a las comunidades, se calculé la

riqueza especifica, como nimero de especies parasitas.
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Analisis de datos

Para conocer las variables que afectan al parasitismo se modelé la variable respuesta:
presencia-ausencia de cada especie de parasito, en funciéon de las variables explicativas:
talla, sexo, estacion del afio, sitio de procedencia y especie de cangrejo utilizando
Modelos Lineales Generalizados (GLM) con distribucién binomial y funcién enlace
“logit” (Agresti 2012) mediante la funcién glm del paquete Ime (Bates et al. 2015). Los
supuestos de los modelos fueron corroborados utilizando la biblioteca DHARMa (Hartig
2018). La seleccion del mejor modelo se llevd a cabo utilizando el método stepwise segun
el Criterio de Informacién de Akaike (stepAIC) en el programa R (Ripley 2002). Para
investigar las diferencias entre grupos, se realizaron comparaciones multiples a
posteriori mediante el test de Tukey (Zar 1999) utilizando la funcién "emmeans” del
paquete emmeans (Lenth et al. 2021). Los graficos se realizaron utilizando el paquete
ggplot2. Todos los andlisis estadisticos fueron corridos utilizando el software de cédigo
abierto R version 3.6.1 (R. Core Team 2020). Se utilizé un nivel de significancia a = 0,05
para todos los analisis estadisticos. Cabe mencionar que no se realizaron analisis
estadisticos para el indice “intensidad”. Esto se debi6é a que, en el caso de algunos
simbiontes, no se pudo calcular dicho indice o los valores obtenidos fueron demasiado

bajos para permitir un andlisis estadistico significativo.
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Capitulo I

CAPITULO 1

El cangrejo verde y sus simbiontes en la Patagonia
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Capitulo I

Introduccion

Los sistemas marinos costeros se consideran entre los ecosistemas mas invadidos del
mundo (Goedknegt et al. 2016). Aunque la costa del Atlantico sudoeste ha sido menos
expuesta a invasiones bioldgicas debido ala menor intensidad del transporte maritimo
en comparacioén con otras areas (Orensanz etal. 2002), la realidad es que la mayoria de
los ecosistemas costeros en esta region ya han sido modificados por la acciéon humana o
se espera que lo sean en un futuro cercano. Actualmente, la costa argentina alberga un
total de 129 especies marinas introducidas y 72 criptogénicas, con una estimacién de
deteccion de una nueva invasion cada 178 dias (Schwindt et al. 2020).

El cangrejo verde ha demostrado una notable capacidad de adaptacion y
resistencia a entornos fuera de su area de origen (Carlton & Cohen 2003; Tepolt &
Somero 2014; Young & Elliott 2019). Esta adaptabilidad bioldgica le permitié invadir
con éxito nuevos ecosistemas mediante el transporte maritimo y la dispersion de larvas
en corrientes oceanicas (Thresher et al. 2003; Hidalgo et al. 2005; Klassen & Locke 2007;
Behrens Yamada et al. 2017). Como resultado, Ca. maenas se encuentra ahora en
latitudes mas polares, incluyendo la costa patagénica de Argentina y las costas de
Terranova y Columbia Britanica en Canada (Cuculescu et al. 1998; Best et al. 2017).

La introduccién de Ca. maenas en la Patagonia argentina pudo haber tenido lugar
en el puerto de Comodoro Rivadavia (sur de la provincia de Chubut), probablemente a
través de las aguas de lastre de un buque petrolero; en afios sucesivos la poblacion se
extendio hacia el norte hasta Bahia Camarones, probablemente mediante el transporte
larvario (Hidalgo et al. 2005). Como se mencion6 en “Introduccioén general”, en un
estudio llevado a cabo por Cordone et al. (2022) mediante metabarcoding, los autores
sugieren la posibilidad de hibridacién en la regién patagdénica de Ca. maenas y su
especie hermana Ca. aestuarii. Cordone et al. (2022) descartaron la posibilidad de que

los resultados fueran consecuencia de canibalismo, como ya ha ocurrido en otros
cangrejos verdes (Gehrels et al. 2017), ya que, durante las inspecciones visuales, en
ninguna parte del contenido estomacal de Ca. maenas se encontraron restos de cangrejo.
En linea con estas observaciones, en la Bahia de Tokio, los analisis genéticos han
confirmado la coexistencia de cangrejos hibridos de ambas especies (Geller et al. 1997).

Los especimenes de ambas especies invasoras, Ca. maenas y Ca. aestuarii,

pueden alcanzar un ancho maximo del caparazén de 9-10 cm y vivir de 4 a 7 afios (Young
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& Elliott 2019). El caparazéon es ligeramente mas ancho que largo, con 5 puntas
marginales por lado entre el ojo y el punto mas ancho del caparazon (Cohen et al. 1995;
Klassen & Locke 2007). Los cangrejos juveniles y adultos habitan la zona intermareal,
siendo los adultos mas abundantes tanto en estas areas como en las submareales, a
menudo a una profundidad de 6-7 metros (Vinuesa 2005; Young & Elliot 2019). La
temperatura es un factor determinante de la distribucién de Carcinus spp, afectando
principalmente el ciclo reproductivo de la especie y los tiempos de desarrollo
embrionario (Vinuesa 2007). Carcinus maenas suele habitar costas resguardadas de
aguas someras, costas rocosas y praderas de pastos marinos, aunque también se lo ha
observado en habitats submareales a profundidades desde 20 hasta 55 metros, lo que
podria asociarse a la temperatura del agua (Crothers 1968; Leignel et al. 2014). Segin
un estudio de Vinuesa (2007) en el Golfo San Jorge, la época reproductiva de Ca. maenas
inicia en enero con el registro de abrazos de precépula siendo el macho de talla mayor a
la hembra. Luego el macho ayuda a mudar a la hembra, ocurre la copula “copula en
blando” y se mantiene el abrazo de postcopula hasta el endurecimiento de la hembra.
Transcurrido el periodo de cépula, las hembras migran a niveles inferiores del litoral
durante el otono e invierno, eclosionando las larvas en setiembre.

Dentro de su area de distribucién de origen, el cangrejo verde es un depredador
voraz que reduce significativamente las poblaciones de presas de invertebrados
benténicos (Reise 1978, Jensen & Jensen 1985), y compite y desplaza a otros decapodos
por el alimento (Eriksson et al. 1975; McDonald et al. 2001). El cangrejo verde ha
afectado negativamente a diversas poblaciones de moluscos y crustaceos en todo el
mundo, convirtiéndose en una de las especies marinas invasoras que ha ocasionado
cambios ecoloégicos significativos en los ecosistemas invadidos (Grosholz et al. 2000;
Poirier et al. 2017; Anton et al. 2019; Marquez et al. 2024). Carcinus maenas esta
incluida entre las 100 especies invasoras mas exitosas por la Union Internacional para
la Conservacion de la Naturaleza y de los Recursos Naturales (IUCN) (Lowe et al. 2000).

Una vez establecidas en nuevas areas, las poblaciones de Ca. maenas han
provocado disminuciones dramaticas en diversos componentes, incluyendo lechos de
pastos marinos como Zostera spp. (Klassen & Locke 2007; Matheson et al. 2016; Howard
etal. 2019), poblaciones de peces costeros (Matheson et al. 2016), especies nativas de
cangrejos (McDonald et al. 2001; Gehrels et al. 2016), y bivalvos (Walton et al. 2002;

Grosholz et al. 2011; Tan & Beal 2015). Un ejemplo impactante de esto ocurri6 en Maine,
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EE.UU., donde la proliferacion de Ca. maenas coincidié con una drastica disminuciéon
de los stocks de la almeja de caparazon blando Mya arenaria Linnaeus, 1758 y el colapso
de su pesqueria (Glude 1955; Hanks 1961). En la costa oeste de América del Norte, el
cangrejo verde ha sido documentado como un factor que impacta sobre diversos niveles
tréficos de las redes alimentarias nativas, lo que ha llevado a una disminucién
significativa en la abundancia de varios taxones de invertebrados (Grosholz et al. 2000).
En Patagonia, el comportamiento agresivo de Ca. maenas ha resultado en una notable
disminucion en la presencia del gaster6podo comestible Buccinastrum deforme (King,
1832), afectando la pesqueria y amenazando la biodiversidad de los ecosistemas costeros
(Marquez et al. 2024).

Las interacciones conflictivas entre el cangrejo verde Ca. maenas y otros
crustaceos decapodos nativos generan preocupaciones significativas, ya sea por
depredacion o competencia, tanto para especies de decapodos comerciales como no
comerciales (McDonald et al. 2001; Lynch & Rochette 2009; Sigurdsson & Rochette
2013). Ejemplos de impacto incluyen el potencial de Ca. maenas para afectar
negativamente a langostas americanas juveniles Homarus americanus Milne Edwards,
1837 en el Golfo de San Lorenzo, Canada (Rossong et al. 2006), asi como su dominio en
la competencia por el alimento con el cangrejo costero Hemigrapsus oregonensis (Dana,
1851) en la costa este de América del Norte (Jensen et al. 2002). En las costas de
Patagonia, el mismo fenémeno fue observado con el cangrejo nativo Cy. angulatus
(Hidalgo et al. 2007). Los estudios del contenido estomacal de Carcinus spp. documentan
una dieta diversa que incluye anélidos (Gee et al. 1985), algas (Elner 1980), crustaceos
(Ropes 1968) y particularmente moluscos (Hughes & Elner 1979; Hadlock 1980; Cohen
et al. 1995; Klassen & Locke 2007; Hidalgo et al. 2007; Conkerton et al. 2017). En
Patagonia, después de su identificacién, se ha llevado a cabo un monitoreo regular del
comportamiento alimentario de este cangrejo invasor mediante observaciones de campo
con escafandra auténoma (SCUBA), durante las cuales se identificaron varias especies
presas, incluyendo a los cangrejos Cyrtograpsus spp. (Battini & Bravo 2020).
Recientemente, Cordone et al. (2022) utilizaron diferentes técnicas para estudiar la
dieta del cangrejo verde que habita en el golfo Nuevo, encontrando que los principales
phyla consumidos también fueron los mas abundantes en el area de estudio (Mollusca,

Arthropoda y Phaeophyceae).
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La robustez y alto potencial reproductivo del cangrejo verde lo convierten en una
especie sumamente dificil de erradicar una vez establecido en un sitio (Drinkwin et al.
2018; Mabin et al. 2020). A pesar de los esfuerzos considerables de gobiernos y paises
para eliminar su invasion (Ens et al. 2022), los dafios causados por estos crustaceos son
tan graves que la tarea se vuelve un gran desafio. La persistencia de este problema
resalta la necesidad urgente de estrategias mas efectivas para gestionar y controlar su
propagacion.

Carcinus spp. actia como hospedador de una amplia diversidad de fauna de
simbiontes, tanto en su area de origen de distribuciéon como en sus areas introducidas
(ver Apéndice I). En su area de distribuciéon de origen, los cangrejos verdes se ven
afectados por diversos parasitos helmintos, entre los cuales se incluyen el acantocéfalo
Profillicolis botulus (Van Cleave, 1916); los digeneos trematodes Maritrema
portucalensis Pina, Russell-Pinto & Rodrigues, 2011, Microphallus spp.; cestodes y
nemertinos (Coe 1902; Torchin et al. 2001; Kuris et al. 2005; Stentiford & Feist 2005;
Pina etal. 2011; Bojko et al. 2018).

En las costas de América del Norte, donde estos cangrejos han sido introducidos,
se ha registrado la presencia de Unicamente tres especies de helmintos que los infectan:
Profilicollis botulus Meyer, 1931, Microphallus similis (Jagerskiold, 1900) y un
nematodo larvario no identificado (Brattey et al. 1985; Blakeslee et al. 2009; 2015; Bojko
et al. 2018). En particular, la infecciéon por P. botulus desencadena una respuesta de
melanizacién cuando lisa el epitelio intestinal del cangrejo (Bojko et al. 2018). Aunque
se ha observado una respuesta inmune de melanizacién por P. botulus, no se han
identificado respuestas inmunitarias similares en otras infecciones helminticas que
afectan a los cangrejos verdes (Coe 1902; Brattey et al. 1985; Stentiford & Feist 2005;
Pina et al. 2011; Blakeslee et al. 2015; Bojko et al. 2018).

En la reciente region invadida de la Patagonia, se ha detectado la presencia del
género Carcinonemertes en cangrejos verdes mediante metagendmica (Cordone et al.
2022). Las especies del nemertino Carcinonemertes son conocidas por parasitar
poblaciones de este cangrejo (Torchin et al. 1996). Estos gusanos, que infectan una
variedad de crustaceos decapodos, son reconocidos como voraces depredadores de huevos
(Wickham 1978; Kuris & Wickham 1987; Berben et al. 2023). Su impacto ecologico es el
de un depredador, ya que mata a embriones individuales; sin embargo, considerando

tanto su ciclo de vida, la estrecha vinculacién con el hospedador y el empleo de senales
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quimicas mediadas por este ultimo, son tan prominentes que su biologia se asemeja
efectivamente al parasitismo (Kuris 1993). Los gusanos Carcinonemertes son
responsables del colapso de las pesquerias de crustaceos en la costa oeste de América
del Norte (Wickham 1980; Shields & Kuris 1988; Shields et al. 1990) dado su efecto
negativo sobre el desempefio reproductivo femenino (Wickham 1979; Kuris et al. 1991;
Kuris 1993, Torchin et al. 1996; Simpson 2018).

Ademas, los cangrejos verdes en su area de distribucion de origen se ven afectados
por diversos simbiontes no helmintos (Ver Apéndice I). Entre estos se incluyen virus, el
microsporidio Ameson pulvis (Pérez, 1905), protozoos Haplosporidium spp., gregarinas,
dinoflagelados Hematodinium spp., el rizocefdlo Sacculina carcini Thompson,1836,
isopodos y tunicados (Stentiford & Feist 2005; Bojko et al. 2018; Davies et al. 2019; 2020;
Bojko et al. 2018). En el caso de areas introducidas, se han registrado simbiontes no
helmintos como virus, bacterias, el microsporidio A. pulvis, y Parahepatospora carcini
Bojko, Clark, Bass, Dunn, Stewart-Clark, Stebbing & Stentiford, 2017, el dinoflagelado
Hematodinium perezi Chatton & Poisson, 1931, y una ameba no identificada (Bojko et
al. 2017; 2018; 2021). Estos hallazgos se registraron en Nueva Escocia, Canada y areas
limitrofes de Estados Unidos, donde los cangrejos han estado presentes desde su
introduccion en 1991, hace mas de 30 afios (Darling et al. 2008).

Las filogenias de microsporidios construidas a partir de datos de secuencias de
genes ribosomales han llevado a propuestas para cinco clados microsporidios
taxondmicamente distintivos (I, II, III, IV, V), cada uno de los cuales puede ser
posteriormente alineado en tres agrupaciones ecoldgicas amplias: Marinosporidia (V);
Terresporidia (II, IV); y Aquasporidia (I, III) (Vossbrinck & Debrunner-Vossbrinck,
2005). El clado IV forma un grupo particularmente interesante debido al hecho de que
contiene a la familia Enterocytozoonidae, donde todos los taxones conocidos infectan
invertebrados acuaticos o peces (Bojko et al. 2017). Hasta la fecha, los microsporidios
que afectan a Ca. maenas pertenecen al Clado I (A. pulvis) y al Clado IV (P. carcini).

Hasta el momento, no se ha llevado a cabo un estudio especifico para detectar
simbiontes en Carcinus spp. en el Atlantico sudoeste. La realidad es que se carece de un
conocimiento exhaustivo acerca de los simbiontes transportados por organismos
invasores (Roy et al. 2017). Un anadlisis detallado de las asociaciones de los simbiontes
en Carcinus spp. crea un escenario propicio que facilita la realizacion de investigaciones

sobre la movilidad y dispersién de simbiontes a lo largo de rutas invasivas. Estos
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estudios podrian contribuir de manera significativa a nuestra comprension del

mecanismo de liberacién de parasitos.

Objetivos

e Determinar los simbiontes presentes en Carcinus spp. en los sitios recientemente
invadidos en el litoral patagénico.
e C(Cuantificar la prevalencia y la intensidad media de los simbiontes hallados en

Carcinus spp.

Materiales y métodos

Muestreo, procesamiento v examinacién de macrosimbiontes

El sitio de estudio y la metodologia empleada fueron descriptos en “Materiales y métodos
generales”.

En la costa de Puerto Madryn se llevaron a cabo muestreos estacionales durante
los afios 2018 y 2019, abarcando un total de 870 cangrejos verdes. En Bahia Camarones,
los muestreos se realizaron en la primavera de 2018 y en el otofio de 2019, obteniendo
un total de 60 cangrejos verdes. Adicionalmente, se realizé un muestreo puntual de 10
cangrejos verdes en Puerto Deseado, provincia de Santa Cruz, en el intermareal de la
playa Punta Buque (48° 06’ S; 65° 55’ 0) durante el otofio de 2018 (Tabla 2).

Se realizaron las disecciones de cada ejemplar y se examinaron bajo lupa en busca
de simbiontes, tal como se detalla “Metodologia general”.

Como parte de un muestreo adicional destinado a identificar parasitos en la
hemolinfa, durante la primavera y el verano de 2021, se recolectaron un total de 60
ejemplares de Carcinus spp. en el intermareal inferior préximo al muelle Almirante

Storni de la ciudad de Puerto Madryn (42°49'S; 65°04' 0) (Tabla 2).
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Tabla 2. Técnicas utilizadas para la identificacion de los simbiontes en Carcinus spp. en los diferentes
sitios de muestreo.

Técnica aplicada n (sitio) Objetivo

870 (Puerto Madryn)
Observacién bajo lupa 60 (Bahia Camarones) Epibiontes y simbiontes macroparasitos

10 (Puerto Deseado)

120 (Puerto Madryn)
Microscopia 6ptica de cortes Identificacién de microparasitos y
60 (Bahia Camarones)
histolégicos patologias

10 (Puerto Deseado)

Microscopialéptica de 60 (muelle Almirante Storni) Identificacién de microsporidios
hemolinfa

R . . Identificacién taxonémica y filogenia del
Andlisis molecular y 2 (muestreo puntual en muelle Almirante Storni y og

filogenético y Puerto Madryn) microsporidio

Procesamiento histoldgico

Aproximadamente 30 ejemplares por estacidon del afio colectados en Puerto Madryn y
Bahia Camarones, mas el total de los ejemplares (10) colectados en Puerto Deseado,
fueron procesados mediante histologia clasica (Tabla 2), siguiendo el protocolo que se

describi6 en “Metodologia general”.

Extraccién de hemolinfa para detectar esporas de microsporidios

Los cangrejos colectados en la playa cercana al muelle fueron exclusivamente sometidos
a la extraccién y procesamiento de hemolinfa con el objetivo de hallar la presencia de
microsporidios presentes en la misma (Tabla 2). Este procedimiento consistié en obtener
0,2 ml hemolinfa de la membrana no esclerotizada de las patas caminadoras, utilizando
una jeringa de plastico de 1 ml (Figura 7). Posteriormente, la hemolinfa obtenida se
transfirio a tubos Eppendorf y se diluy6 en una proporciéon 1:2 con una solucién de
Alsever, la cual actia como agente anticoagulante. Dicha solucién anticoagulante
contiene citrato de sodio (27 mM), NaCl (336 mM), glucosa (115 nM) y EDTA (9 nM), y
se ajusté a un pH de 7,2 antes de ser conservada a 5°C, siguiendo el protocolo establecido
por Kondo al. (2003). Posteriormente, se realiz6 la observacion de estas preparaciones

bajo un microscopio 6ptico (Leica DM2500) equipado con contraste de interferencia
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Nomarsky. Los ejemplares en los que no se observaban parasitos fueron devueltos a su

ambiente natural.

4

=4

Figura 7. Extraccion de hemolinfa de la membrana no esclerotizada de las patas caminadoras.

Andlisis moleculares v filogenéticos

Los drganos (hepatopancreas, corazon, branquias y musculo) de dos ejemplares de
Carcinus spp., de los cuales uno de ellos presentaba signos evidentes de una infeccién
microsporidiana mediante previa observacién al microscopio 6ptico y el otro cangrejo
mediante observacion de esporas en la hemolinfa, fueron enviados (fijados en etanol
96%) al Dr. Jamie Bojko (Universidad de Teesside, Inglaterra) para estudios
moleculares a fin de determinar la identidad taxonémica del hospedador y posterior
andlisis metagendmico, para determinar su microbioma. Asimismo, el Dr. Bojko realiz6
analisis adicionales para determinar la identidad taxonémica del microsporidio

sospechado y su posicidon filogenética (Frizzera et al. 2021; Bojko et al. 2023).

Andlisis estadisticos

Se estudi6 la presencia o ausencia de los parasitos mas prevalentes (prevalencia igual o
superior al 3%) Carcinus spp. en funcion de la talla, el sexo, la estacion del afio y el sitio

de procedencia, tal como se detalla en la seccién de "Metodologia general". Ademas, se
29

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Capitulo I

investigd la relacion entre la talla del hospedador y la intensidad de los ciliados
mediante el analisis de correlacion de Spearman (Siegel 1979). Adicionalmente, para
evaluar si la talla de los cangrejos variaba segun las variables sexo, estacién y sitio, se
utilizé GLM con una distribucién gaussiana y funcién enlace “identity” (Agresti 2012).
También se evaluaron las diferencias en la talla entre cangrejos de Puerto Madryn y
Bahia Camarones en funcién del sexo y la estacién, considerando unicamente las
estaciones coincidentes en ambos sitios durante el muestreo. Los supuestos de los
modelos, la seleccién del mejor modelo y las comparaciones multiples se explican en

detalle en la seccion de "Metodologia general”.

Resultados

Datos morfométricos

La talla media de las especies de cangrejos recolectadas por sitio se detalla en la Tabla

3.

En los cangrejos procedentes de Puerto Madryn, tanto la estaciéon (x*= 18,896, p
< 0,001) como el sexo (x?= 15,390, p < 0,001) tuvieron efectos significativos sobre el
tamafo de los cangrejos, mientras que la interaccidon entre estaciéon y sexo no fue
significativa (p > 0,05). Los machos resultaron significativamente mas grandes que las
hembras, con una diferencia promedio de 10,4 mm (p = 0,0003). Ademas, se observaron
diferencias significativas en el tamafo entre las estaciones del afio, particularmente
entre el verano y el otofio, con los cangrejos en verano siendo en promedio 13,38 mm

mas grandes que en otofo (p = 0,0015).

En los cangrejos procedentes de Bahia Camarones, la interaccién entre estaciéon
y sexo fue significativa (x* = 7,082, p = 0,0078). En la primavera las hembras (54,9 mm)
resultaron significativamente mas grandes que los machos (40,5 mm; p = 0,0024);
mientras que, en otofio, no se encontraron diferencias significativas entre los sexos (p >

0,05).

El analisis que evalto el efecto de las variables estacién, sexo, y sitio sobre la talla
de los cangrejos, revelaron que el sitio tuvo un efecto significativo (x*= 18,007, p < 0,001).
Asimismo, se observaron interacciones significativas entre estaciéon y sexo (p = 0,026) y

entre sexo y sitio (p = 0,017). Las hembras de ambos sitios difirieron significativamente
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en tamafo, siendo mas grandes las provenientes de Bahia Camarones (18,36 mm, p <
0,001).

La distribucién sexual (hembra/macho) en Carcinus spp. exhibié variaciones
entre los distintos sitios. En Puerto Madryn, los cangrejos mostraron un sesgo
masculino (340/530), mientras que, en Bahia Camarones se observo un sesgo hacia las
hembras (36/24) (Tabla 3). En Puerto Deseado, la distribucién sexual fue equitativa, con
un conteo de 5 machos y 5 hembras (Tabla 3). En el intermareal cercano al muelle
Almirante Storni de Puerto Madryn, la proporcion de sexo fue de 32 hembras porl8

machos.

31

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Capitulo I

Tabla 3. Ancho promedio (AC) y rango del caparazon y proporcién de sexos de los cangrejos y
prevalencia (%) e intensidad media (entre paréntesis) de los simbiontes registrados en Carcinus spp.,
recolectados estacionalmente en Puerto Madryn, Bahia Camarones y Puerto Deseado, costa del Atlantico
sudoeste. La tabla se divide en dos partes: la primera muestra el total de ejemplares observados en el
microscopio estereoscopico (lupa), las medidas de AC y la proporcion de sexos correspondientes; la
segunda parte presenta los resultados de la submuestra procesada para histologia observada bajo
microscopio optico y los simbiontes hallados. Todos los ejemplares de Bahia Camarones y Puerto
Deseado fueron procesados para histologia. Por lo tanto, los datos morfoldgicos y la proporcion de sexos
se presentan en la primera seccion de la tabla.

Sitios Puerto Madryn Bahia Camarones Puerto
Deseado
Estacién primavera verano otofio invierno primamera otofio otofio
N total (microscopio 230 255 200 185 30 30 10
estereoscopico)
AC y rango (mm) 43 (21 -77) 53 (30-73) 39(9 - 45 (12 -68) 49 (20-76) 51 (34-72) 53 (35-75)
70)
Proporciéon de sexos 88/142 89/166 91/109 72/113 17/13 19/11 5/5
(hembra/macho)
N (Histologia) 30 30 30 30 30 30 10
AC y rango (mm) 43 (24- 61) 50 (30-72) 37 (10-70) 47 (12-68)
Proporcién sexual 5/25 10/20 13/17 12/18
(hembra/macho)
Virus-like 7 23 23 20 0 0 0
Microorganismos 0 7 (20) 0 0 0 0 2 (15)
procarioticos
Ciliados 0 7 (8,3) 13 (6,5) 3(7) 20 (8,8) 20 (5,8) 0
Microsporidio Agmasoma 0 0 0 3 0 0 0
carcini
Haplosporidium-like 16 0 20 3 7 0 0
Mikrocytos-like 0 0 0 0 0 0 30
Simbiontes

Carcinus spp. se hall6 libre de epibiontes y macrosimbiontes, como se muestra en la
Tabla 3. Por otro lado, a través de los analisis histologicos, se identificaron siete
simbiontes presentes en Carcinus spp. (Tabla 3).

Se pudo apreciar una aparente patologia de origen viral en los ntcleos de los
hemocitos circulantes. Especificamente, se observé un viroplasma, tefiido de un tono

purpura oscuro, causando hipertrofia nuclear y marginaciéon de la cromatina en la célula
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del hospedador (Figura 8 A-B). Sin embargo, esta infeccién no pareci6é inducir una
respuesta inflamatoria por parte del hospedador. La mayor prevalencia de esta infeccién
se registré en los cangrejos recolectados en Puerto Madryn durante el verano y otofio
(23%) y en invierno (20%), en comparacién con los resultados obtenidos en Bahia

Camarones (Tabla 3). En Puerto Deseado no se observaron inclusiones del tipo viral.

Figura 8. Secciones histologicas (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. con patologia tipo viral en los
hemocitos ubicados en el hemocele (h) alrededor de los tubulos hepatopancreéticos (ht). A) Se aprecian
hemocitos no infectados (punta de flecha) e infectados (flecha). B) Detalle de un hemocito infectado,
destacando la migracion de la cromatina (flecha). Barras de escala: 20 pum.

Se observaron microorganismos procariotas basoéfilos intracelulares en las células
epiteliales del hepatopancreas en los cangrejos de Puerto Madryn (verano7%) y en
Puerto Deseado (2%) con intensidades medias de 20 y 15 respectivamente (Tabla 3). La
presencia de estas colonias provoco hipertrofia de la célula hospedadora (Figura 9 A-B).
Se observaron protistas ciliados pedunculados en las branquias. Se
caracterizaron como basofilos, con un macronucleo curvo y varios micronucleos (Figura
9 C). La mayor prevalencia e intensidad media se registr6 en los cangrejos colectados en

otofio en Puerto Madryn, con valores de 13% y 6,5 respectivamente (Tabla 3).
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Figura 9. Secciones histologicas (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. infectado con microrganismos
procariéticos. A) Colonias basofilas intracelulares de microorganismos procariotas (flecha) en células
epiteliales del hepatopéncreas (ht). B) Colonias de microorganismos procariotas causando hipertrofia de
las células del hospedador (flechas).C) Ciliado pedunculado (flecha) en la lamela branquial (Ib). Barras de
escala: 50 um (A, B), 20 um (C).

Se detectaron infecciones similares a Haplosporidium sp. (Haplosporidia)
evidencidandose la presencia de plasmodios en hepatopancreas y branquias (Figura 10
A-B) y etapas unicelulares en el hepatopancreas (Figura 10 C). Asimismo, se constato
la presencia de esporoquistes con esporoblastos y esporas en desarrollo en su interior,
en el hemocele y en la luz del tabulo del hepatopancreas, el corazén y en el interior de
las lamelas branquiales (Figura 10 D). Se identificaron también esporas maduras
circulando en el hemocele del hepatopancreas (Figura 10 E). En los 6rganos en donde se
observaron las esporas en desarrollo, se asociaron a una respuesta inflamatoria en

forma de encapsulamiento, pero sin presencia evidente del parasito (Figura 10 F).
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Ademas, las infecciones parecen inducir una degeneraciéon de los tejidos del hospedador,
principalmente en el hepatopancreas. En los cangrejos de Puerto Madryn, el
haplosporidio se hall6 en primavera, otofio e invierno con prevalencias de 16%, 20% y
3% respectivamente, y en los de Bahia Camarones s6lo en primavera con una

prevalencia de 7% (Tabla 3). No se observaron parasitos similares a Haplosporidium sp.

en los cangrejos de Puerto Deseado.
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.

Figura 10. Secciones histologicas (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. con infecciones similares a
Haplosporidium sp. Plasmodios A) en hepatopancreas (ht) (flecha) B) en branquias, adyacentes a la lamela
branquial (Ib) (flecha). C) Etapas unicelulares en el hepatopancreas (flecha). D) Esporoquiste con esporas
en desarrollo en el hemocele (h) del hepatopancreas (flecha). E) Esporas maduras (flecha) en el hemocele
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del hepatopéncreas (ht). F) Encapsulacion por hemocitos (flecha). Barras de escala: 100 um (A), 50 um
(B, C, F), 20 um (D, E).

En los cangrejos de Puerto Deseado se identificaron microcélulas de parasitos
similares a Mikrocytos sp. (Figura 11). Estas microcélulas se observaron tanto en el
hemocele como en el epitelio del hepatopancreas (Figura 11 A). Se hallaron microcélulas
unicelulares intracelulares y plasmodios extracelulares. Ademads, también se detectaron
formas unicelulares libres y plasmodios circulando en la hemolinfa de cangrejos
infectados. Se observaron plasmodios en el corazén (Figura 11 B). En cuanto al epitelio
del hepatopancreas, donde se identificaron las microcélulas, se evidencié una notable
hipertrofia (Figura 11 A). La prevalencia de la infeccion fue del 30% (Tabla 3). Cabe

destacar que en las otras localidades de estudio no se hall6 a este parasito.

Figura 11. Secciones histologicas (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. infectadas con parasitos
similares a Mikrocytos sp. A) Seccién transversal del tubo hepatopancreatico (ht), observandose epitelio
infectado (flechas); notar la hipertrofia de la célula hospedadora. B) Infeccion por plasmodio (flechas) en
el tejido cardiaco (tc). Barras de escala: 50 um (A, B).

En el hemocele del hepatopdancreas, en las branquias, en el musculo y en el
corazoén de un solo ejemplar macho de cangrejo verde de Puerto Madryn se observaron
esporas de un microsporidio (Figuras 12 A-D). Esta infecciéon pareciera afectar las
células de inclusién de reservay al tejido muscular del corazén, pero no provocaria una
respuesta evidente por parte del hospedador. Este parasito fue hallado posteriormente
en otros individuos al examinar la hemolinfa de los cangrejos (muestreo en la playa
aledafa al Muelle Almirante Storni). No se observé en cangrejos de los otros sitios y se
lo describe mas abajo en detalle utilizando datos moleculares y filogenéticos.
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Figura 12. Secciones histolégicas (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. infectados por el microsporidio
Agmasoma carcini. A) Seccion transversal del hepatopancreas (ht) infectado con plasmodios (flechas). B)
Alta magnificacion del hepatopancreas infectado. C) Infeccién por microsporidios en el corazén (cor).

D) Alta magnificacion de la [dmina branquial (Ib) infectada (gl), notar las esporas (flecha). Barras de escala:
100 um (A, C), 50 um (B), 20 um (D).

Mediante histologia, se identific6 una infeccién similar a la causada por el
nemertino Carcinonemertes sp., en un solo ejemplar hembra de Puerto Madryn, con una
prevalencia del 3% (Tabla 3). Este nemertino fue observado en la regién cercana a la
epidermis, especificamente en el hemocele (Figura 13). Se identific6 como nemertino por
la presencia de una probédscide, un ciego intestinal y las capas de musculo circular y

longitudinal en el corte histolégico (Figura 13).
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Figura 13. Seccion histoldgica (H&E) de cangrejo verde Carcinus spp. que muestra el gusano similar a
Carcinonemertes sp. en el hemocele debajo de la epidermis. Obsérvese la proboscide (flecha grande), el
ciego intestinal (asterisco), y las capas musculares; circular (flecha pequefia) y longitudinal (punta de
flecha). Barra de escala: 50 pm.

Andlisis de la hemolinfa

Se detectaron esporas del microsporidio A. carcini en la hemolinfa de tres
ejemplares de Carcinus spp. (Figura 14). Los cangrejos infectados presentaron signos
externos, como letargo o debilidad. Ademas, se observé una pequeila muestra de agua
del contenedor en el que se mantenian a los cangrejos antes de su procesamiento y se

identificaron las mismas esporas que fueron observadas en la hemolinfa.
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Figura 14. Esporas de microsporidio (flecha) en la hemolinfa de cangrejo verde Carcinus spp. Barra de
escala: 20 um.

Analisis moleculares y filogenéticos

El andlisis de las secuencias de los dos cangrejos revel6 una similitud del 100% con Ca.
aestuarii y Ca. maenas. Los analisis metagendémicos revelaron secuencias relacionadas
a 46 bacterias y cinco eucariotas, incluyendo al microsporidio Agmasoma penaei
(Microsporidia) (Tabla 4).

La secuencia del marcador molecular 16S del parasito microsporidiano mostré
una similitud genética del 83% con Agmasoma penaei y menor porcentaje con otros
microsporidios. El andlisis filogenético de estas secuencias revelé que nuestro aislado
de microsporidio forma parte del CLADO IV (Figura 15). A partir de estos resultados, el
nuevo parasito fue nombrado informalmente Agmasoma carcini. n. sp (con dos
variantes: Ac var. aestuarii y Ac var. maenas) en un trabajo realizado recientemente por

Bojko et al. (2023).
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Tabla 4. Resultados del microbioma obtenido por metagenomica.

Blastn Hit Cobertura (%) | Similitud (%) | E-value Acceso
Clon Bacteriano 61 92 0.0 KF771567
Clon Bacteriano 100 94 7e-89 ]Q240786
Clon Bacteriano 99 90 0.0 KX158563
Gammaproteobacteria 100 99 2e-134 AJ240917
Clon Bacteriano 100 99 2e-124 KJ590592
Phaeobacter piscinae 100 100 4e59 MT525294
Clon Bacteriano 100 99 3e-173 ]X391653
Clon Bacteriano 100 94 2e-126 KU828109
Clon Bacteriano 100 100 7e-124 HQ727500
Gammaproteobacteria 42 91 6e-171 KJ364606
Clon Bacteriano 80 84 2e-158 JN430130
Clon Bacteriano 63 85 2e-146 EU686591
Halobacteriovorax sp. 77 82 3e-144 CP027772
Clon Bacteriano 100 100 4e-172 KJ491764
Oceanospirillaceae 100 99 0.0 KX014259
Lewinella cohaerens 100 99 4e-173 MK589118
Monaibacterium sp. 100 99 3e-148 MT570011
Acidimicrobidae 99 95 0.0 ]X193407
Bacteriovorax sp. 99 98 3e-153 AY580409
Arcobacter sp. 100 99 0.0 HMO057667
Cyclobacterium sp. 100 99 0.0 MK587639
Clon Bacteriano 82 93 2e-177 JN431585
Alphaproteobacteria 100 95 0.0 AB981876
Cobetia sp. 100 100 6e-171 MKO079507
Alphaproteobacteria 100 97 0.0 DQ269054
Alphaproteobacteria 97 90 0.0 GQ349335
Aestuariibaculum scopimerae 100 92 0.0 JQ195940
Clon Bacteriano 100 98 0.0 ]Q287053
Colwellia sp. 99 99 4e-178 KM873069
Saprospiraceae 100 96 3e-148 KU691078
Clon Bacteriano 64 81 2e-160 DQ009279
Clon Bacteriano 99 99 0.0 AB476265
Hellea balneolensis 100 94 0.0 NR_042992
Phaeobacter porticola 100 99 0.0 CP016364
Maribacterlitoralis 100 95 Se-147 MG456900
Gammaproteobacteria 100 99 0.0 EF215779
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Maribacter sp. 99 99 0.0 MK967024
Clon Bacteriano 60 99 0.0 ]X017083
Neptuniibacter sp. 100 99 le-131 LC465499
Winogradskyella sp. 100 99 0.0 KY770285
Deltaproteobacterium 98 99 0.0 AF468246
Alteromonas sp. 100 100 3e-163 MN099610
Clon Bacteriano 100 100 6e-176 LC002976
Alphaproteobacterium 100 99 0.0 JN092219
Winogradskyella sediminis 100 97 0.0 NR_151891
Roseovarius gaetbuli 100 99 4e75 NR_134163
Cyclobacterium marinum 100 98 0.0 CP002955
Clon Bacteriano 99 98 0.0 HM126984
Clon Bacteriano 100 98 0.0 HQ326351
Clon Bacteriano 100 89 0.0 ]Q287227
Clon Bacteriano 61 95 0.0 JN480742
Sulfitobacter indolifex 100 100 8e-103 NR_027563
Clon Bacteriano 100 93 0.0 EF645939
Fuerstia marisgermanicae 100 95 0.0 KX757851
Deltaproteobacteria 100 99 0.0 LC171303
Clon Bacteriano 100 98 3e-158 JQ199759
Clon Bacteriano 100 99 0.0 KY235960
Clon Bacteriano 100 99 9e-154 HM437553
Clon Bacteriano 100 97 0.0 KP410319
Squamamoeba japonica 98 98 0.0 JN638032
Agmasoma penaei 85 81 0.0 KF549987
Choanoeca perplexa 100 99 2e-62 KT757437
Filasterea sp. 100 93 8e-62 MT611055
Incisomonas marina 62 99 0.0 JN848814
42

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera




Capitulo I

Paranucleospora theridion (FJ389667)

Desmozoon lepeophtherii (AJ431366)

Obruspora papernae (HG005137)

Uncultured Nucleospora clone AR MSP 1 (JN938583)
Nucleospora salmonis (U781761)

Enterocytozoon salmonis (U108831)

Nucleospora cyclopteri (KC203457)

Enterospora nucleophila (KF135645)

Enterocytozoon hepatopenaei (FJ496356)

Enterocytozoon bieneusi (AF023245)

Microsporidium DP 119 (AF394528)
Microsporidium sp. MIC2 (FJ794867)
Hepatospora eriocheir (HE584635)
Parahepatospora carcini

Pseudohepatospora borealis

Microsporidium sp. | (KR871371)

Microsporidium sp. PT11 (KP966297)

Enterocytospora artemiae (JX915760)

Globulispora mitoportans (KT762153)

Endoreticulatus bombycis (AY009115)
Endoreticulatus schubergi (L391091)
Anostracospora rigaudi (JX915759)
Cytosporogenes operophterae (AJ302320)
Cytosporogenes legeri (AY233131)

Vittaforma corneae (U110461) IV
Mrazekia macrocyclopsis (FJ914315)
Glugoides intestinalis (AF394525)
Microsporidium NR2013 (JX839890)
rispospora chironomi (GU130407)
Euplotespora binucleata (DQ675604)

7%' Helmichia lacustris (GU130406)
Agmasoma penaei (KF549987)
_'_:Carcmus maenas Argentina Isolate A asoma group
Liebermannia covasacrae (EU709818)
Liebermannia patagonica (DQ239917)
Liebermannia dichroplusae (EF016249)
Orthosomella operophtera (AJ302316)

Vairimorpha lymantriae (AF141129)
_._E\//airimorpha nectarix (DQ996241)
airimorpha apis (U26534)

Nosema ceraces (EU2677961)
o F Nosema bombycis (L39111)
Nosema granulosis (AJ011833)
Heterovesicula cowani (EU275200)
Encephalitozoon cuniculi (19075012-75368832)
Encephalitozoon hellem (L190701)
Mockfordia xanthocaeciliae (FJ865223)

Sporanauta perivermis (KC172651)
Ordospora collignata (XR0013773061)

Hamiltosporidium tvaerminnensis (GQ843833)
- _._,_._L Hamiltosporidium magnivora (AJ302319) I I I
Areospora rohanae (NA)
Glugea hertwigi (GQ203287)
Glugea plecoglossi (AB623035)
Glugea stephani (AF056015)
Glugea anomala (AB923879) V
Glugea gasterostei (KM977990)
Glugea atherinae (U159871)
Glugea americanus (AF056014)
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Figura 15. Analisis de maxima verosimilitud de la secuencia de microsporidios disponibles en GenBank,
donde el nuevo aislado (Agmasoma carcini) se agrupa en el caldo 1V, dentro del grupo Agmasoma y muy
cercano a Agmasoma penaei. EI género Glugea se encuentra fuera del grupo. Los puntos negros en las ramas

indican un soporte de méas del 90 % en el bootstrap.

Analisis estadisticos

Virus: los andlisis sobre la presencia/ausencia de particulas virales en cangrejos
de Puerto Madryn indican que la prevalencia no exhibié variaciones significativas en
relacion con ninguna de las variables consideradas en el estudio (talla, sexo, estacion).
El modelo nulo, representado por Virus ~ 1 que refleja la ausencia de variables
predictoras, mostré el mejor ajuste a los datos, sugiriendo que la presencia de virus no

estd influenciada por ninguna de las variables exploradas. En Bahia Camarones, el
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mejor modelo seleccionado para explicar la variacién en la prevalencia de infecciones
similares a virus incluy6 la variable talla (Virus ~ Talla), pero no reveld diferencias

significativas.

Ciliados: los andlisis sobre las infecciones por ciliados en Puerto Madryn indican
que la prevalencia no exhibié variaciones significativas en relacién con ninguna de las
variables consideradas en el estudio (talla, sexo, estacion). En Bahia Camarones, el
modelo mas adecuado para explicar la variacion en la prevalencia incluyd las variables
sexo, estacion y la interaccién entre sexo y estacion (Ciliados ~ Sexo + Estacidn + Sexo:
Estacion). Se observaron diferencias significativas en la interaccién entre sexo y
estacion (x*= 7,0268, df = 1, p = 0,00803), evidencidndose que las hembras presentan
mayor infeccién en primavera y los machos en otofio (Figura 16). Sin embargo, ni la
variable sexo (x*=1,4819,df=1, p = 0,22348) ni la variable estacién (x*= 0,0067,df =1,
p = 0,93479) mostraron diferencias significativas de forma individual. Las prevalencias
difieren significativamente entre los cangrejos de cada sitio (x*= 5,7024, df =1, p =
0,01694), siendo mayor en Bahia Camarones (Figura 17).

No se hall6 correlacion significativa entre las intensidades de infeccién y la talla

de los individuos (p = 0,165, rho = 0,1039).
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Figura 16. Gréaficos de linea que muestra las probabilidades estimadas de ocurrencia de ciliados en el
cangrejo verde Carcinus spp. en Bahia Camarones, para cada estacion, desglosadas por sexo. Cada linea
representa un sexo diferente: Hembras (H) y machos (M). Las estaciones estan representadas en el eje
horizontal, mientras que las probabilidades estan en el eje vertical. Las lineas muestran la tendencia de
cambio en las probabilidades a través de las estaciones para cada sexo.
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Figura 17. Probabilidades de ciliados entre los sitios 'BC' (Bahia Camarones) y 'PM' (Puerto Madryn).
Los datos representan la probabilidad de cierta condicion en los sitios de muestreo. Las barras muestran

las medias y las lineas de error muestran el intervalo de confianza del 95%.

Haplosporidium sp.: en los ejemplares recolectados en Puerto Madryn, el
analisis de la prevalencia de Haplosporidium sp. revel6 que el mejor modelo,
seleccionado por su menor AIC, incluy6 las variables de sexo, estacién y talla
(Haplosporidium ~ Sexo + Estacién + Talla). Se encontraron diferencias significativas
en las variables de sexo (x*= 6,0527,df =1, p = 0,01388) y estacién (x*= 8,5916, df = 3, p
= 0,03524). Especificamente, se observé que los machos presentaron una mayor

prevalencia que las hembras (Figura 18). Ademas, los cangrejos en otofilo mostraron
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mayor infeccion, seguida por las estaciones de primavera y verano (Figura 18). No se

observaron diferencias significativas en relacion con la talla.
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Figura 18. Gréficos de linea que muestra las probabilidades estimadas de ocurrencia de Haplosporidium
sp. en el cangrejo verde Carcinus spp. en Puerto Madryn, para cada estacion, desglosadas por sexo. Cada
linea representa un sexo diferente: hembras (H) y machos (M). Las estaciones estan representadas en el
eje horizontal, mientras que las probabilidades estan en el eje vertical. Las lineas muestran la tendencia

de cambio en las probabilidades a través de las estaciones para cada sexo.
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Discusion

En este capitulo se investiga por primera vez la parasitofauna del cangrejo verde invasor
en las costas patagoénicas. A través de técnicas histolégicas y metagendmica, se revela
que Carcinus spp. forma un complejo patobioma que abarca desde virus, bacterias y
microorganismos eucariotas hasta un metazoo, similar a un nemertino del género
Carcinonemertes, siendo este ultimo, el inico pardasito helminto hallado. Se evidencia el
hallazgo de una nueva especie de microsporidio, A. carcini, y la presencia de un posible
Haplosporidium sp. Los analisis moleculares revelan la presencia de ambas especies de
cangrejo verde Ca. maenas y Ca. aestuarii en la region patagénica. Estos hallazgos
resaltan la complejidad de las interacciones simbionte-hospedador en la invasiéon de
Carcinus spp., ofreciendo una vision detallada de la diversidad y posibles impactos de
los simbiontes en el ecosistema local.

A diferencia de lo observado en el presente trabajo de tesis, en el Atlantico norte,
tanto en poblaciones introducidas como originarias, se han observado infecciones
prevalentes causadas por un digeneo trematodo, M. similis (Torchin et al. 2001;
Blakeslee et al. 2009; Bojko et al. 2018), asi como por el acantocéfalo P. botulus (Torchin
et al. 2001; Bojko et al. 2018). En Patagonia, se han registrado infecciones por helmintos
en cangrejos nativos, especificamente Cy. altimanus y Cy. angulatus. Estas infecciones
son causadas por trematodes de la familia Microphallidae, incluyendo a Maritrema
madrynense Diaz & Cremonte, 2010 (Diaz & Cremonte 2010; Bagnato et al. 2015), asi
como larvas de acantocéfalos de la familia Polymorphidae, Profilicollis chasmagnathi
(Holcman-Spector, Mafé-Garzon & Dei-Cas, 1977) (Rodriguez et al. 2017, Lorenti et al.
2018). Estos hallazgos sugieren que la reciente invasién de Carcinus spp. en las costas
patagonicas, considerada como una invasién contemporanea (con menos de 30 afios
desde su establecimiento) (Barnard et al. 2022), podria aiin no haber evolucionado hasta
el establecimiento de una asociaciéon hospedador-parasito. Investigaciones previas han
demostrado que la historia coevolutiva y el tiempo transcurrido desde la introduccién
pueden influir en la prevalencia y abundancia de las infecciones en los hospedadores
(Torchin etal. 2001, 2002; Kotodziej-Sobocinska et al. 2018; Barnard et al. 2022).

Un nemertino similar a Carcinonemertes sp. se hallé en un ejemplar de Carcinus
spp., identificado a partir de cortes histolégicos. Este hallazgo concuerda con el reporte

previo de Cordone et al. (2022) en la misma zona de estudio, por metabarcoding. Se ha
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observado en areas introducidas y originarias que Ca. maenas puede ser parasitado por
nemertinos del género Carcinonemertes (Crothers 1968, Torchin et al. 1996). Sin
embargo, es importante destacar que las especies parasitarias que afectan a las
poblaciones del lugar de origen difieren de las invasoras. En su area de distribucién de
origen, Ca. maenas se ve afectado por Carcinonemertes carcinophila (Kolliker, 1845)
(Crothers 1968; Comely & Ansell 1989), mientras que en areas donde ha sido
introducido, como en América del Norte, se ha registrado la presencia de
Carcinonemertes epialti Coe, 1902 (Torchin et al. 1996). Se ha observado que esta ultima
especie esta presente en los huevos de muchas especies de cangrejos nativos de América
del Norte, y probablemente desempefia un papel en el control de la fecundidad, tanto en
las poblaciones originarias como en las invasoras de Ca. maenas (Torchin et al. 1996).
Los nemertinos que parasitan huevos de crustaceos decapodos presentan una variedad
de complejidades en su ciclo de vida adaptadas a los patrones de incubacién de sus
hospedadores (Kuris 1993). Carcinonemertes carcinophila completa su ciclo de vida
dentro de la masa ovigera del hospedador, migrando desde las branquias hacia los
huevos (Kuris & Wickham 1987; Comely & Ansell 1989). En el presente trabajo se
observo en los cortes histolégicos la ubicacién del nemertino en el hemocele por debajo
de la epidermis, sin comprometer ningun tejido. La ausencia de observaciones de
nemertinos en las branquias y la masa ovigera podria sugerir que se trata de un
ejemplar en transito hacia la masa ovigera, o que hubiera permanecido en esa ubicacién
luego de la muda. Esta dltima posibilidad se respalda con informes que indican la
transferencia de nemertinos durante la muda de los cangrejos (Wickham et al. 1984).
Por ejemplo, el nemertino Carcinonemertes pinnotheridophila McDermott & Gibson,
1993 se aloja en las camaras branquiales, desde donde puede moverse hacia la sutura
ecdisial antes del cambio de exoesqueleto (McDermott & Gibson 1993). Ademas, Santos
& Bueno (2001) registraron nemertinos C. carcinophila en el cangrejo Callinectes danae
Smith, 1869 en la etapa de post-muda, lo que respalda esta posibilidad. Si las
intensidades y prevalencias del nemertino aumentaran con el tiempo, se podria sugerir
que el nemertino esta ejerciendo una presion significativa sobre Carcinus spp., 1o que
podria resultar en una reduccién del impacto general causado por estos cangrejos en las
costas patagoOnicas. En consecuencia, resulta imperativo llevar a cabo andlisis

moleculares pertinentes para determinar su identidad taxonémica. Esto permitira
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evaluar si corresponde a las especies previamente reportadas en Ca. maenas o si, por el
contrario, se trata de un parasito nativo de las costas patagoénicas.

Las inclusiones similares a virus que infectan a los hemocitos alrededor del
hepatopancreas se asemejan a un virus reportado en Ca. maenas; el virus en forma de
baston descrito como RV-CM o virus B en poblaciones originarias e invasoras (Bazin et
al. 1974; Johnson 1988). Sin embargo, los datos sobre la prevalencia de estos virus en
entornos naturales son escasos (Bonami & Zhang et al. 2011). So6lo se encontré RV-CV
de Ca. maenas en 1 de 29 cangrejos muestreados en EE. UU (Johnson 1988). Se han
clasificado varios virus de cangrejos como posibles miembros de la familia Nimaviridae,
siendo el virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) la tnica especie confirmada
en esta familia. El virus como el RV-CM y el virus tau, reportados en Carcinus spp.
comparten similitudes morfolégicas con el WSSV, sugiriendo que podrian ser formas
ancestrales de este ultimo (Bazin et al. 1974; Johnson 1976;1988; Mari & Bonami 1986;
Pappalardo et al. 1986; Bonami & Zhang 2011; Kon et al. 2011; Bateman & Stentiford
2017). En el presente estudio se observo una mayor prevalencia en otofio y verano (23%),
pero no hubo diferencias significativas entre estas estaciones. Estudios previos indican
que la temperatura del agua ejerce una influencia significativa en la tasa de replicacién
del WSSV (Moser et al. 2012). Con el cambio climatico y el consiguiente calentamiento
de los océanos, se plantea la posibilidad de que este aumento de temperatura facilite la
propagacién del virus entre las poblaciones de Carcinus spp. en las costas patagdnicas
(Altizer et al. 2013). Todos los crustaceos decapodos se consideran susceptibles al WSSV
(Stentiford et al. 2009; OIE 2019). Carcinus maenas muestra una susceptibilidad
limitada con una replicacién a niveles bajos en los tejidos y una mortalidad también
baja (Bateman et al. 2012); los sobrevivientes de la infeccién posiblemente se convierten
en portadores del virus (Kanchanaphum et al. 1998; Hameed et al. 2000). Dado que el
virus detectado en el presente estudio presenta similitudes morfolégicas con WSSV por
lo observado por histologia, se requieren estudios adicionales para investigar, tanto la
filogenia de estos patégenos, como la susceptibilidad potencial de los crustaceos nativos
en Argentina, como Palaemon macrodactylus Rathbun 1902, Artemesia longinaris
Spence Bate 1888 y Cy. angulatus, que se han reportado infectados por WSSV
(Martorelli etal. 2010; 2012).

Las infecciones bacterianas en los cangrejos son bastante comunes; sin embargo,

sorprendentemente pocos agentes causales han sido identificados (Shields et al. 2015).
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Los microorganismos procariotas que infectan el epitelio del hepatopancreas en los
ejemplares del presente estudio, presentan similitudes con una enfermedad conocida
como sindrome de la hemolinfa lechosa en poblaciones en el lugar de origen de Ca.
maenas (Eddy et al. 2007), y que posteriormente se encontré en poblaciones invasoras
(Bojko et al. 2018). Esta enfermedad, causada por organismos similares a Rickettsias
(RLO’s), presenta una prevalencia elevada hacia finales del verano y principios del otofio
(aproximadamente del 25%), pero es muy baja en otros momentos del afio (menos del
1%) (Eddy et al. 2007). En el presente estudio se observaron estas infecciones sdlo en
verano, en concordancia con los trabajos mencionados. Es importante destacar que la
temperatura ha sido identificada como un factor que afecta directa e indirectamente los
sistemas inmunolégicos de los crustaceos, lo que puede resultar en una
inmunosupresion y un aumento en la prevalencia y gravedad de las enfermedades (Eddy
et al. 2007). Ademas, Chisholm & Smith (1994) revelaron que la temperatura reduce la
actividad antibacteriana de los hemocitos de Ca. maenas.

Los ciliados son frecuentes en la cuticula, apéndices y branquias de los crustaceos
(Shields et al. 2015). En este estudio se observaron ciliados entre las lamelas
branquiales en cangrejos de ambos sitios. En Bahia Camarones, la prevalencia de
infeccién fue mas alta, mostrando un patrén estacional significativo. Durante la
primavera, las hembras presentaron una mayor prevalencia, mientras que durante el
otofio los machos fueron los mas afectados. Este patrén estacional podria estar
relacionado al proceso de ecdisis, dado que se sabe que la carga de epibiontes esta
correlacionada con la duraciéon de la intermuda (Carman & Dobbs 1997). En Patagonia,
los machos del cangrejo verde Ca. maenas mudan en noviembre y las hembras durante
el apareamiento en enero/febrero (Vinuesa 2007), lo que podria explicar estas
diferencias en las prevalencias de infeccion, dado que se encuentran en periodo de muda
terminal; donde los cangrejos alcanzan su fase final de crecimiento, lo que podria
explicar por qué estos individuos muestran mayores prevalencias de infeccién, siendo
previsible que los periodos de muda mas largos o incluso el estado de muda terminal
acumulan las mayores cargas parasitarias (Carman & Dobbs 1997). A pesar de que hay
estudios que respaldan la existencia de una correlaciéon entre la intensidad infeccion de
ciliados y el tamafio del cuerpo del cangrejo (Haefner & Spacher 1985), en el presente
estudio no se observo tal correlacidon. Los ciliados hallados en el presente estudio

comparten similitudes con los ciliados "peritricos", ya que frecuentemente se agrupan
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en colonias entre las lamelas branquiales de sus hospedadores y por la presencia de un
tallo (Shields et al. 2015). Aunque suelen ser comensales inofensivos, las infecciones
pueden interferir con las funciones vitales del hospedador, como la respiracién, la
excrecion, la alimentacién y la motilidad, si ocurren con alta intensidad. (Visse 2007;
Jones et al. 2016). El cangrejo Ovalipes stephensoni Williams, 1976 presenté una
prevalencia del 94,5%, pero el area branquial afectada no era lo suficientemente extensa
como para impedir la respiracion; por lo tanto, no se consideré un patégeno importante
(Haefner & Spacher 1985). En nuestro estudio, las prevalencias de infeccién no
superaron el 20%, y no se observaron alteraciones evidentes en las branquias, por lo que
por el momento podriamos considerarlos como simbiontes inofensivos. Sin embargo, es
importante monitorear su presencia, ya que infecciones en alta intensidad podrian
afectar la supervivencia del hospedador y aumentar su nivel de estrés.

El presente estudio confirma la presencia de una nueva especie de microsporidio.
La especie es similar y cercana filogenéticamente a A. penaei, un patogeno prolifico y
dafino de especies de camarones peneidos acuicolas, Penaeus monodon Fabricius, 1798
(Clotilde-Ba & Toguebaye, 2001). El andlisis filogenético muestra que esta especie se
agrupa junto a A. penaei; sin embargo, su similitud genética es del 83%, por debajo del
90%, lo que sugiere que el nuevo miembro podria pertenecer al género Agmasoma. En
un estudio realizado en colaboracién con Bojko et al. (2023), a partir de los datos del
presente estudio, se concluyé que este parasito microsporidio es un miembro basal de
Enterocytozoonida, confirmando la relacién con A. penaei, y una Unica especie de
microsporidio, informalmente denominada A. carcini, con dos variantes Ac. var.
aestuarii y Ac. var. maenas, ya que se detectd infectando a ambas especies de cangrejo
verde, Ca. maenas y Ca. aestuarii. Bojko et al. (2017) informaron sobre la deteccién de
una nueva infeccion por un microsporidio, P. carcini, en poblaciones invasoras de Ca.
maenas en las costas de Canada. Aunque P. carcini también infecta el hepatopdancreas,
se observo que A. carcini se desarrolla en el hemocele que rodea los tibulos, mientras
que P. carcini lo hace en el citoplasma de las células del epitelio. A pesar de su presencia,
ninguno de estos pardasitos parece causar patologias visibles a nivel histolégico. En
contraste, Abelspora portucalensis Azevedo, 1987, un microsporidio hallado en
poblaciones originarias de Ca. maenas, conduce a la formacion de "quistes blancos" en
la superficie del hepatopancreas (Azevedo 1987). Tanto A. carcini del presente estudio

como P. carcini se encuentran en prevalencias muy bajas en las poblaciones invasoras,
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en contraste con la alta prevalencia de A. portucalensis en las poblaciones originarias
de Ca. maenas. Esta discrepancia sugiere la posibilidad de que el parasito haya sido
adquirido en las costas patagénicas mediante la transferencia desde un hospedador
simpdatrico nativo desconocido, lo que podria estar relacionado con la baja prevalencia
de la infeccién. Esta baja prevalencia podria indicar que A. carcini es dificil de detectar,
posiblemente debido a que posea un alto potencial patogénico, lo que podria resultar en
una mortalidad rapida en los individuos infectados. En este estudio se proporcionan
datos patolégicos adicionales para este parasito que infecta a Carcinus spp.,
proporcionando un elemento mas clasico de descripcion sistematica, pero aun careciendo
de informacién a nivel de ultraestructura y desarrollo. La evaluacién de cémo la
infeccion afecta la salud de los individuos y su posible contribucién a la mortalidad
podria ayudar a determinar si A. carcini tiene el potencial de ser utilizado como agente
de control biolégico para Carcinus spp. en la costa patagonica.

En las poblaciones de Carcinus spp. analizadas en este estudio, se registraron
infecciones similares a las causadas por Haplosporidium, con prevalencias superiores a
las registradas en Ca. maenas en sus areas de distribucion de origen. En estos ultimos,
se ha documentado la presencia de infecciones provocadas por Haplosporidium littoralis
Stentiford, Bateman, Stokes & Carnegie 2013 Haplosporidium carcini Davies, Bass,
Ward, Batista, Malkin, Thomas, Bateman, Feist, Coates and Rowley, 2020 y
Haplosporidium cranc Davies, Bass, Ward, Batista, Malkin, Thomas, Bateman, Feist,
Coates and Rowley, 2020 (Stentiford et al. 2013; Davies et al. 2020a). Plasmodios
uninucleados y multinucleados de H. littoralis infectaron los hemocitos, células del
tejido conectivo y fagocitos con una prevalencia del 7,6% (Stentiford et al. 2013). Tanto
H. carcini como H. cranc han sido observados en la hemolinfa, branquias y
hepatopancreas, aunque ambos con prevalencias de infeccién bajas, inferiores al 2%
(Davies et al. 2020a). En concordancia, las infecciones observadas en nuestro estudio
afectaron los mismos o6rganos y tejidos, principalmente se observaron plasmodios
alrededor de los tubulos y en el epitelio del hepatopancreas. Las prevalencias halladas
en este trabajo fueron maximas en otoflo (20%) y los machos resultaron los mas
infectados. Se ha registrado previamente un papel potencial para la estacionalidad en
infecciones causadas por algunos Haplosporidium, por ejemplo; Haplosporidium
echinogammari Urrutia, Bass, Ward, Ross, Bojko, Marigomez & Feist, 2019 que infecta

al anfipodo Echinogammarus marinus (Leach, 1816) (Urrutia et al. 2019), y Di Giorgio
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et al. (2014), quienes registraron una tendencia en la estacionalidad de la infeccién por
Haplosporidium patagon Ituarte, Bagnato, Siddall & Cremonte 2014 que parasita a los
gasterdpodos Siphonaria lessonii Blainville, 1827 y Siphonaria lateralis A. Gould, 1846,
con un maximo en la prevalencia en otofio e invierno en la costa rocosa litoral en Puerto
Deseado, Santa Cruz. Esta mayor susceptibilidad de los machos podria estar
relacionada con su comportamiento mas activo y exploratorio, que los lleva a tener una
mayor exposicion a posibles fuentes de infecciéon (Hunter & Naylor 1993; Warman et al.
1993; Aagaard et al. 1995; Aagaard 1996). Para identificar taxon6micamente a este
parasito y evaluar si se trata de una especie ya descrita en el Atlantico Norte o de la
especie nativa H. patagon, es imprescindible llevar a cabo estudios moleculares. La
identificacion precisa mediante técnicas moleculares nos permitird establecer su
relacidon con otras especies conocidas. En caso de confirmar su identidad, este hallazgo
representaria el primer registro de Haplosporidium en poblaciones invasoras de
Carcinus spp. en la region.

Se ha descubierto un nuevo grupo de parasitos que se clasifican dentro del orden
propuesto Mikrocytida (Hartikainen et al. 2014). Estos parasitos comparten algunas
caracteristicas con su grupo emparentado, los Haplosporidia (Burki et al. 2013; Abbott
et al. 2014). En el presente estudio se hallaron microcélulas similares a Mikrocytos en
el epitelio del hepatopancreas, en el hemocele y en el corazéon de Carcinus spp., con
prevalencias del 30%. Se ha informado que estos parasitos causan infecciones
potencialmente graves en cangrejos juveniles Cancer pagurus Linnaeus, 1758, en varios
sitios intermareales en todo el Reino Unido alcanzando prevalencias del 38%
(Hartikainen et al. 2014, Edwards et al. 2019). Sin embargo, no se ha hallado esta
infeccidon en otros decapodos que comparten el mismo habitat intermareal con dicho
cangrejo, como el cangrejo verde Ca. maenas (Edwards et al. 2019). Este grupo de
pardasitos en general ha recibido poca atencidén, excepto por la especie Mikrocytos
mackini Farley, Wolf & Elston 1988 que es responsable de la enfermedad conocida como
la "enfermedad de la isla Denman" en las ostras del Pacifico, Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793) (Farley et al. 1988). Es importante destacar que Carcinus spp. podria
actuar como reservorio y hospedador alternativo, ya que este podria estar presente en
las ostras invasoras C. gigas, presentes en la costa patagonica (Orensanz et al. 2002),
tal como se ha reportado que infecta a las otras del Pacifico (Farley et al. 1988). Se

necesita realizar andlisis moleculares para su identificacién taxonémica, asi como una
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investigacion exhaustiva sobre el rango de hospedadores y la distribucion de estos
nuevos parasitos para evaluar el riesgo para las poblaciones de invertebrados nativos
en nuestras costas y determinar si este parasito fue introducido junto con Carcinus spp.
Si se confirma la presencia de este patégeno a través de andlisis moleculares, seria el
primer informe de su presencia en Carcinus spp. en la naturaleza.

En el presente estudio, las poblaciones de Carcinus spp. en Bahia Camarones,
exhiben una talla mayor en comparacion con las de Puerto Madryn. Este hallazgo parece
estar en concordancia con la regla de tamafio-temperatura para organismos
ectotérmicos, que sugiere que los individuos mas grandes se encuentran en las regiones
mas frias de su rango de distribucién (Kelley et al. 2011). Estudios adicionales han
corroborado que el tamafio corporal de los adultos de Ca. maenas muestran una
correlaciéon negativa con la temperatura ambiental en diversas regiones, tanto en sus
areas de origen como areas donde ha invadido (noreste del Pacifico) (Kelley et al. 2015).
Aunque la relacion entre temperatura y tamafio no esta completamente establecida en
nuestra poblacion de estudio, la mayor talla observada en Bahia Camarones, podria
atribuirse a su latitud mas austral y a las temperaturas mas frias.

A pesar de esta riqueza de microparasitos, la invasion de los cangrejos persiste.
Los cangrejos verdes contintan expandiendo su rango de distribuciéon hacia el norte de
la Patagonia, con registros en la costa del golfo San Matias, provincia de Rio Negro
(Malvé et al. 2020). Es crucial ahora considerar si alguno de los simbiontes identificados
en este estudio podria representar un riesgo para las especies nativas de interés
pesquero y para otras especies autdctonas.

El cangrejo verde del Mediterraneo, conocido como Ca. aestuarii, estd emergiendo
como un invasor de alcance global, tal como se indic6 en el estudio reciente de Lee et al.
(2020). Con los datos obtenidos en el presente estudio, podemos afirmar que la poblacién
invasora de Carcinus spp. en la costa patagénica esta conformada por ambas especies,
Ca. maenas y Ca. aestuarii, y ademas la presencia de hibridos segiin Cordone et al.
(2022). Sin embargo, siguen existiendo numerosos interrogantes respecto a la ruta de
introduccién de estas “especies” y la potencial hibridacién entre las dos especies de
Carcinus spp.

La confirmacién de la presencia de Ca. aestuarii en las costas argentinas
representa una oportunidad excepcional para recopilar informacién relacionada con

aspectos patolégicos y la dindmica de esta invasion criptica. Es relevante comprender
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con mayor precision la densidad y distribucion de ambas especies, asi como evaluar el
riesgo potencial de transmisién e introduccion de patdégenos, lo cual se detalla en el
“Capitulo IV”. Si bien existe una cantidad considerable de datos concernientes a los
patégenos que afectan a Ca. maenas, como se documenta en la investigacion de Bojko et
al. (2021), los estudios que aborden el perfil de patégenos en Ca. aestuarii son mas
limitados.

Algunos descubrimientos, como las observaciones de posibles virus, requieren
estudios mas sensibles y precisos para confirmar su presencia. Se necesitan estudios
adicionales, como analisis moleculares y observaciones en microscopio electréonico de
transmisién (MET) para identificacion taxonémica y poder evaluar el origen de los
simbiontes que se observaron y sus efectos patologicos que pueden causar en sus

hospedadores.
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CAPITULO 1I

Simbiontes de los cangrejos nativos: Cyrtograpsus

altimanus, Cy. angulatus y Ovalipes trimaculatus

en el litoral patagonico
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Introduccion

En los ecosistemas intermareales rocosos, los cangrejos, junto con depredadores como
estrellas de mar, caracoles perforadores y peces, desempefian un papel fundamental al
ejercer un control jerarquico en la estructura de la comunidad (Hidalgo et al. 2007). Este
control se manifiesta desde la cima de la cadena troéfica hacia abajo, influyendo en las
tasas de sucesion (McCook & Chapman 1993), patrones locales en la diversidad de
especies (Paine 1966), densidades y distribuciones de presas (Paine 1966; Yamada &
Boulding 1996), e interacciones competitivas (Paine 1974).

Los cangrejos nativos de las costas patagdnicas del género Cyrtograpsus, también
conocidos como cangrejos de las rocas Cy. altimanus 'y Cy. angulatus, pertenecen a la
familia Varunidae, son exclusivos de ambientes marinos y desempefian un papel crucial
en los ecosistemas costeros (Rojas 2014). Cyrtograpsus altimanus es, en promedio, el
depredador mas abundante en el intermareal rocoso, junto con Cy. angulatus, aunque
este en menor proporcion (Hidalgo et al. 2007). Su importancia reside en su contribucién
a las redes tréficas de niveles inferiores. Alteraciones en estos niveles pueden tener
impactos significativos en elementos de niveles tréficos superiores, incluyendo los
recursos utilizados en actividades pesqueras (Rojas 2014).

La distribucion geografica de Cy. altimanus abarca desde Rio Grande en Brasil
(32°23" S; 52°19’ 0), con poca frecuencia en la provincia de Buenos Aires y mas
abundante en la Patagonia, hasta las costas de Chubut (45°51’ S; 45°51’ O) (Boschi 1964;
1979; Boschi & Gavio 2005). Estos cangrejos, de pequefio tamafio, habitan el
intermareal rocoso de las costas e invaden los estuarios cuando existen habitats
apropiados, tales como sustratos duros con espacios donde ocultarse o utilizando fondos
duros artificiales o naturales donde pueda esconderse (Spivak 1997). Su distribucién en
muchos casos esta solapada con Cy. angulatus, con quien cohabita (Rojas 2014).

La distribucidon de Cy. angulatus abarca las costas de Sudamérica Austral, desde
Rio de Janeiro en Brasil (22°54’ S; 43°11’ O) hasta Puerto Deseado en Argentina (47°44’
S; 65°51’ O) en el Atlantico (Boschi 1964); desde la isla San Lorenzo (12°4’ S; 77°14’ 0)
en Perd hasta Talcahuano en Chile (37°1" S; 73°9’ 0) (Retamal 1981). Son mas
abundantes debajo de rocas depositadas en sustrato fangoso, donde encuentran refugio

en madrigueras excavadas en el sedimento (Iribarne et al. 2003).
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El cangrejo nadador O. trimaculatus, perteneciente a la familia Portunidae, es
una especie nativa explotada comercialmente por una pesqueria artesanal en Patagonia
(de la Barra et al. 2019; Sanchez-Carnero et al. 2022). Los portiunidos han sido
identificados como especies clave (Silliman & Bertness 2002), desempenandose como
depredadores activos, con gran influencia en las tramas troéficas en las que participan
(Hines et al. 1990; Clark et al. 1999). El cangrejo nadador, al igual que otras especies de
portunidos, es un carnivoro generalista (de la Barra et al. 2018). Es una especie
cosmopolita, su distribucion geografica es amplia y discontinua. La misma abarca areas
del Océano Pacifico Sudeste, Atlantico Sudoeste, Africa del Sur y Océano indico. En
Sudamérica la especie se distribuye en latitudes medias (25° - 459), que van desde Bahia
Independencia (Peru) hasta Canal Trinidad en Chile en la costa pacifica y desde San
Pablo (Brasil) hasta el Golfo San Jorge en la costa atlantica (Spivak 1997, Vinuesa 2005)
sin embargo, a pesar de su buena proyeccidon comercial, existe escasa informacién
biolégica. Habita fondos arenosos y poco profundos; en el litoral de Argentina se
presenta en toda la regiéon costera de la provincia de Buenos Aires, desde la Bahia
Samborombén hasta el litoral de la provincia del Chubut (Stephenson & Rees 1968;
Olivier et al. 1966).

Los crustaceos han tenido un rol importante en la transmisién de parasitos, ya
que muchas especies actian como primeros o segundos hospedadores intermediarios de
endoparasitos, contribuyendo tanto al desarrollo del parasito como en su dispersion.
Numerosas especies de digeneos, cestodos, nematodos y acantocéfalos poseen al menos
un estadio larval que requiere de un crustaceo (Marcogliese 1995). En el ambiente
marino, los crustaceos son depredados por un vertebrado (pez, ave o mamifero) donde el
endoparasito se desarrolla hasta alcanzar el estado adulto (Rohde 2005). Sin embargo,
a pesar de la importancia que cumplen los crustidceos en el ciclo de vida de los
endoparasitos marinos, en Argentina, los estudios son escasos.

Los parasitos trematodos digeneos son comunes en los ecosistemas
intermareales, donde su ciclo de vida complejo generalmente involucra a varios
miembros de la comunidad animal (Mouritsen & Poulin 2002). Los cangrejos se infectan
con digeneos cuando las cercarias, después de abandonar a los caracoles, a quienes
utilizan como primeros hospedadores intermediarios, se enquistan como metacercarias

en la cavidad corporal o en el hepatopancreas (Diaz & Cremonte 2010). En el caso de los
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acantocéfalos, los cangrejos ingieren los huevos del parasito (que contienen la larva
acantor) depositados en las heces de las aves. Después de la ingestion, los huevos
eclosionan y las larvas alcanzan la cavidad corporal del cangrejo, donde se desarrollan
hasta la etapa acantela y, finalmente, hasta la etapa cistacanto. Las metacercarias y
cistacantos necesitan ser ingeridos por un hospedador definitivo adecuado para
completar sus ciclos de vida (Diaz & Cremonte 2010; Lorenti et al. 2018)

Ademas de su potencial para causar dafos en el hospedador, incluyendo
mortalidad dependiendo de su intensidad, los parasitos que se transmiten mediante la
red trofica a menudo inducen cambios en el comportamiento del hospedador para
maximizar las tasas de transmisiéon (e.g, manipulacién parasitaria, facilitacién)
(Mouritsen & Poulin 2002).

El cangrejo Cy. altimanus ha sido reportado como segundo hospedador
intermediario en el ciclo de vida del trematode M. madrynense (Digenea:
Microphallidae), donde la fuente de infeccién es el gasterépodo S. lessonii (Diaz &
Cremonte 2010; Bagnato et al. 2015) (Figura 19). En el caso de Cy. angulatus, ha sido
reportado como segundo hospedador intermediario en el ciclo de vida del trematode
Maritrema orensense Cremonte & Martorelli, 1998 y M. bonaerense Etchegoin &
Martorelli, 1997 (Digenea: Microphallidae) donde la fuente de infeccién es el
gasterdpodo Heleobia australis (d'Orbigny, 1835), en el estuario de Bahia Blanca (Alda
etal. 2011b, 2013).

Larvas cistacantas del acantocéfalo P. chasmagnathi (Polymorphidae) fueron
reportadas utilizando a los cangrejos como hospedadores intermediarios a lo largo de las
costas del Atlantico Sudoeste. En Patagonia, ha sido hallado en Cy. altimanus
(Rodriguez et al. 2017) y el adulto parasita a la gaviota cocinera Larus dominicanus
Lichtenstein, 1823, la cual actia como hospedador definitivo (Lorenti et al. 2018)

(Figura 20).
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Ciclo de vida del trematode Maritrema madrynense

HUEVOS LIBERADOS
AL AMBIENTE

N4
~, O I

O

Figura 19. Ciclo de vida del trematode Maritrema madrynense. HD, Hospedador definitivo, gaviota cocinera
Larus dominicanus; 1H, primer hospedador intermediario, gasteropodo Siphonaria lessonii; 2H, segundo
hospedador intermediario, cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus. En el medio del ciclo obsérvese una

metacercaria enquistada de M. madrynense.
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Ciclo de vida del acantocéfalo Profilicollis chasmagnathi

HUEVOS LIBERADOS AL
AMBIENTE

ADULTO EN EL
INTESTINO

CISTACANTA EN EL
HEMOCELE

Figura 20. Ciclo de vida del acantocéfalo Profilicollis chasmagnathi. HD, hospedador definitivo, gaviota
cocinera Larus dominicanus; HI, hospedador intermediario, cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus. En el

medio del ciclo, obsérvese larvas de acantocéfalo P. chasmagnathi.

Los cangrejos nativos desempefian un papel crucial en los ecosistemas costeros
donde habitan y, sin embargo, se sabe muy poco sobre los parasitos y patégenos que
pueden afectarlos. En particular, no existen estudios parasitologicos de O. trimaculatus
a pesar de poseer relevancia econémica y social por ser un recurso pesquero, ademas ser

un depredador muy voraz (de la Barra 2018).

Objetivos

e Determinar los simbiontes presentes en las poblaciones de los cangrejos nativos
Cy. altimanus, Cy. angulatus y O. trimaculatus.
e Cuantificar la prevalencia y la intensidad media de los simbiontes hallados en las

tres especies de cangrejos.
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Materiales y métodos

Muestreo, procesamiento y examinacion de macrosimbiontes

El area de estudio y metodologia empleada es la misma para las tres especies bajo
estudio y fue descrita en “Metodologia general”. En la costa de Puerto Madryn se
llevaron a cabo muestreos estacionales durante los afios 2018 y 2019, abarcando un total
de 140 especimenes de Cy. altimanus, 83 de Cy. angulatusy 95 de O. trimaculatus. En
Bahia Camarones, los muestreos se realizaron en la primavera de 2018 y en el otofio de

2019, obteniendo un total de 26 especimenes de Cy. altimanus.

Procesamiento histoldgico

Aproximadamente entre ocho y 20 ejemplares de Cy. altimanus 'y Cy. angulatusy todos
los ejemplares de O. trimaculatus fueron procesados mediante histologia clasica,

siguiendo el protocolo que se describe en “Metodologia General”.

Observacién al microscopio electrénico de barrido (MEB)

Las larvas de acantocéfalo P. chasmagnathi halladas fueron procesadas como se

describe en “Metodologia General” para ser observadas en el MEB.

Resultados

Datos morfométricos de los hospedadores

En la primavera, tanto los cangrejos Cy. altimanus de Puerto Madryn como aquellos
colectados en Bahia Camarones exhibieron un tamafo promedio de 16 y 15 mm,
respectivamente (Tablas 5 y 6). El tamafio promedio de Cy. angulatus en Puerto Madryn
fue de 27 mm en primavera (Tabla 5). Para el cangrejo nadador O. trimaculatus el

tamafio promedio fue mayor en invierno, alcanzando los 87 mm (Tabla 5).

La distribucién por sexos (hembra/macho) en Cy. altimanusy Cy. angulatus vario,
tanto entre estaciones del afio, como entre diferentes sitios (Tabla 5 y 6). En O.

trimaculatusda proporcién de sexos se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Ancho promedio (AC) y rango del caparazdon y proporcion de sexos de los cangrejos y prevalencia (%) e intensidad media, entre paréntesis, de los
simbiontes registrados en los cangrejos nativos Cyrtograpsus altimanus, Cyrtograpsus angulatus y Ovalipes trimaculatus recolectados estacionalmente en Puerto Madryn,
costa del Atlantico sudoeste. La tabla se divide en dos partes: la primera muestra los resultados de los simbiontes hallados mediante microscopio estereoscépico
(lupa); la segunda parte presenta los resultados de la submuestra procesada para histologia y observada bajo microscopio 6ptico. Todos los ejemplares de
Ovalipes trimaculatus observados bajo lupa fueron procesados para histologia. Por lo tanto, los datos morfoldgicos y la proporcion de sexos se presentan en la
primera seccion de la tabla.

Especie de cangrejo Cyrtograpsus altimanus Cyrtograpsus angulatus Ovalipes trimaculatus
Estacion primavera verano otofio invierno primavera verano otofo invierno primavera verano otofio invierno
N total (microscopio 50 30 30 30 23 27 22 11 20 25 29 21
estereoscopico
AC y rango (mm) 16 (6-25) 13(11-17) 12 (10-16) 13 (11-18) 27 (22-35) 24(17-31) 24(17-32) 23 (12-38) 83 (71-96) 86 (74-117) 81(67-104) 87 (71-108)
Proporcién de sexos (hembra/macho) 8/42 13/17 11/19 7/23 18/5 7/20 10/22 7/4 17/3 9/16 17/12 17/4
Trematode Maritrema madrynense 16 (3,5) 33(2) 30 (33) 27 (2.2) 17 (2) 30 (1,8) 27 (1,3) 27 (1,6)
Acantocéfalo Profilicollis 8 (0,75) 132 20 (1,8) 23 (1,6) 13 (5,6) 22 (1,6) 23 (24) 18 (1,5)
chasmagnathi
N Histologia 20 15 15 15 20 15 10 8 20 25 29 21
AC y rango (mm) 16 (15-20) 13(12-17) 13 (10-16) 13 (11-16) 27 (22-31) 24 (18-30) 27 (17-30) 24 (14-28)
Proporcién sexual (hembra/macho) 1/19 5/10 4/11 5/10 15/5 5/10 4/6 5/3
Virus-like 0 0 0 0 0 0 0 0 10 4 0 10
Microorganismos procarioticos 0 20 0 0 0 27 20 12 30 36 17 5
Bacterias filamentosas 100 100 100 100 85 87 80 80 0 0 0 0
Levaduras-like 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 0 4
Ciliados 20 (39) 13 (315) 60 (3,3) 53 (22) 25 (22) 53 (59,7) 20 (6,5) 50 (43,7) 35 (47) 56 (29,6) 45 (39,5) 0
Haplosporidium sp. 10 13 7 0 40 0 0 0 0 0 0 0
Apicomplejo Aggregata valdessensis 5 0 6 0 0 0 0 25 0 0 0 0
Acantocéfalo P. chasmagnathi 51 0 0 0 0 0 20(1) 0 0 0 0 0
Nemertino Carcinonemertes sp. 0 0 0 0 0 0 0 0 5 4 0 5
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Tabla 6. Ancho promedio (AC) y rango del caparazdn y proporcion de sexos de los cangrejos y
prevalencia (%) e intensidad media entre paréntesis de los simbiontes registrados en el cangrejo nativo
Cyrtograpsus altimanus, recolectados en primavera y otofio en Bahia Camarones, costa del Atlantico
sudoeste. La tabla se divide en dos partes: la primera muestra los resultados de los simbiontes hallados
mediante microscopio estereoscopico (lupa); la segunda parte presenta los resultados de la submuestra
procesada para histologia y observada bajo microscopio éptico.

Especie de cangrejo Cyrtograpsus altimanus
primavera otofio
N total 20 6
AC y rango (mm) 15 (11-18) 14 (9-16)
Proporciéon sexual (hembra/macho) 7/13 3/3

N total (microscopio estereoscopico)

Trematode Maritrema madrynense 35(2,3) 16 (1)

Acantocéfalo Profilicollis chasmagnathi 0 33 (2)

N Histologia

Virus-like 0 0
Microorganismos procarioéticos 0 16
Ciliados 10 (7) 0
Haplosporidium sp. 5 0
P. chasmagnathi 0 20

Prevalencias de simbiontes

Se hallaron metacercarias del trematodo M. madrynense en los cangrejos Cy. altimanus
y Cy. angulatus, ubicadas dentro del hemocele en todos los casos analizados. En Puerto
Madryn, las mayores prevalencias se registraron en verano (33%) con una intensidad
media de 2 en Cy. altimanus y del 30% y una intensidad media de 1,8 en Cy. angulatus
(Tabla 5). Por otro lado, en Bahia Camarones, la prevalencia de M. madrynense en Cy.
altimanus fue del 35%, con una intensidad media de 2,3 en primavera (Tabla 6).

Se observaron larvas cistacantas de P. chasmagnathi (Figuras 21 Ay B) en el
celoma de Cy. altimanus 'y Cy. angulatus. Estas larvas rodeaban el intestino medio y,
en ocasiones, se encontraban encapsuladas. En lo que respecta a Cy. altimanus, se
identific6 una mayor prevalencia de este parasito en invierno, en un 23% y una
intensidad media de 1,6 en Puerto Madryn (Tabla 5) y un 33% e intensidad media de 2

en otofio en Bahia Camarones (Tablas 6). Por otro lado, en el caso de Cy. angulatus, se
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registré la mayor prevalencia en el otofio, alcanzando un 23% y una intensidad media

de 2,4 (Tabla 5).

Figura 21. A) Larva cistacanta del acantocéfalo Profilicollis chasmagnathi observadas al microscopio
electrénico de barrido en el cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus. B) Detalle de las espinas de la
probdscide. Barras de escala: 500 um (A), 100 um (B).

El cangrejo nadador O. trimaculatus se encontr6é libre de epibiontes y

macrosimbiontes.

Histopatologia e indices parasitarios

e (Cyrtograpsus altimanus

Se identificaron cinco simbiontes por histologia (Tablas 5 y 6). Se observaron colonias
intracelulares basotfilas de microorganismos procariotas infectando los hemocitos y el
epitelio del hepatopancreas en cangrejos provenientes de Puerto Madryn, con una
prevalencia del 20% en verano (Figura 22 A; Tabla 5). Estas colonias también se
observaron alrededor de los tdbulos del hepatopancreas en otofio en cangrejos
procedentes de Bahia Camarones, con una prevalencia del 16% (Figura 22 B). En las
branquias de todos los ejemplares, tanto de Puerto Madryn como de Bahia Camarones,
se observaron bacterias filamentosas (Figura 22 C).

Se observd la presencia de ciliados en las branquias (Figuras 22 D) en cangrejos
recolectados en ambos sitios, Puerto Madryn y Bahia Camarones. La prevalencia de

ciliados en los cangrejos provenientes de Puerto Madryn alcanzé el 60% y se observé en
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todas las estaciones, a diferencia de los cangrejos recolectados en Bahia Camarones,

donde no super6 el 10% y solo se observaron en primavera (Tablas 5y 6).

Figura 22. Secciones histoldgicas (H&E) del cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus. A) Tabulos
hepatopancreaticos (ht) infectados con colonias intracelulares basofilas de microorganismos procariotas
(flecha). B) Colonias intracelulares baséfilas de microorganismos procariotas (flecha) en el hemocele (h)
alrededor de los tabulos del hepatopancreas (ht). C) Bacterias filamentosas (flecha) observadas con alta
magnificacion en las lamelas branquiales (Ib). D) Ciliados (flecha) con un micronucleo y varios
microntcleos, ubicados en la camara branquial, entre las lamelas (Ib). Barras de escalas: 50 um (A, B, C)
y 20 um (D).

Se identificaron diversas formas unicelulares, plasmodios, esporas en desarrollo
y maduras, las cuales presentaron similitudes con Haplosporidium sp. (Figura 23). Las
células del epitelio del hepatopancreas exhibian una marcada hipertrofia, albergando
abundantes células unicelulares con caracteristicas similares a las de Haplosporidium
sp. (Figura 23 A). Asimismo, se detect6 la propagacion del parasito hacia las branquias,

donde se observaron plasmodios multinucleados en proximidad a las lamelas
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branquiales (Figura 23 B). En algunos individuos se observaron esporoblastos en el
hemocele del hepatopancreas; los mismos contenian un endoplasma bien definido que
albergaba un cuerpo baséfilo (Figura 23 C). Esporas maduras fueron observadas en el
tejido conectivo del corazén y alrededor de los tabulos del hepatopancreas (Figura 23 D).
Las infecciones a menudo estaban acompafadas de lisis del tejido; esta afeccién se
observo principalmente en el hepatopancreas (Figura 23 E). Ademads, se observé una
respuesta del hospedador con la formaciéon de n6dulos melanizados y agregaciones de
hemocitos (Figura 23 F). Este parasito fue detectado en cangrejos de Puerto Madryn
durante las estaciones de primavera, verano y otofio, siendo mas prevalente en verano
(13%) (Tabla 5). En Bahia Camarones su presencia se limit6 a la primavera, con una

prevalencia del 5% (Tabla 6).
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Figura 23. Secciones histoldgicas (H&E) del cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus con infeccion similar
a Haplosporidium sp. A) Epitelio del hepatopancreas (ht) con células unicelulares (flecha). B) Plasmodios
multinucleados (flecha) adyacentes a las lamelas branquiales (Ib). C) Esporoblastos conteniendo un
cuerpo basofilo (flecha); obsérvese la pared del endoplasma bien definida (punta de flecha). D) Esporas
maduras (flecha) en el hemocele del hepatopancreas (ht). E) Hepatopancreas (ht) con evidencia de lisis
F) Granuloma melanizado (flecha) en el hepatopancreas. Barras de escala: 20 um (A, B, C D, E) y 50 um

(F).

69

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Capitulo II

Se observaron etapas de merogonia del apicomplejo Aggregata valdessensis
Sardella, Ré & Timi, 2000, en el intestino y alrededor del hepatopancreas. Se detectaron
etapas uninucleadas, donde la célula representa la etapa mas temprana de la
merogonia; presenta un nucleo central y se encuentra en la submucosa del intestino
medio (Figura 24 A). En el hemocele del hepatopancreas se observaron merontes
inmaduros con merozoitos en una etapa temprana de desarrollo (Figura 24 B) y
merontes maduros que contenian merozoitos completamente desarrollados que rodean
una gran masa residual, dispuestos radialmente, con la apariencia de una "roseta”
(Figuras 24 C y D). La prevalencia de infeccion fue del 3% en primavera y del 6% en

otofio en Puerto Madryn (Tabla 5).

Figura 24. Secciones histoldgicas (H&E) del cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus infectado con estados
merogonicos del apicomplejo Aggregata valdessensis. A) Etapa de desarrollo uninucleada (flecha) en el
intestino medio (im). B) Meronte inmaduro (flecha) en el hemocele (h) del hepatopancreas (ht) con
merozoitos en desarrollo agrupados. C) Meronte maduro (punta de flecha) en el hemocele (h) del
hepatopancreas con merozoitos completamente desarrollados agrupados en forma de roseta (circulo)
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rodeando la masa residual (r). D) Detalle de un meronte maduro que contiene merozoitos completamente
desarrollados dispersos (punta de flecha) libres en el hemocele del hepatopancreas. Barras de escala: 50
um (A, C), 100 um (B), 20 um (D).

El acantocéfalo P. chasmagnathi se encontr6 encapsulado en la periferia del
intestino medio (Figura 25). Se observé en el 5% de las secciones histolégicas de los
cangrejos provenientes de Puerto Madryn en primavera y en el 20% de la poblacion de
Bahia Camarones en otofio, con una intensidad media de 1 y 2, respectivamente (Tablas

5y6).

Figura 25. Seccidn histologica (H&E) del cangrejo nativo Cyrtograpsus altimanus. Acantocéfalo, Profilicollis

chasmagnathi, en la periferia del intestino medio (im). Obsérvese la cuticula (flecha), la hipodermis sincicial
(punta de flecha) y la proboscide invaginada (asteriscos). Barra de escala: 400 pm.

e (Cyrtograpsus angulatus

Se identificaron, mediante la observacion de cortes histolégicos, cinco simbiontes en los
cangrejos provenientes de Puerto Madryn (Tabla 5). Se observaron colonias
intracelulares basoéfilas de microorganismos procariotas infectando el epitelio del

hepatopancreas (Figura 26 A) con una prevalencia maxima del 27% en verano (Tabla
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5). En las branquias se observaron bacterias filamentosas con una prevalencia maxima
del 87% en verano.

Se observaron protistas ciliados pedunculados en las branquias (Figura 26 B). Se
hallaron en cangrejos recolectados en todas las estaciones del afio, con una prevalencia

maxima del 53% en verano y una intensidad media de 59,7 (Tabla 5).

Figura 26. Secciones histologicas (H&E) del cangrejo nativo Cyrtograpsus angulatus. A) Colonias
intracelulares de microorganismos procariotas basofilas (flecha) en células epiteliales del hepatopancreas
(ht). B) Ciliados con un macronucleo (flecha), ubicados en las branquias entre las lamelas branquiales (Ib).

Barras de escala: 50 um (A, B).

Plasmodios multinucleados y esporas en desarrollo, similares a Haplosporidium
sp. fueron observados en el hepatopancreas y en el corazén (Figura 27). Las células del
epitelio del hepatopancreas se observaron hipertrofiadas y repletas de una gran
cantidad de células uninucleadas (Figura 27 A). En el hemocele del hepatopancreas
(alrededor de los tubulos) (Figura 27 B) y en el corazén (Figura 27 C) se observaron
esporas en desarrollo dentro de un esporoquiste. La respuesta del hospedador consistié
en la formacién de nédulos (Figura 27 D). Esta patologia se hall6 en cangrejos

provenientes de Puerto Madryn con una prevalencia del 15% en primavera (Tabla 5).
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Figura 27. Secciones histoldgicas (H&E) de Cyrtograpsus angulatus infectadas con un organismo similar a

Haplosporidium sp. A) Tubulos del hepatopancreas infectado; obsérvese la hipertrofia de las células del
epitelio del tubulo del hepatopancreas (ht) que contiene un gran numero de formas unicelulares del
parésito (flecha). B) Esporoquiste que contiene esporas en desarrollo, obsérvese la respuesta del
hospedador causando una agregacién de hemocitos alrededor (flecha). C) Esporas en desarrollo dentro
de un esporoquiste en el pericardio (per) del corazon. D) Nédulo con encapsulacion hemocitica en el

musculo cardiaco (flecha). Barras de escala: 50 um (A, C, D), 20 um (B).

Merontes maduros del apicomplejo A. valdessensis fueron observados alrededor
de los tibulos del hepatopancreas, idénticos a los observados en Cy. altimanus (Figura
24 D). Se observan merozoitos dispuestos en forma de roseta dentro de los merontes. La
prevalencia de infeccién fue del 2% en invierno, en Puerto Madryn (Tabla 5).

El acantocéfalo, P. chasmagnathi se observé en el 20% de las secciones
histolégicas de los cangrejos recolectados en otofio con una intensidad media de 1,

idénticos a los observados en Cy. altimanus (Figura 25).

e QOvalipes trimaculatus
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Se identificaron cinco simbiontes mediante la observaciéon de cortes histolégicos (Tabla
5). Se observaron infecciones similares a virus, tanto en el hemocele que rodea al
hepatopancreas, como en el epitelio y en el interior de las lamelas branquiales (Figura
28). La patologia observada se caracteriz6 por la presencia de células infectadas con
nucleos hipertrofiados y basoéfilos. Esta infeccién también se asocié con agregaciéon de
hemocitos (Figura 28 A). Durante las estaciones de primavera y otofio, se registré una
prevalencia maxima del 10% en los individuos recolectados. Sin embargo, a pesar de
esta infeccion, no se observo en los cortes histolégicos ninguna respuesta por parte del

hospedador.

Figura 28. Secciones histologicas (H&E) del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus con una infeccion
similar a virus. A) Hemocitos con el nucleo hipertrofiado baséfilo (flecha) en el hemocele (h) alrededor
del hepatopancreas (ht). B-C) Inclusiones basofilas intranucleares en epitelio del hepatopancreas y en las
lamelas branquiales (Ib). Barras de escala: 50 um (A, C); 20 um (B).

Se identificaron microorganismos procariotas en diversos tejidos, incluyendo el
hepatopancreas, el corazén, branquias y el musculo. En todos los casos, se manifestaron

en forma de colonias basofilas procariotas (Figura 29) en el hemocele que rodea los
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organos infectados y en algunos casos en el tejido conectivo (Figuras 29 A, B y C), con
aspecto denso, granular y de color purpura (tincion H&E). En algunos ejemplares, se
observaron infectando las células del epitelio del hepatopancreas (Figura 29 D); en las
branquias se hallaron ubicadas adyacentes a las lamelas (Figura 29 E) y en los extremos
de las mismas (Figura 29 F). La presencia de estos microorganismos se constaté en las
cuatro estaciones del afio, siendo la prevalencia mas elevada durante el verano (36%)
(Tabla 5). Es relevante destacar que, a pesar de su presencia, no se observaron
alteraciones en los nucleos de las células hospedadoras y no se evidenciaron respuestas

inmunitarias en los 6rganos afectados.
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Figura 29. Secciones histolégicas (H&E) del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus infectado por
microorganismos procarioticos. A, B) Colonias de microorganismos procaridticos (flecha) en el hemocele
(h), adyacente al hepatopancreas (ht), C) y al corazén (cor). D) Colonias intracelulares (flecha) invadiendo
el citoplasma de las células del hepatopancreas (ht). E) Microorganismos procariéticos (flecha) adheridos
a la lamela branquial (Ib). F) Colonia de microorganismos (flecha) en extremo de la lamela branquial (1b).
Barras de escala: 50 um (A, B, C, D, E, F).
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Se observaron células ovoides similares a levaduras (Figura 30) en el lumen del
intestino y tejido conectivo asociado al mismo (Figura 30 A), y en musculo (Figura 30
B), donde también se observaron hifas. Se registr6 escaso dafio en el tejido infectado,
pero se observaron acumulaciones de hemocitos (nédulos) obstruyendo los senos
hemales en las branquias (Figura 30 C). La prevalencia fue del 8% en verano y 3% en

invierno (Tabla 5).

Figura 30. Secciones histoldgicas (H&E) del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus infectadas con células
similares a levaduras. A) Numerosas células similares a levaduras (flecha) concentradas en el lumen del
intestino (li). B) Células similares a levaduras (punta de flecha) e hifas (flechas) en el musculo (m). C)
Agregaciones de hemocitos (flecha) formando un nédulo entre las lamelas branquiales (Ib). Barras de
escala: 20 pm (A), 50 um (B, C).

Se evidenci6 infeccién de protistas ciliados en las branquias, incluyendo aquellos
con pedunculo. Se caracterizaron por poseer un macronucleo en forma de herradura, y

por varios micronudcleos (Figura 31). Se hallaron sin aparente respuesta inmune por
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parte del hospedador. Se observaron en las cuatro estaciones del afio, registrando la

mayor prevalencia en verano (56%), con una intensidad media de 29,6 (Tabla 5).

Figura 31. Seccién histologica (H&E) del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus donde se observan

protistas ciliados (flecha) entre las lamelas branquiales (Ib). Barra de escala: 50 pum.

Se observé una infeccibn que presenté similitudes con el nemertino
Carcinonemertes sp. (Figura 32). Este simbionte se detectdé entre las lamelas
branquialesy fue identificado como nemertino por la presencia de un es6fago, de capas
de musculos circular y longitudinal y una epidermis ciliada. No se observé patologia en
el tejido branquial adyacente. La prevalencia de infeccién fue del 5% en primavera e

invierno y del 4% en verano; los ejemplares infectados fueron hembras (Tabla 5).
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Figura 32. Seccion histologica (H&E) del cangrejo nadador Ovalipes trimaculatus infectado con nemertino
similar a Carcinonemertes sp. entre las lamelas branquiales (Ib). Presenta una epidermis ciliada (punta de
flecha) musculos circulares (flecha larga) y musculos longitudinales (flecha corta) y un es6fago (asterisco).

Barra de escala: 100 pm.

Anadlisis estadisticos
e (Cyrtograpsus altimanus

Maritrema madrynense: en los cangrejos provenientes de Puerto Madryn, el
mejor modelo para explicar la variacién en la prevalencia incluyé a la Estacién del afio
(Maritrema ~Estacién), pero no tuvo significancia estadistica (p > 0,05). Por otro lado,
en los cangrejos prevenientes de Bahia Camarones, el mejor modelo para explicar la
variacién en la prevalencia incluyé el efecto conjunto de Sexo, Estacién y la interaccion
entre ambos (Maritrema ~ Sexo + Estacién + Sexo: Estacion), aunque tampoco tuvo

significancia estadistica (p > 0,05).
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Profilicollis chasmagnathi: en los cangrejos provenientes de Puerto Madryn el
mejor modelo para explicar la variacién en la prevalencia fue el modelo nulo (Profillicolis
~ 1) lo que refleja la ausencia de variables predictoras, sugiriendo que la presencia de
este helminto no estd influenciada por ninguna de las variables exploradas.

Ciliados: en los cangrejos provenientes de Puerto Madryn, el mejor modelo para
explicar la variacién en la prevalencia incluyé la talla (Ciliados ~ Talla). Se observé una
asociacién significativa entre la talla del hospedador y la presencia de ciliados (x* =
4,0497, df = 1, p = 0,04418), indicando que la prevalencia de ciliados aumenta junto con
el tamafio del hospedador.

Haplosporidium sp.: en los cangrejos provenientes de Puerto Madryn, el mejor
modelo para explicar la variacién en la prevalencia fue el modelo nulo (Haplosporidia ~
1), lo que refleja la ausencia de variables predictoras, sugiriendo que la presencia de

este pardasito no estad influenciada por ninguna de las variables exploradas.
e (Cyrtograpsus angulatus

Maritrema madrynense y Profilicollis chasmagnathi: En ambos casos, para
ambos parasitos, el mejor modelo para explicar la variacién en la prevalencia fue el
modelo nulo, donde la presencia de estos parasitos se representa como ~1. Esto sugiere
la ausencia de variables predictoras que influencien la presencia de estos helmintos,
indicando que su aparicidon no esta influenciada por ninguna de las variables exploradas.
Microorganismos procariotas: el mejor modelo para explicar la variaciéon en la
prevalencia incluyé la Estaciéon (M. procariotas ~ Estacion). Se observé una asociacion
significativa (x* = 8,9637, df = 3, p = 0,02978); las prevalencias fueron mas altas durante
el verano seguido por el otofio.
Ciliados: el mejor modelo para explicar la variacion en la prevalencia incluy6 el
Sexo, Estacion y Sexo: Estacion (Ciliados ~ Sexo + Estacion + Sexo: Estacidon), aunque

no tuvo significancia estadistica (p > 0,05).
e Ovalipes trimaculatus

Microorganismos procariotas: el mejor modelo para explicar la variacién en la
prevalencia incluy6 la Estaciéon (M. procariotas ~ Estacién), la cual presenté una
asociacién significativa (x* = 10,64, df = 3, p = 0,01384). Las prevalencias fueron mayores

en primaveray verano.

80

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Capitulo II

Ciliados: el mejor modelo para explicar la variacion en la prevalencia incluy6 la
Estacién (Ciliados ~ Estacién), la cual presentd una asociacién significativa (x* = 23,172,
df = 3, p = 3,718e-05). Las mayores prevalencias fueron en verano; en invierno hubo

ausencia de ciliados.

Comparacién entre especies

El modelo mdas adecuado para explicar la variacién en la prevalencia de M. madrynense,
P. chasmagnathi y los ciliados, utilizando como variable la especie de cangrejo
hospedador (Cy. altimanus y Cy. angulatus), fue el modelo nulo. Esto indica la ausencia
de una relacién predictiva significativa, sugiriendo que no hay especificidad
hospedadora por parte del parasito.

Discusion
Este estudio contribuye al conocimiento de los simbiontes presentes en los cangrejos
nativos de la Patagonia, en particular Cy. altimanus, Cy. angulatus y O. trimaculatus.
Es importante destacar que el presente constituye el primer reporte sobre simbiontes
en O. trimaculatus, lo cual afiade un componente significativo a nuestra comprensiéon
de esta especie y su importancia econémica en la regiéon. Se hallaron diversas infecciones
en los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp., las cuales incluyen parasitos helmintos de
las familias Microphallidae y Profillicolidae, asi como protozoos similares a
Haplosporidium sp.y el apicomplejo A. valdessensis. Por otro lado, el cangrejo nadador
O. trimaculatus present6 infecciones de virus y levaduras, ademas de la presencia de un
nemertino similar a Carcinonemertes sp. La deteccion de A. valdessensis y
Carcinonemertes spp. constituyen nuevos registros en estas especies de cangrejos en la
costa Atlantica sudoeste.

Infecciones por dos parasitos helmintos, M. madrynense y P. chasmagnathi, se
observaron en los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. en ambos sitios de estudio. Este
hallazgo constituye el primer registro de M. madrynense en Cy. angulatus, ya que su
presencia habia sido documentada en Cy. altimanus (Diaz & Cremonte 2010; Bagnato
et al. 2015). Diaz & Cremonte (2010) encontraron que el 33% de los cangrejos Cy.
altimanus estaban infectados con M. madrynense. Las prevalencias halladas en este
estudio alcanzaron hasta un 35% para M. madrynense y un 33% para P. chasmagnathi.

Las larvas del acantocéfalo P. chasmagnathi habian sido previamente reportadas
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infectando al 26,6% de Cy. altimanus de las costas de Puerto Madryn (Lorenti et al.
2018), mientras que para Cy. angulatus se registraron prevalencias del 20% en el
estuario de Bahia Blanca (Alda et al. 2011a). En este estudio, en Puerto Madryn,
observamos una mayor prevalencia de P. chasmagnathi en otofio e invierno, aunque
estos datos no tuvieron significancia estadistica y coinciden con lo observado por Lorenti
et al. (2018). Lorenti et al. (2018) también hallaron una mayor prevalencia en machos
que en hembras, aunque en nuestro estudio no se observd una asociacion entre el sexo
y la prevalencia de infeccion. En el caso especifico de los cangrejos recolectados en Bahia
Camarones no se observaron infecciones por P. chasmagnathi en primavera, pero si en
otofio. Es importante mencionar que el tamafio de la muestra de cangrejos analizados
en este ultimo sitio fue relativamente pequefio, lo que resalta la necesidad de realizar
un muestreo mas exhaustivo que abarque todas las estaciones del afio para comprender
mejor la dindmica de estas infecciones en este sitio. Las intensidades de infeccion
observadas para ambos helmintos fueron relativamente bajas. Las infecciones de
metacercarias en crustaceos pueden alcanzar intensidades sorprendentemente altas,
afectando el comportamiento, la morbilidad y la mortalidad del hospedador (Robaldo et
al. 1999; Gonzalez 2016; Violante-Gonzalez et al. 2016). Robaldo et al. (1999) observaron
que la intensidad de M. szidati en el hepatopancreas de Neohelice granulata (Dana,
1851) oscilo6 entre 2 y 802, provocando necrosis y cambios en los niveles de glucégeno en
intensidades elevadas. La necrosis focal y el desplazamiento de tejido son comunes
alrededor de las metacercarias (Stentiford & Feist 2005); los crustaceos pueden
encapsular y melanizar las metacercarias, lo que resulta en la muerte del parasito
(Bryan-Walker et al. 2007). Dada las bajas intensidades no se observaron este tipo de
patologias en el presente estudio. Ademas de los efectos directos sobre la morfologia y
la fisiologia del hospedador, los digeneos pueden afectar la fecundidad y la tasa de
respiracion de los hospedadores infectados (Gates et al. 2018; Arundell et al. 2019). Los
acantocéfalos pueden inducir cambios en el comportamiento, incluyendo castracion,
alteraciones en la pigmentacion y modificaciones en el comportamiento que
incrementan la tasa de depredacion (Nickol 1985; Moore & Gotelli 1990; Kolluru et al.
2011) Dadas las bajas intensidades de infecciéon observadas por P. chasmagnathi,
tampoco se observaron cambios notables en los hospedadores, ni variaciones respecto a
las tallas. La intensidad de la infeccion suele estar relacionada con el tamafio del

hospedador, y las infecciones con alta intensidad pueden resultar en una reduccion de
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la fecundidad y un aumento de la mortalidad (Liat & Pike 1980; Thompson 1985;
Latham & Poulin 2002). La ausencia de estos helmintos en O. trimaculatus puede
deberse a que este habita en zona submareales, y estos parasitos estan asociados con
estuarios y zonas intermareales rocosas (Diaz & Cremonte 2010; Bagnato et al. 2015;
Rodriguez et al. 2017). Ambos helmintos culminan su ciclo de vida en la gaviota
cocinera, por lo cual sus hospedadores intermediarios deben estar asequibles para ser
depredados por esta ave.

En los cortes histolégicos de O. trimaculatus fueron observadas secciones con
caracteristicas compatibles con el nemertino Carcinonemertes sp.; estuvieron ubicados
entre las lamelas branquiales y presentaron el epitelio ciliado caracteristico. Estos
ejemplares mostraron una gran similitud con los juveniles de Carcinonemertes sp.
presentes en las branquias de la langosta espinosa del Caribe Panulirus argus
(Latreille, 1804), donde se registraron prevalencias del 22% (Atherley et al. 2020). En
contraste, las prevalencias registradas en el presente estudio fueron bajas, menos del
5%, y solo se encontré un macho infectado; el resto fueron hembras no ovigeras. En linea
con nuestro estudio, C. carcinophila y el nemertino hallado en P. argus poseen etapas
juveniles que infectan las branquias del hospedador, tanto de hembras no ovigeras como
de machos (Humes 1942; Atherley et al. 2020). La presencia de un nemertino en las
lamelas branquiales indica el potencial de esta especie para ser transferida de machos
a hembras hospedadoras, posiblemente a través de la cépula (Wickham et al. 1984;
Wickham 1986; Shields & Kuris 1990), asi como para migrar de las branquias de las
hembras a las masas de huevos cuando el hospedador ovoposita (Atherley et al. 2020).
Este tipo de ciclo de vida lo exhibe C. carcinophila en Callinectes sapidus Rathbun, 1896,
Carcinonemertes carcinophila imminuta Humes, 1942 en Ca. danae y Carcinonemertes
sp. en P. argus (Kuris 1993; Santos & Bueno, 2001; Atherley et al. 2020). En el presente
estudio, el inico macho infectado se registro en el periodo de actividad reproductiva de
O. trimaculatus, en invierno, época en el que se encuentran parejas en copula (Martelli
2018). Atherley et al. (2020) registraron altas prevalencias en machos de P. argus en los
periodos de alta actividad reproductiva, y en hembras las prevalencias fueron mayores
en los meses de baja actividad reproductiva. Sin embargo, como sugieren Atherley et al.
(2020) se esperaria una tendencia opuesta, donde los gusanos son transferidos de los
machos a las hembras durante la cépula. Por lo tanto, es necesario realizar un estudio

adicional sobre los patrones de prevalencia de infeccion de ambas especies de
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nemertinos a lo largo de un periodo de tiempo extendido para establecer cualquier
correlacion entre la reproduccién del hospedador y la prevalencia e intensidad de la
infeccion. Ademas, es necesario realizar estudios moleculares para su identificacién
taxondmica, combinados con estudios morfoldgicos, ya que existen ligeras variaciones
morfoldgicas entre especies (Gonzalez-Cueto et al. 2014). Este patégeno puede afectar
la salud reproductiva de O. trimaculatus hasta el punto de disminuir los nameros de su
poblacién, como se ha informado en varias pesquerias de cangrejos (Kuris et al. 1991;
Shields 2012).

Infecciones similares a virus solo se detectaron en O. trimaculatus, identificadas
por la presencia de cuerpos de inclusién intranucleares eosinofilicos en el
hepatopancreas y las branquias, caracteristica del Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV) (Nimaviridae) (Somboonna et al. 2010). Martorelli et al. (2010, 2012)
informaron la presencia de este patégeno viral en camarones A. longinaris, P.
macrodactylus y el cangrejo Cy. angulatus en el estuario de Bahia Blanca, Argentina,
marcando la presencia mas austral del virus en el Océano Atlantico sur. Aunque
Martorelli et al. (2010) notaron puntos blancos en el caparazén dorsal y la cuticula
interna de la cAmara branquial en Cy. angulatus y P. macrodactylus; estas patologias
no se observaron en los ejemplares de O. trimaculatus en el presente estudio. A pesar
de los informes sobre la presencia de este virus en Cy. angulatus (Martorelli et al. 2010)
en provincia de Buenos Aires, no se observaron infecciones en los cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp. en el presente estudio. Las bajas prevalencias observadas en O.
trimaculatus (< 5%) y la ausencia en Cyrtograpsus spp. pueden ser atribuidas a la falta
de patologias evidentes. Chang et al. (2001) descubrieron que el 27,2% de los cangrejos
azules C. sapidus estaban positivos para WSSV, pero no mostraban sintomas evidentes,
sugiriendo la posibilidad de que actiien como reservorios del virus. Estos hallazgos
resaltan la importancia de considerar la diversidad especifica de la especie al
interpretar las prevalencias de WSSV y los efectos de la enfermedad en las poblaciones
de cangrejos. Por lo tanto, seria relevante confirmar con analisis moleculares si las
infecciones virales observadas en O. trimaculatus corresponden al virus WSSV, y
realizar estudios adicionales que abarquen una gama mas amplia de localidades y
poblaciones para comprender la distribucién y la frecuencia de este virus.

Se observaron infecciones causadas por microorganismos procariotas en las tres

especies de cangrejos. Estas infecciones exhibieron similitudes con las ocasionadas por
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Organismos Similares a Rickettsias (RLO) (Eddy et al. 2007; Bojko et al. 2018,
Ryazanova et al. 2020; Bojko et al. 2022). Las prevalencias de los procariotas en las tres
especies de cangrejos aqui estudiados se vieron significativamente afectadas por las
estaciones; se observé un aumento durante los periodos mas calidos del afo.
Especificamente, en Cy. altimanus, soOlo se registraron infecciones en el verano (20%),
mientras que en Cy. angulatus y O. trimaculatus, aumentaron progresivamente hacia
la temporada estival, alcanzando una prevalencia del 36%. Estudios previos han
demostrado que las infecciones por RLO’s tienen un patrdén estacional, asociados con un
aumento de la temperatura del agua (Morales-Covarrudias et al. 2010; Ryazanova et al.
2020). Cabe seiialar que este patron es caracteristico no sélo de la infecciéon por RLO,
sino también de muchas otras enfermedades de los crustaceos (Ryazanova et al. 2020).
No fue posible cuantificar la cantidad de colonias por espécimen, pero si se observé que
los tubulos del hepatopancreas con mayor cantidad de colonias presentaban necrosis e
infiltraciéon de hemocitos en los tejidos, estas caracteristicas histopatologicas permiten
un diagnostico de infeccién por RLO, asi como la diferenciacién de otras patologias
hepatopancreaticas (Varela-Mejias & Pefia-Navarro 2016; Bojko et al. 2022). Algunos
ejemplares presentaban areas danadas del epitelio de los tibulos del hepatopancreas
intercaladas con areas de epitelio con una estructura "normal”, similar a lo observado
por Bojko et al. (2022) en el cangrejo real azul Paralithodes platypus (Brandt, 1851)
infectado por un organismo similar a RLO que afecta las células epiteliales del
hepatopancreas. Para avanzar en la comprension de estas infecciones sera necesario
llevar a cabo estudios moleculares y de microscopia electrénica de transmisiéon para su
identificacion taxonémica y para comprender mejor su patogenia. Ademas, es esencial
realizar nuevos muestreos y evaluar las manifestaciones visuales de la enfermedad en
individuos infectados, asi como el alcance y el patréon de infeccion de las células
epiteliales del hepatopancreas, dada la posible letalidad de la enfermedad para el
organismo hospedador (Bojko etal. 2022). Conocer el tipo especifico de RLO implicado
es crucial, ya que estos microorganismos podrian estar regulando la abundancia de las
poblaciones naturales de los cangrejos nativos en la costa patagoénica.

Se detectaron bacterias filamentosas en las branquias de cangrejos nativos del
género Cyrtograpsus, presentando una patologia similar a la descrita por Stentiford &
Feist (2005), Alda et al. (2011a), Bojko et al. (2018). Alda et al. (2011a) informaron sobre

la presencia de este tipo de bacterias en las branquias de Cy. angulatus, con una
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prevalencia del 12%. En este estudio, las prevalencias de infeccién fueron notablemente
altas, del 100% en Cy. altimanus y alcanzando un 87% en Cy. angulatus. Como
senalaron Alda et al. (2011a), estas bacterias filamentosas muestran similitudes con
Leucothrix mucor {rsted, 1844, una bacteria filamentosa Gram-negativa que se
encuentra comunmente en superficies externas como branquias, huevos, algas y otras
superficies en ambientes marinos (Johnson et al. 1971; Bland & Brock 1973). Es
frecuente hallarla en masas de huevos y ocasionalmente en las branquias de varios
crustaceos (Bland & Amerson 1974; Bodammer & Sawyer 1981). La presencia de esta
bacteria suele ser indicativa de un exceso de nutrientes, como contaminaciéon por
agentes contaminantes o una carga nutricional elevada (Sawyer et al. 1984; Schuwerack
et al. 2001). Para identificar taxonémicamente a estas bacterias y comprender su
impacto en la salud de los cangrejos y en los ecosistemas marinos en general, se
requieren investigaciones adicionales, incluyendo analisis moleculares y microscopia
electronica de transmision.

Se detectaron organismos similares a levaduras en el cangrejo nadador O.
trimaculatus, una ocurrencia poco comun en cangrejos. La primera descripcién
documentada fue realizada por Stentiford et al. (2003) en dos especies de cangrejos,
Cancer pagurus Linnaeus 1758 y Necora puber (Linnaeus,1767). Ademads, se han
reportado casos en el cangrejo Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), relacionados con la
enfermedad del cangrejo letargico (Boeger et al. 2007), y en Ca. maenas (Davies et al.
2020). En el presente estudio, las prevalencias observadas fueron relativamente bajas
(< 8%), aunque en Ca. maenas las prevalencias reportadas fueron aun menores (0,4%)
(Davies et al. 2020b). La apariencia de los hongos observados en cortes histolégicos en
el presente estudio es similar a la reportada en U. cordatus (Boeger et al. 2007). Ademas,
se evidencid una respuesta del hospedador en forma de encapsulaciéon hemocitica, tal
como han reportado trabajos previos en cangrejos infectados por estos organismos
(Boeger et al. 2007; Smith et al. 2013). Es comun observar la infecciéon de levaduras
ocurriendo simultaneamente con otras infecciones, tales como Haplosporidium sp. y
Hematodinium sp. en cangrejos (Stentiford et al. 2003; Smith et al. 2013; Davies et al.
2020b). Stentiford et al. (2003) no detectaron ninguna infeccién por levaduras en
cangrejos libres de Hematodinium, lo que sugiere que el hongo podria ser un patégeno
oportunista, posiblemente explotando el sistema inmunolégico debilitado del cangrejo

hospedador. De hecho, las infecciones fungicas suelen asociarse con la depresion
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inmunolégica en muchos grupos de animales, incluidos los cangrejos (Welsh & Sizemore
1985; Mydlarz et al. 2006). Tanto los patégenos primarios como las condiciones
ambientales inadecuadas son factores conocidos que causan estrés y debilitamiento
subsiguiente de la respuesta inmunolégica del hospedador (Stentiford & Feist 2005).
Davies et al. (2020b) proponen que las infecciones fungicas de los decapodos son raras y
probablemente afectan sé6lo a los animales decadentes. Sin embargo, en el presente
estudio no se asociaron estas infecciones con otras, aunque dado el bajo niumero de
individuos infectados es posible que hayan estado sometidos a algun tipo de estrés, lo
que podria haber aumentado su susceptibilidad a la infecciéon. Teniendo en cuenta que
todo el material utilizado en presente estudio fue fijado antes del descubrimiento de la
infeccién por organismos similares a levaduras, fue imposible cultivar e identificar la
especie de levadura responsable. La identificacién molecular (Fell 1993; Lu et al. 1997)
y las técnicas de cultivo son necesarias para dilucidar la identidad de los organismos
similares a levaduras detectados en O. trimaculatus y para proporcionar material para
estudios de transmision que determinen la susceptibilidad de hospedadores
comprometidos y no comprometidos.

Protistas ciliados fueron observados en las branquias de las tres especies de
cangrejos nativos estudiadas en este trabajo de tesis. Estos fueron morfolégicamente
similares a Epistylis sp. hallados en Cy. angulatus en el estuario de Bahia Blanca, con
prevalencias del 35% (Alda et al. 2011a). En el presente estudio las prevalencias fueron
mayores, alcanzando valores del 60% y 53% en Cyrtograpsus altimanusy Cy. angulatus
respectivamente y del 56% en O. trimaculatus. Las prevalencias de ciliados resultaron
significativamente mayores en cangrejos Cy. altimanus mas grandes; esta correlacion
podria explicarse por el hecho de que los hospedadores mas grandes son mas viejos y,
por lo tanto, tuvieron una exposicién mas prolongada a los parasitos (Poulin 1997). En
0. trimaculatus las prevalencias fueron mayores en verano y otofio, siendo cero en
invierno. Se conoce que la temperatura del agua modela patrones en las infecciones por
simbiontes (Huchin-Mian et al. 2018). Feigenbaum (1975) y Hudson & Lester (1992)
reportaron variacion estacional en ciliados, los cuales aumentaron en verano y
disminuyeron en invierno. Las infecciones por ciliados se asocian con condiciones
estresantes y, como tales, se han considerado patégenos oportunistas que, de hecho, rara
vez se observan en muestras recolectadas directamente del campo (Meyers 1990; Small

et al. 2005). Los ciliados ocurren en la hemolinfa y prefieren tejidos ricos en oxigeno
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como las branquias; sin embargo, en infecciones con alta intensidad se pueden encontrar
en la mayoria de los tejidos (Shields et al. 2022). Se ha sugerido que la alta intensidad
de ciliados puede deberse a la inmunosupresion del hospedador, junto con cambios en la
estructura de las branquias causados por contaminantes (Khan 1990; Yeomans et al.
1997).

Se hallé un agente patogeno similar al haplosporidio en los cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp. en ambos sitios de estudio. Ademas de los moluscos como
hospedadores, ha habido miltiples reportes de haplosporidio que infectan a los
crustaceos; incluyendo tanto la hemolinfa como los tejidos conectivos de especies de
cangrejos como Panopeus herbstii Milne Edwards, 1834, Rhithropanopeus harrisii
(Gould, 1841), Ca. maenas y C. sapidus (Sprague 1963; Perkins 1975; Marchand &
Sprague 1979; Stentiford et al. 2003; Davies et al. 2020a). También se han observado en
la hemolinfa de camarones como Pandalus platyceros Brandt, 1851 y Pandalus borealis
Krgyer, 1838 (Meyers et al. 1994; Bower & Meyer 2002; Reece et al. 2004), asi como
tejidos conectivos de anfipodos (Larsson 1987; Winters & Faisal 2014; Urrutia et al.
2019). En este estudio, la infeccién parecia restringirse inicialmente a los tejidos del
hepatopancreas, afectando a todos los tipos de células epiteliales, aunque también se
observaron invadidos el corazdn, el musculo y las branquias. Las células del
hepatopancreas mostraban multiples etapas de desarrollo plasmodial. Es importante
destacar que en Argentina sélo se ha reportado Haplosporidium patagon Ituarte,
Bagnato, Siddal & Cremonte, 2014 en las lapas pulmonadas S. lessoniiy S. lateralis en
el intermareal de Puerto Deseado, Santa Cruz, con prevalencias menores al 13% (Di
Giorgio et al. 2014), y los esporoquistes de S. lessonii presentaban similitudes
histolégicas con los observados en este estudio, donde las prevalencias alcanzaron el
15%. En algunos hospedadores crustaceos infectados por Haplosporidium sp., se ha
observado la falta de esporulaciéon (Stentiford et al. 2013, Davies et al. 2020a), como fue
el caso en Cy. angulatus en este estudio. Urrutia et al. (2019) sugirieron que esta
ausencia podria deberse a la posibilidad de que la esporulacién ocurra en otra especie
hospedadora. La clasificacién de estos parasitos como miembros del filo Haplosporidia
basandose inicamente en la morfologia debe considerarse tentativa, especialmente en
ausencia de informacion genética (Bateman etal. 2011). Por lo tanto, es crucial realizar

analisis moleculares para confirmar su identidad.
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Este estudio representa un avance significativo en la comprension de los
simbiontes presentes en los cangrejos nativos de la Patagonia, resaltando la complejidad
de las interacciones de simbiontes en los ecosistemas marinos. Se necesitan mas
investigaciones, incluyendo andlisis moleculares, para conocer la identidad taxonémica
y nuevos estudios utilizando indicadores de salud para comprender la patogenia de estos
simbiontes. Es crucial realizar muestreos exhaustivos durante todas las estaciones del
afio y en diferentes localidades para obtener una visién completa de la dinamica de estas
infecciones en los cangrejos patagoénicos. En ultima instancia, este estudio proporciona
una soélida base para futuras investigaciones sobre la salud de los cangrejos en la regidn,
subrayando la importancia de conservar y proteger estos ecosistemas marinos para
mantener la biodiversidad y el equilibrio ecolégico, con posibles implicaciones para la

gestion y conservacion de estas poblaciones en su habitat natural.
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CAPITULO III
Ciclo de vida del apicomplejo Aggregata

valdessensis que parasita a Octopus tehuelchus y

crustaceos en la costa patagonica
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Introduccion

Las especies del género Aggregata Frenzel, 1885 (Aggregatidae) son
endoparasitos que exhiben un ciclo de vida heteroxeno, involucrando a un cefalépodo
como hospedador definitivo, en el cual el parasito desarrolla las etapas de gametogonia
y esporogonia, y a crustaceos como hospedadores intermediarios, donde se desarrolla la
etapa de merogonia (Dobell 1925; Hochberg 1990; Gestal et al. 2002a). Junto con otros
protozoos intracelulares obligados unicelulares, estos constituyen un nuevo clado de
apicomplejos denominado Marosporida, que es hermano de los Coccidia y Hematozoa
(Mathur et al. 2020). Hasta la fecha, se han descrito 13 especies (Tabla 7) en todo el
mundo (Colunga-Ramirez et al. 2021; Ren & Zheng 2022; Wang et al. 2023) con A.
octopiana como especie tipo (Castellanos-Martinez et al. 2013). La mayoria de las
especies se han descrito en funcion del tamafio y la morfologia del esporoquiste y el
numero y tamafio de los esporozoitos dentro de los esporoquistes (Hochberg 1990; Gestal
etal. 2010).

El Unico ciclo de vida completamente elucidado es el de Aggregata eberthi (Labbé,
1895) (Gestal et al. 2002a); aunque también existen observaciones sobre la especificidad
del hospedador intermediario de A. octopiana. (Hochberg 1990; Gestal et al. 2002a). El
ciclo de vida de A. eberthi ha sido estudiado por varios autores a lo largo del tiempo,
quienes realizaron infecciones experimentales alimentando a sepias (hospedador
definitivo) recién nacidas con crustaceos infectados (Léger & Duboscq 1906, 1908;
Levine 1985, Dobell 1925; Hochberg 1990). Los experimentos inversos, alimentando
crustaceos con trozos infectados del tracto digestivo de los cefalépodos, fueron realizados
por Léger & Duboscq (1908) y Dobell (1925). Finalmente, el ciclo de vida fue
completamente elucidado utilizando herramientas moleculares por Gestal et al. (2002a).
A través de infecciones experimentales, se conoce actualmente que ocho especies
diferentes de camarones y cangrejos pueden actuar como hospedadores intermediarios
para A. eberthi, y seis especies de cangrejos actuarian como hospedadores
intermediarios para A. octopiana (Léger & Duboscq 1906, 1908; Moroff 1908, Dobell
1925, Gestal et al. 2002a).

Una ruta de transmision propuesta para las especies europeas de Aggregata fue
a través del consumo post mortem del hospedador definitivo infectado (Léger & Duboscq

1906, 1908; Moroff 1908, Dobell 1925, Gestal et al. 2002a). Esta ruta de transmisiéon
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parece probable considerando que la mayoria de los cefalépodos tienen una vida corta y
mueren después de su Unico evento reproductivo, mientras que muchos cangrejos se
alimentan como carrofleros generalistas. Ademas, Dobell (1925) y Hochberg (1983) han
sugerido que las células digestivas hipertrofiadas de los hospedadores definitivos con
esporoquistes completamente desarrollados (con esporas en su interior) pasarian a
través de las heces del cefalépodo y luego serian ingeridas por crustaceos bentdnicos,
causando el desarrollo subsecuente de la etapa de merogonia. Sin embargo, la
eliminacion de esporoquistes completamente desarrollados a través de las heces del
pulpo nunca fue probada.

En la costa norte de la Patagonia, en el Atlantico sudoeste, se han descrito dos
especies: Aggregata valdessensis Sardella, Ré & Timi, 2000, que infecta a Octopus
tehuelchus d'Orbigny 1934, y Aggregata patagonica Sardella, Ré & Timi, 2000, que
infecta a Enteroctopus megalocyathus (Gould, 1852). Estos hallazgos fueron
documentados por Sardella & Ré (1988) y Sardella et al. (2000). En el Mar argentino, el
"Pulpito” O. tehuelchus es una especie de interés comercial para la pesca artesanal y
esta atrayendo gran interés y aceptacion en los mercados locales (Ré 1998; Narvarte
2007), incrementando asimismo las demandas a nivel global (FAO 2018). Esta especie
se encuentra en el Océano Atlantico entre el sur de Brasil (16°S) y el norte de la
Patagonia argentina (45°S), y desde el intermareal hasta los 100 m de profundidad
(Ortiz & Ré 2011; Braga et al. 2022). Este pequeiio pulpo (hasta 150 g de peso total) es
un depredador activo y oportunista, que se alimenta principalmente de mejillones,
caracoles, poliquetos, cangrejos, otros pequefios crustaceos y pequefios peces (Storero et
al. 2016).

En O. tehuelchus, se observaron esporoquistes de A. valdessensis en el intestino
proximal y el ciego digestivo (Sardella & Ré 1988, Sardella et al. 2000; Vazquez et al.
2023). Los hospedadores intermediarios no se conocen, aunque Sardella & Martorelli
(1997) describieron la etapa de merogonia de Aggregata sp. en los camarones Pleoticus
muelleri (Bate 1888) y Artemesia longinaris (Bate 1888) provenientes de aguas del sur
de la Patagonia. Sin embargo, considerando el tamafio y los habitos de estos crustaceos,
no parece probable que actien como hospedadores intermediarios de A. valdessensis,

como han sugerido Storero et al. (2013).
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Tabla 7. Especies del género Aggregata registradas en hospedadores definitivos e intermediarios, caracteristicas y medidas de esporoquistes y esporozoitos y

localidades. Las medidas de longitud y ancho se dan como rangos en um. [] = indica hospedador experimental.

Especies de Hospedador definitivo Hospedador intermediario Localidad Sitio de Esporoquistes Esporozoitos Referencias
Aggregata (Cefal6poda) (Crustacea) infeccion en el
hospedador superficie forma largo  ancho N largo  ancho
definitivo
A. octopiana Octopus vulgaris Inachus dorsettensis, 1. NE Pacifico intestino, ciego y espinoso esférica 11- 11-15 8 16- Gestal et al. (1999)
(Octopodidae) mauritanicus, Pinnotheres 0. otros 6rganos (MEB) 15 24
pisum, Pagurus arrosor, Mediterraneo
Eupagurus prideauxi, E.
sculptimanus
A. eberthi Sepia officinalis Macropipus depurator, M. NE Atlantico intestino y ciego liso ovoide 8-9 3 15- Labbé (1895)
(Sepiidae) arcuatus, M. holsatus, M. o. (MEB) 17
corrugatus, Palaemon Mediterraneo
elegans, P. adspersus
A. kudoi Sepia eliptica - Océano Indico intestino liso esférica a 9-14 6- 16- Narasimhamurti (1979)
(Sepiidae) ovoide 12 18
A. dobelli Enteroctopus dofleini - NE Pacifico intestino y ciego liso subesférica a 18- 15-27 9- 18- 2 Poynton et al. (1992)
(Octopodidae) subovoide 31 22 23
A. millerorum Octopus bimaculoides - NE Pacifico intestino, ciego, liso subesférica a 12- 11-17 8- 18- 2 Poynton et al. (1992)
(Octopodidae) esoéfago y buche subovoide 20 10 31
A. sagittata Todarodes sagittatus - NE Atlantico intestino y ciego liso subesférica a 17 15 4-8 12 Gestal et al. (2000)
(Ommastrephidae) subovoide,
A. patagonica Enteroctopus - SO Atlantico intestino y ciego liso esférica a 13 12 8 18 Sardella et al. (2000)
megalocyatus ovoide
(Enteroctopodidae)
A. andresi Martialia hyadesi - SO Atlantico ciego e inicio del liso subovoide 10 8 3 16- 2-25 Gestal et al. (2005)
(Ommastrephidae) recto 20
A. Vulcanoctopus - NE Pacifico intestino y ciego liso subesférica 27- 24-32 14- 49 5 Gestal et al. (2010)
bathytherma hydrothermalis a subovoide 32 17
(Enteroctopodidae)
A. Octopus bimaculatus - Golfo de ciego proyecciones ovoide a 12- 11-22 11- 16- 1-4 Colunga-Ramirez et al.
polibraxiona (Octopodidae) California, (MET) esférica 24 13 26 (2021)
México
A.sinensis Amphioctopus - NO Pacifico intestino, ciego y espinoso esférica a 19- 19-21 5- 18- 2-3 Ren & Zheng (2022)
fangsiao, Octopus otros 6rganos ligeramente 22 18 25
minor subovoide
(Octopodidae)
A. aspera Amphioctopus ovulum, - SO Pacifico intestino y ciego protuberancias esférica a 16- 15-18 12- 13- 1,6- Wang et al. (2023)
A. marginatus irregulares ovoide 18 16 17 24
(Octopodidae) (MET)
A. Octopus tehuelchus Cyrtograpsus altimanus, Cy. So Atlantico intestino y ciego liso esférica 11- 11-13 4 16- 34 estudio actual
valdessensis (Octopodidae) angulatus, [Betaeus lilianae] (MET) 13 20
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Objetivo

e Redescribir Aggregata valdessensis mediante observaciones in vivo y microscopia
electrdnica de barrido y transmision.

e Elucidar el ciclo de vida de A. valdessensis.

e Evaluar dos posibles vias de transmision de A. valdessensis: a través del consumo

post mortem y de la ingestion de heces del pulpito.

Materiales y métodos

Muestreo de pulpos y crustaceos

Se recolectaron ejemplares adultos de O. tehuelchus utilizando trampas de lineas
colocadas a 10 metros de profundidad en Punta Arco (42949'S; 61204’ O), Puerto Madryn,
provincia del Chubut, Argentina (Figura 33), entre junio de 2017 y marzo de 2022 (se
complementd la recolecciéon con datos obtenidos de muestreos previos y registros
existentes en el laboratorio).

En total, se recolectaron 1.460 ejemplares de crustidceos decdpodos pertenecientes
a 9 especies; el método de examinaciéon de tres de estas especies fue explicada en
capitulos anteriores (Capitulos I y II) (Cy. altimanus (n=120), Cy. angulatus (n=83) y
Carcinus spp. (n=870)). Adicionalmente, se recolectaron manualmente en la zona
intermareal inferior de la costa de Puerto Madryn otras 6 especies de crustaceos
decapodos: Peltarion spinulosum (White, 1843) (n=40) y Leucippa pentagona Edwards,
1833 (n=3) (Brachyura); Betaeus truncatus Dana, 1852 (n=16) y Betaeus lilianae Boschi,
1966 (n=49) (Caridea); Munida gregaria (Fabricius, 1793) (n=23) (Anomura); y
Exosphaeroma spp. (n=56) (Isopoda).

Dado que los cangrejos estudiados en los capitulos anteriores se encontraron
libres de infecciéon o con prevalencias muy bajas (ver Capitulo II), en enero de 2022 se
llevé a cabo un muestreo adicional en la playa Santa Isabel (Chubut) (Figura 33), una
extensa area intermareal rocosa donde se conoce que cohabitan pulpos y cangrejos. De
esta playa, se recolectaron manualmente 12 ejemplares de O. tehuelchus y 60 Cy.

altimanus durante la marea baja.
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Todos los organismos fueron transportados inmediatamente al laboratorio y
colocados en recipientes con un sistema cerrado de circulacion de agua de mar hasta su

procesamiento.
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Figura 33. Sitios de muestreo de los pulpos y de los crustaceos decapodos en la costa del Atlantico
sudoeste. El mapa fue elaborado en QGIS 3.14.15. (Development Team, 2020. QGIS Geographic
Information System. Open Source Geospatial Foundation Project. https://qgis.org.

Examinacién macroscdépica y procesamiento histolégico

Los especimenes de O. tehuelchus fueron anestesiados y sacrificados mediante
exposicién a una solucion de agua de mar filtrada con 3,5 % de MgCl2 durante 30
minutos, seguido de decapitacion como método confirmatorio (Vazquez et al. 2023). El
tracto digestivo fue examinado bajo un microscopio estereoscopico para detectar la
presencia de células hipertrofiadas blancas, tipo “quistes” (Sardella & Ré 1988). Se
realizaron frotis de fragmentos del tejido intestinal en portaobjetos y se examinaron a
través de un microscopio Optico Leica DM2500. Las hipertrofias parasitarias,
esporoquistes y esporozoitos se describieron y midieron empleando una camara digital

Leica DFC 280 y su respectivo software.
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Se llevé a cabo el andlisis macroscépico de los crustaceos mediante el
procedimiento detallado en la seccién "Metodologia general”. Con el propésito de
caracterizar los estadios de la merogonia, se sometieron a procesamiento histolégico un
total de 15 ejemplares de Cy. altimanus provenientes de la playa Santa Isabel, siguiendo

la metodologia detallada en la seccibn mencionada anteriormente.

Observacidén al microscopio electrénico de barrido y de transmisién

Para la microscopia electronica de barrido (SEM), se homogeneizaron pequefias
porciones intestinales de pulpos y cangrejos infectados para el posterior aislamiento de
los esporoquistes. Luego, la suspension de esporoquistes aislados y los fragmentos del
tejido intestinal infectado fueron fijados en soluciéon de Bouin y deshidratados en una
serie de etanol (Gestal et al. 1999). Las muestras fueron sumergidas luego en
hexametildisilazane durante 5 minutos y expuestas a temperatura ambiente durante
aproximadamente 3 minutos (Gilardoni et al. 2019). Las muestras secas fueron
recubiertas con oro/paladio y observadas mediante un microscopio electrénico de barrido
JEOL JSM-6460 LV SEM.

Para la microscopia electrénica de transmisiéon (TEM), pequeiios fragmentos de
tejido infectado de pulpo y cangrejo fueron fijados en glutaraldehido al 2% en tampén
fosfato (pH 7,2 - 7,4) en una camara de vacio durante 2 horas a 4 2C y post-fijados en
0s0O4 tamponado al 1% durante 1 hora a la misma temperatura. Después de la
deshidratacién en una serie de etanol graduada, el tejido infectado fue embebido en
Spurr (Vazquez et al. 2010). Secciones ultrafinas (90 nm) fueron contrastadas con
acetato de uranilo y citrato de plomo y observadas mediante un microscopio electrénico

de transmision JEM 1200 EX II (JEOL).

Hospedadores intermediarios y vias de transmisién

Se realizaron infecciones experimentales y anadlisis coproparasitoloégicos para explorar

las vias de transmisién post mortem y mediante el consumo de heces, respectivamente.
Infecciones experimentales

Las especies utilizadas para las infecciones experimentales fueron presas comunes de
O. tehuelchus, como los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp., (Ré & Gémez Simes 1992,
Storero et al. 2016). Ademas, se utilizaron a los cangrejos verdes invasores Carcinus

spp-, que cohabitan con los cangrejos nativos en la costa norte de la Patagonia (Hidalgo
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etal. 2005; Vinuesa etal. 2005; Torres & Gonzalez-Pisani 2016), ya que fue citado como
probable hospedador intermediario en el ciclo de vida de Aggregata sp. segin Léger &
Dubosq (1908). Ademas, aunque en esta tesis se determin6é que estaban libres de
infecciones (ver resultados en la seccién “Capitulo I”), es posible que, en condiciones de
laboratorio, resultaran infectados. Los ejemplares de cada especie se recolectaron en la
zona intermareal inferior de la costa de Puerto Madryn. Se colocaron individualmente
16 ejemplares de Cy. altimanus, 16 de Carcinus spp. y 18 de B. lilianae en frascos de
100 ml con agua de mar filtrada y se les ofrecié como alimento un fragmento del intestino
infectado de O. tehuelchus. Todos los individuos fueron observados hasta que
consumieron todo el fragmento de intestino y luego se devolvieron al acuario. Después
de 72 horas, se repitié el mismo procedimiento para incrementar la probabilidad de
obtener individuos parasitados. Al término de una semana después de la segunda
alimentacioén, los crustaceos fueron diseccionados; se extrajo una porcion del intestino y
se observé bajo un microscopio Optico para detectar la presencia de cualquier etapa

viable.
Analisis coproparasitolégico

Se mantuvieron tres ejemplares de O. tehuelchus en recipientes individuales con agua
de mar a 16°C y se alimentaron exclusivamente con una dieta de Carcinus spp. (ya que
se determind que se encontraban libres de infecciones, ver resultados en la secciéon
“Capitulo I”). Durante 15 dias las heces fueron recogidas individualmente cada vez que
los pulpos defecaban, se pesaron con una balanza analitica y se procesaron siguiendo la
técnica de sedimentacién adaptada de Telemann (Yanet et al. 2017).

Cada muestra de heces se trituré en un mortero de vidrio con 2 ml de 4cido acético
al 5% y se dejo reposar (cada muestra) durante 5 minutos; después, el sobrenadante se
filtr6 a través de un tamiz de 1 mm dentro de un tubo de ensayo, y finalmente, se
afladieron 2 ml de éter y se agit6 vigorosamente a mano antes de la centrifugacion
(MICROCEN 24, ORTO ALRESA) a 1500 rpm durante 1 minuto. Para cada muestra,
se tomaron seis alicuotas de 100 pl desde el fondo del tubo con una micropipeta. Los
esporoquistes maduros se contaron en una camara de Neubauer bajo el microscopio

optico Leica DM2500 con una magnificacion de 40x (Vazquez et al. 2023).
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Resultados

Redescripcién de Aggregata valdessensis en Octopus tehuelchus

MacroscOpicamente se identificaron hipertrofias celulares provocadas por parasitos,
denominadas en adelante como “xenomas”, manifestandose como "quistes" blanquecinos
en el tracto digestivo de los hospedadores; el intestino y el ciego fueron los uUnicos
organos infectados. Los diametros de los xenomas variaron de 2 a 3,5 mm (media = 2,69
mm). Estas estructuras contuvieron esporoquistes esféricos (Figura 34) con un didametro
de 11,24-13,00 um (media = 12,41 pum) y 4 esporozoitos vermiformes. Los esporozoitos
presentaron longitudes que variaban de 16,61 a 20,86 um (media = 19,24 pm) y de 2,85
a 3,66 um de ancho (media = 3,28 pum). La microscopia electrénica de barrido de los
esporoquistes completamente desarrollados revel6 que tienen una pared lisa;
presentando una sutura o mecanismo de dehiscencia que pasa transversalmente a
través de la pared (Figura 34). Las imagenes del microscopio electrénico de transmisién
(TEM) de los esporoblastos tardios muestran una membrana delgada que rodea a los
esporozoitos en desarrollo, cada uno con un ntucleo Unico (= 5 pum de tamafio) y
citoplasma lleno de gotas de lipidos; cada célula estd unida a la siguiente por la

membrana, formando cuentas de rosario visibles en la seccién semifina (Figura 35).

Figura 34. Esporoquistes del apicomplejo Aggregata valdessensis observados mediante microscopia
electrdnica de barrido en el pulpito Octopus tehuelchus. A) Aspecto general de un esporoquiste individual
que muestra la pared lisa. B) Esporoquiste con mecanismo de dehiscencia visible (ds) y esporozoitos (s).
Barras de escala: 10 um (A, B).
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Figura 35. Secciones del esporoblasto tardio del apicomplejo Aggregata valdessensis en el intestino del
pulpito Octopus tehuelchus. A) Seccion semifina (tincion de azul de toluidina) observada al microscopio
dptico. B) Ultraestructura de los esporoblastos tardios mostrando el nicleo (N), esporozoitos en
desarrollo (s) y gotas de lipidos (flechas); note la pared delgada. Barras de escalas: 50 pm (A); 2 um (B).

Descripcidn de la etapa de merogonia en cangrejos

De las nueve especies de crustaceos examinadas, s6lo se encontraron estadios de la
etapa merogonia en los en los cangrejos Cy. altimanus y Cy. angulatus. La prevalencia
observada en los cortes histolégicos de los cangrejos colectados en la costa de Puerto
Madryn fue del 3% y del 2%, respectivamente, como se detall6 en el “Capitulo I1”. Se
encontr6 una prevalencia mas alta (del 51%) en los cangrejos recolectados en la playa
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de Santa Isabel, donde cohabitan pulpos y cangrejos. La prevalencia fue mayor en
cangrejos mas grandes (Tabla 8).

Tabla 8. Prevalencia (%) del apicomplejo Aggregata valdessensis registrada en el cangrejo Cyrtograpsus
altimanus en los diferentes tamafios examinados en la playa Santa Isabel, Patagonia, Atlantico sudoeste.

Ancho de caparazon N Prevalencia %
(cangrejo) (mm)
6-8 10 40
9-10 14 43
11-13 13 54
14-19 8 75

Se identificaron diferentes estadios de desarrollo de la merogonia en los cangrejos
infectados mediante frotis frescos y observaciones histolégicas al microscopio dptico.
Estadio uninucleado: la célula que representa el estadio mas temprano de la
merogonia, presenta un nucleo central y se encuentra en la submucosa del intestino
medio (Figura 24 A); la célula mide 32 x 25 um y el nudcleo 5,9 x 4,4 um. Meronte
inmaduro: grande, voluminoso, con merozoitos en un estadio temprana de desarrollo
agrupados sin espacio visible entre ellos; se encuentran en el hemocele del
hepatopancreas (Figura 24 B). Meronte maduro: mide 92 x 71 pum y contiene
merozoitos completamente desarrollados que rodean una gran masa residual dispuesta
radialmente con la apariencia de una “rosa”. Cada roseta mide 55 x 44 um, y se observan
alrededor de 13 rosetas por meronte; se encuentran rodeando los tubulos del
hepatopancreas (Figura 24 C). Los merozoitos maduros dentro del meronte son
vermiformes y miden 5,8 x 3 um, y sus nucleos son alargados, compactos, fuertemente
tefiidos y terminales en la célula (Figura 24 D). Los merontes maduros representaron el
estadio mas comun y, cuando se observaron en frotis frescos, también se encontraron en

la pared intestinal de los cangrejos (Figura 36).
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Figura 36. Observacién de in vivo de frotis del apicomplejo Aggregata valdessensis al microscopio Optico.
Merontes maduros (flecha negra) con agrupaciones de merozoitos en forma de roseta (circulo) (asterisco).

Barra de escala: 100 pm.

La ultraestructura de los merozoitos maduros exhibié el complejo apical
caracteristico del filo Apicomplexa (Figura 37), formado por un anillo polar, un conoide
y roptrias. Se observé un nucleo cerca de la parte posterior (Figura 37 A). El conoide
mostroé la tipica estructura de cono hueco en el extremo anterior de la célula, con
dimensiones que van de 0,2 a 0,3 pm de alturay 0,5 a 0,6 um de ancho (Figura 37 B).
Se observaron roptrias homogéneas, originadas en la regiéon del conoide y extendiéndose
hacia la parte posterior del merozoito, junto con la presencia de granulos densos (Figura
37 B). Se observé una gran mitocondria, junto con vacuolas distribuidas. Ademas, se
observo la presencia de un microporo en la parte anterior (Figura 37 C) y la presencia

de una membrana externa e interna (Figura 37 D).
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Figura 37. Ultraestructura de los merozoitos del apicomplejo Aggregata valdessensis del cangrejo nativos
Cyrtograpsus altimanus observada mediante microscopia electronica de transmision. A) Seccidn longitudinal
de merozoitos mostrando un nicleo alargado en posicion terminal (N), granulos densos (dg) y una
mitocondria (M). B) Complejo apical mostrando conoide (C), anillo polar (P), roptrias (R) y una
mitocondria (MI). C) Seccidn transversal mostrando microporo (MP). D) Seccion longitudinal mostrando
ndcleo (N), membrana externa e interna (ME y MI) y vacuola (V). Barras de escala: 1 um (A); 0,5 um (B,
C, D).

Vias de Transmision
Infecciones experimentales

Un ejemplar de Cy. altimanus y otro de B. lilianae resultaron infectados. En frotis

frescos del intestino medio, observados bajo el microscopio 6ptico, se encontraron
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esporozoitos libres y merontes inmaduros. Los ejemplares de Carcinus spp. no se

infectaron.
Analisis coproparasitolégico

Los resultados del andlisis coproparasitolégico fueron positivos para los tres
especimenes de O. tehuelchus. En las heces analizadas se cont6 un nimero variable de

esporoquistes maduros, que oscil6 entre 60.000 y 240.000 por gramo de heces (Tabla 9).

Tabla 9. Datos coproparasitologicos obtenidos de tres ejemplares del pulpito Octopus tehuelchus. Peso total
del espécimen, peso del ciego disecado (g); S.g -1 (esporoquistes totales por gramo de heces, media +
desviacion estandar); TS ciego (esporoquistes totales por gramo de ciego).

Peso del S.gl(x+ TS ciego x

Espécimen Peso total ciego SE) 10”6
77600
1 55 0,236 (96000) 189
61600
2 56,4 0,154 (41000) 270
241000
3 76,4 0,226 (85000) 247

Ciclo de vida propuesto para Aggregata valdessensis

El ciclo de vida de A. valdessensis (Figura 38) puede iniciar por dos vias diferentes: los
esporozoitos (a) ingresan en los cangrejos Cyrtograpsus spp. al consumir heces de
cefalépodos o al alimentarse de hospedadores muertos, ambas rutas confirmadas en el
presente estudio. Dentro del hospedador intermediario, los esporozoitos infectivos son
liberados en el intestino, donde penetran en las células epiteliales durante el estadio
uninucleado (b) y eventualmente se convierten en merontes. El meronte inmaduro (c)
sigue divisiones mitoéticas hasta su completa maduracién (d), produciendo finalmente
merozoitos (e) que permanecen en el celoma adheridos al tracto digestivo del cangrejo.
Cuando O. tehuelchus se alimenta de cangrejos infectados, los merozoitos infectivos son
liberados dentro del tracto digestivo del cefaldpodo. La gametogonia es el primer proceso
que involucra a las células epiteliales del ciego e intestino, produciendo microgamontes
(f) y macrogamontes (g) que se fusionan para formar el cigoto (h). A continuacidn, ocurre

la etapa de esporogonia; mediante divisiones meidticas que producen el
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esporonte/esporoblasto (i). Finalmente, después de la proliferacion y maduracién, los
esporoquistes (j) se desarrollan completamente dentro de células hipertrofiadas del
tracto digestivo (xenomas). La ruptura de los xenomas libera esporoquistes con heces;
sin embargo, algunos xenomas permanecerian dentro del cefalépodo durante toda su

vida. Eventualmente, los esporozoitos son consumidos por cangrejos y el ciclo continta.

o

@,@

a. Esporozoitos

b. Estado uninucleado

N\eI‘Ogonfa

j. Esporoquiste con
esporozoitos

i

h. Cigoto

i.Esporonte

Figura 38. Ciclo de vida del apicomplejo Aggregata valdessensis en el Atlantico Sudoeste.
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Discusion

El apicomplejo A. valdessensis fue redescrito basandose en caracteristicas morfolégicas
observadas mediante microscopios electrénico de barrido (MEB) y de transmisién
(MET). Estos procedimientos complementaron las caracteristicas fenotipicas
previamente identificadas mediante secciones histologicas por Sardella et al. (2000). Se
hallé A. valdessensis en hospedadores intermediarios en la naturaleza, lo que condujo a
la identificacion de estadios merogénicos maduros en cangrejos de las especies
Cyrtograpsus spp. Ademas, se confirmaron dos vias de transmisién del parasito: desde
el hospedador definitivo hasta el intermediario, a través de infecciones experimentales
alimentando crustaceos decapodos con intestinos de pulpo O. tehuelchus infectados, y
mediante analisis coproparasitolégicos de heces del pulpo. Se ha elucidado el ciclo de
vida de A. valdessensis, marcando un avance significativo en la investigacion de
Aggregata y constituyendo el primer caso documentado en el Hemisferio Sur y el
segundo a nivel mundial.

En el filo Apicomplexa, un "ooquiste" es una estructura resistente, con paredes
gruesas, que contiene un numero especifico de esporoquistes (dependiendo de la
especie), cada uno de los cuales a su vez contiene un nimero variable de esporozoitos
(también dependiendo de la especie) (Seemann et al. 2012; Bush et al. 2021). Las
especies del género Aggregata se caracterizan por la formacion de una estructura en sus
hospedadores definitivos, conocida hasta ahora como "ooquiste", que alberga un gran
nuamero de esporoquistes. Sin embargo, los esporoquistes se desarrollan dentro de las
células epiteliales del tracto digestivo del cefalépodo, y no dentro del "ooquiste" en si
mismo. Dada la reciente reasignacién de los Apicomplexa acuaticos a un nuevo clado,
Marosporida (Mathur et al. 2021), se considera un momento oportuno para corregir el
malentendido en relacion con esta estructura; en lugar de ser una estructura de
resistencia, constituye una hipertrofia en la célula infectada debido al desarrollo de un
gran numero de esporoquistes. Por lo tanto, se propone referirse a esta estructura como
"xenoma". El término, derivado del griego (xeno = extranjero; soma = cuerpo), puede
establecer un paralelo con la estructura formada por algunos Microsporidia que infectan
peces y otros organismos acudticos (Stentiford et al. 2014).

Se observo la presencia de un considerable nimero de xenomas en O. tehuelchus,

visibles tanto en el intestino como en el ciego. A partir de la observaciéon macroscépica y
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el analisis de las caracteristicas histopatoldgicas (Vazquez et al. 2023), se determind que
el sitio de infeccidon era similar al previamente descrito para las especies de Aggregata
(Mladineo & Bocina 2007; Gestal et al. 2010). No obstante, en el caso de A. sinensisy A.
octopiana, solo en infecciones leves los xenomas se limitan al tracto digestivo, mientras
que en infecciones de alta intensidad los xenomas se extienden mas alla del tracto
digestivo, afectando otros 6rganos (Ren & Zheng 2022; Gestal et al. 2002b).

En el presente estudio, las observaciones realizadas mediante MEB
proporcionaron una mejor comprension de la morfologia, la topologia de la superficie y
el mecanismo de dehiscencia de los esporoquistes de A. valdessensis, los que mostraron
ser esféricos, similares a los de A. octopiana (Tabla 7) (Colunga-Ramirez et al. 2021).
Ademads, en las especies de Aggregata se han identificado cuatro tipos distintos de
superficies en la pared del esporoquiste a través de observaciones por MEB: lisa en la
mayoria de las especies, espinosa en A. octopiana, con proyecciones en Aggregata
polibraxiona Colunga-Ramirez, Martinez-Aquino, Flores-Lopez, Gestal, Azevedo &
Castellanos-Martinez, 2021 y con protuberancias irregulares en Aggregata aspera
Wang, Ren & Zheng, 2023 (Tabla 7) (Gestal et al. 1999; Colunga-Ramirez et al. 2021;
Wang et al. 2023). Cabe destacar que, a pesar de la importancia de utilizar MEB, hasta
la fecha, solo se ha llevado a cabo para cuatro de las 13 especies descritas (Tabla 7).

Los estudios al MET de los merozoitos encontrados en los cangrejos revelaron la
presencia de un cono corto y abierto, de dimensiones similares a las observadas en A.
eberthi (Gestal et al. 2002a). Sin embargo, a diferencia de A. eberthi, se observé la
presencia de un microporo en la membrana de los merozoitos, ademas de tres roptrias
distinguibles.

Aunque la mayoria de las especies del género Aggregata utilizan miembros de la
familia Octopodidae como sus hospedadores definitivos, algunas también se han
registrado en Sepiidae, Enteroctopodidae y Ommastrephidae (Tabla 7). En términos de
especificidad, se ha observado que las especies de Aggregata muestran una marcada
preferencia por el hospedador cefalépodo definitivo (Hochberg 1990). Aggregata
valdessensis se encontré Unicamente en un hospedador definitivo, lo cual concuerda con
la mayoria de las especies de Aggregata, excepto por A. sinensis y A. aspera, que han

sido halladas en dos hospedadores cefalépodos diferentes (Ren & Zheng 2022; Wang et
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Segun los resultados obtenidos en los cortes histolégicos de los cangrejos
provenientes de Puerto Madryn ("Capitulo II") y en las infecciones experimentales, se
confirmaron los hospedadores intermediarios para A. valdessensis. Sin embargo, las
bajas prevalencias de infeccion observadas en los experimentos pueden estar
relacionadas con diversas fases del disefio experimental. Léger & Duboscq (1908)
sugieren que el desarrollo completo de los esporozoitos en los cangrejos puede tardar al
menos dos meses bajo condiciones 6ptimas, con los merontes apareciendo en etapas
tardias del ciclo. En el experimento descrito en esta tesis, el periodo entre la ingestion
de los esporozoitos y la diseccion fue de solo una semana, lo que podria no haber sido
suficiente para que los pardasitos alcanzaran etapas de infeccion detectables (merontes).
Esta decisién de utilizar un periodo mas corto se basé en la experiencia de Dobell (1925),
quien estudié el ciclo de vida de A. eberthi en S. officinalis como hospedador definitivo,
y realizo experimentos similares, en los cuales los cangrejos fueron sacrificados y
examinados después de s6lo 24 horas, obteniendo resultados positivos. Aunque Dobell
(1925) trabajo con un hospedador diferente, sus experimentos demostraron que los
esporozoitos podian ser detectados antes de completar su ciclo de desarrollo completo.
Adema3s, el tamano muestral relativamente pequefio (16 Cy. altimanus, 16 Carcinus
spp.y 18 B. lilianae) podria haber limitado la probabilidad de detectar infecciones,
especialmente si las tasas de infeccién son bajas, como se observé en la naturaleza. Por
lo tanto, la combinacion de un tiempo insuficiente para detectar el parasito y el tamaiio
muestral reducido podria explicar la baja prevalencia de infeccion observada.

En su habitat natural, se encontr6 que A. valdessensis se encuentra
exclusivamente en los cangrejos Cy. altimanus y Cy. angulatus, dentro de las 9 especies
de crustdceos examinadas. Este hallazgo sugiere cierta especificidad hacia el
hospedador intermediario, en contraste con observaciones previas en A. eberthi y A.
octopiana (Gestal et al. 2002a). Las prevalencias de la infeccion variaron entre los
cangrejos recolectados en la playa de Santa Isabel y en los recolectados en Puerto
Madryn (51% y 2-3%, respectivamente) (ver "Capitulo II"). Las playas de Santa Isabel
presentan una amplia extension de zona intermareal rocosa y una mayor presencia de
refugios para cangrejos y pulpos, por lo que es posible que las diferencias en las
prevalencias entre sitios se deban a la coexistencia de ambos hospedadores para
completar el ciclo de vida de A. valdessensis. Es relevante destacar que en la playa de

Santa Isabel tinicamente se recolectaron ejemplares de Cy. altimanus y Cy. angulatus,
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por lo tanto, seria pertinente realizar un muestreo mas exhaustivo que incluya una
mayor diversidad de especies de crustaceos para evaluar la especificidad del hospedador
intermediario en un sitio donde cohabiten.

Aunque Martorelli & Sardella (1997) describieron la etapa de merogonia de
Aggregata sp. en crustaceos peneidos como P. muelleriy A. longinaris, se considera que
estos crustaceos probablemente no sean los hospedadores intermediarios de A.
valdessensis. Esta suposicion se fundamenta en el hecho de que la ecologia tréfica es
clave para determinar la composicion de la fauna parasitaria de los cefalépodos
(Gonzalez et al. 2003). En este sentido, los pulpos juveniles habitan aguas mas someras,

incluyendo la zona intermareal, donde los camarones y crusticeos similares son poco
comunes (Storero et al. 2013). Por el contrario, resulta mas preciso afirmar que O.
tehuelchus se infecta a través de hospedadores crustaceos bentdénicos presentes en su
habitat cercano, como los cangrejos, mientras que los crustaceos mencionados por
Martorelli & Sardella (1997) probablemente intervienen en el ciclo de vida de otra
especie de Aggregata. Dado que el hospedador intermediario de A. patagonica sigue
siendo desconocido, estudios moleculares adicionales que comparen etapas adultas en
el pulpo colorado, E. megalocyathus, y merontes de estos camarones contribuiran a
aclarar su identidad taxonémica y, posiblemente, a elucidar este ciclo de vida también.
Todas las clases de tamafio de cangrejos examinados en la playa de Santa Isabel
estaban infectadas por A. valdessensis por encima del 40%. Esto sugiere que los pulpos
acumulan parasitos a lo largo de su vida al alimentarse de cangrejos, ya que son capaces
de hacerlo después de alcanzar los 3-4 meses de edad (comunicacién personal Gustavo
Mariluan). Por lo tanto, al seguir alimentandose de cangrejos a medida que crecen (Ré
& Goémez-Simes 1992, Storero et al. 2016), los pulpos se infectan repetidamente. Esta
dindmica podria explicar las altas prevalencias e intensidades de infeccién previamente
reportadas en poblaciones naturales de O. tehuelchus (75%) (Vazquez et al. 2023). En el
presente estudio, se realizé una infeccién experimental en cangrejos verdes invasores
alimentandolos con un gran numero de esporoquistes procedentes de O. tehuelchus
infectados, pero el resultado fue negativo. Aunque Léger & Duboscq encontraron una
especie no identificada de Aggregata en 1908, estudios posteriores no han logrado
encontrar infecciones de Aggregata en el cangrejo verde (Gestal et al. 2002a: Bojko et al.

2021). Estos resultados confirman que el cangrejo verde, una especie invasora
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abundante en todo el mundo, no actia como un hospedador intermediario del
apicomplejo Aggregata.

El presente estudio corrobora la existencia de dos vias de infeccién distintas desde
el hospedador intermediario, el cangrejo, al hospedador definitivo, el pulpo. Los
cangrejos se alimentan tanto de los cuerpos muertos de pulpos como de sus heces, y esto
se verifico mediante la infeccidon experimental de cangrejos con intestinos de pulpo y un
examen coproparasitolégico. Este ultimo hallazgo muestra que las heces contienen los
xenomas (es decir, células epiteliales digestivas hipertrofiadas llenas de esporoquistes),
que se desprenden del tracto digestivo del pulpo y son liberados. Dado el
comportamiento carroflero de los cangrejos ambas estrategias podrian ser efectivas, ya
que se basan en la disponibilidad de cuerpos muertos de pulpos y sus heces en el sustrato
del fondo marino. Tal efectividad también explica la alta prevalencia del uso del habitat
de los hospederos intermediarios y definitivos.

A pesar de los avances significativos logrados en este estudio respecto a la
comprension del ciclo de vida y la morfologia de A. valdessensis, es importante sefialar
la necesidad de futuros andlisis moleculares para validar la identificaciéon de las especies
tanto en el pulpo como en el cangrejo. Estos analisis serian cruciales para confirmar que
los especimenes hallados en ambos hospedadores (intermediario y definitivo) pertenecen
a la misma especie, proporcionando una base mas sélida para la investigacién futura.
Ademas, dichos estudios moleculares podrian contribuir a revelar detalles adicionales
sobre la diversidad genética dentro de A. valdessensis y su relacion con otras especies
de Aggregata. Este enfoque complementario fortaleceria aiin mas la comprension de la
biologia y la ecologia de este apicomplejo, abriendo el camino para investigaciones mas
detalladas sobre su distribucién, impacto en los hospedadores y dindmica poblacional

en los ecosistemas marinos.
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CAPITULO 1V

Interacciones hospedador-parasito en la invasion
del cangrejo verde y sus implicancias en los

cangrejos nativos de la costa patagonica

Nuevo sitio de
invasion
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Introduccion

En los dltimos afios, las invasiones bioldgicas se han reconocido como factores claves en
los cambios de la estructura y funcién de las comunidades. Sin embrago, gran parte de
este reconocimiento se ha centrado en las comunidades de vida libre, con poco énfasis a
la relacién hospedador-parasito (Barnard et al. 2022). Las introducciones de especies
exoticas son experimentos "naturales" que proporcionan oportunidades para estudiar la
especificidad hospedadora y la colonizaciéon de hospedadores (Torchin et al. 1996).

Las invasiones pueden alterar la dindmica hospedador-parasito mediante
diversos mecanismos (Kelly et al. 2009; Goedknegt et al. 2016). Unos de éstos es la
"hipétesis de la liberacion de enemigos"; se refiere a la pérdida de “enemigos” que las
especies invasoras tenian en su area de distribucién de origen durante el proceso de
introduccién en una nueva darea, incluyendo a los parasitos (Torchin et al. 2002;
Blakeslee et al. 2013; Simmons 2014). Evadir la carga parasitaria puede conferir
ventajas en aptitud o competitividad, favoreciendo el éxito reproductivo en una nueva
area invadida (Torchin & Mitchell 2004; Torchin & Lafferty 2009; Blakeslee et al. 2013;
Goedknegt et al. 2017b; Keogh et al. 2017). Por ejemplo, en el noreste de EE. UU,, los
cangrejos invasores como Ca. maenasy Hemigrapsus sanguineus (De Haan, 1835) han
escapado de parasitos castradores que poseen en sus areas de distribucién de origen
(Blakeslee et al. 2009). En ciertos casos, las especies invasoras logran eludir hasta un
67-100% de la diversidad de parasitos que presentaban en su lugar de origen (Blakeslee
et al. 2013). El grado en que las especies escapan de sus parasitos suele depender del
vector de introducciéon (medio por el cual la especie hospedadora es introducida), la
distancia entre las regiones y la complejidad del ciclo de vida del parasito, asi como del
tiempo transcurrido desde la introduccion (Prenter et al. 2004b; Torchin & Mitchell
2004; Blakeslee et al. 2013). Los barcos modernos, que emplean agua como lastre,
representan una entrada comun para la introducciéon de organismos no deseados.
Principalmente transportan los estadios larvarios como polizones, lo que disminuye la
probabilidad de que estén parasitados, debido a que las larvas no suelen estar infectadas
(Torchin & Mitchell 2004; Blakeslee et al. 2013). Alternativamente, estos organismos
pueden encontrar dificultades para establecerse debido a que las poblaciones
fundadoras estan compuestas por pocos organismos (Torchin et al. 2002; MacLeod et al.

2010). Sin embargo, este escape de los parasitos podria disminuir con el tiempo si los
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vectores de introduccién siguen activos y/o si las especies introducidas se convierten en
hospedadores adecuados para los parasitos nativos (Torchin & Mitchell 2004; Torchin
& Lafferty 2009; Goedknegt et al. 2016; Kroft & Blakeslee 2016).

La adquisicién de parasitos nativos por parte de las especies invasoras, no solo
aumentaria la carga parasitaria de la especie invasora, sino que también podria diluir
el impacto en los hospedadores nativos, otorgdndoles una ventaja durante las
interacciones competitivas (Goedknegt et al. 2016). Esta adquisicion esta influenciada
por la susceptibilidad de la especie invasora como hospedador (Kelly et al. 2009; Poulin
et al. 2011). Cuando la especie invasora resulta en un hospedador adecuado para los
parasitos, puede amplificar la poblacién de parasitos, lo cual podria conducir a un
aumento en las prevalencias e intensidades en las especies nativas (Goedknegt et al.
2016). A este mecanismo se lo conoce como “efecto spillback” (Figura 39). Las condiciones
para que este efecto ocurra son las siguientes: 1) la especie invasora debe adquirir
parasitos nativos, 2) la especie invasora debe ser un hospedador adecuado para los
parasitos y amplificar la poblacion de parasitos, 3) como resultado de esta amplificacidn,
el pardsito nativo debe reinfectar a la especie nativa (Kelly et al. 2009). Aunque hay
numerosos reportes sobre la adquisicién de pardasitos nativos por parte de especies
invasoras (Miller & Vincent 2006; Georgiev et al. 2014; Sheath et al. 2015; Lewicki et
al. 2015), hay poca evidencia concluyente de una amplificaciéon y/o reinfeccién real a
especies nativas (Hershberger et al. 2010; Goedknegt et al. 2016). Alternativamente, las
especies invasoras podrian no ser hospedadores adecuados para los parasitos nativos,
sino que podrian interferir con los procesos de transmision al eliminar las etapas
infecciosas de los parasitos nativos en el ambiente (por ejemplo, a través de la
depredaciéon o al actuar como hospedadores aberrantes o accidentales) fenémeno
conocido como interferencia en la transmisiéon o dilucién de parasitos (Johnson &
Thieltges 2010; Goedknegt et al. 2016).

Los parasitos también pueden introducirse conjuntamente con una especie
invasora (Lymbery et al. 2014). Estos parasitos introducidos podrian cambiar de
hospedador para utilizar a las especies nativas como hospedadores adecuados, y este
fenémeno se lo denomina “efecto spillover” (Kelly et al. 2009; Goedknegt et al. 2016)
(Figura 39). No solo aumentaria la carga de parasitos en las especies nativas, que ya
lidian con su riqueza completa de parasitos, sino que también podria diluir los impactos

del parasito introducido en su hospedador introducido. Este evento a menudo conduce a
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enfermedades emergentes en los hospedadores nativos (Daszak et al. 2000). Se ha
demostrado que los efectos “spillover” tienen fuertes repercusiones, tanto directas, es
decir, causando mortalidades masivas (Harvell et al. 1999; Fey et al. 2015) e indirectas
a través de efectos mediados por la densidad y, por lo tanto, pueden determinar los
resultados de coexistencia de especies competidoras (Hatcher et al. 2006; Dunn et al.
2012). Ademas, hay casos en los que los parasitos co-introducidos logran establecerse y
propagarse con su hospedador invasor, sin infectar a otras especies nativas (Goedknegt

etal. 2016).

EFECTO SPILLBACK EFECTO SPILLOVER

HOSPEDADOR INVASOR
Carcinus spp-

PRE-INVASION

# s, HOSPEDADOR NATIVO
Cyrtograpsus spp.

POST-INVASION

Figura 39. Diagrama conceptual de los efectos “spillback™ y “spillover”, tomando como ejemplo a los
cangrejos verdes invasores Carcinus spp. y a los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. El tamafio del cangrejo
(hospedador) representa su tamafio poblacional, el circulo representa a la poblacion de parasitos que varia
en el tamafio (prevalencia) y nimero de parésitos (intensidad de infeccion). El efecto “spillback”
(esquematizado a la izquierda en la figura) ocurre cuando un hospedador invasor adquiere los parasitos
de un hospedador nativo y actia como un reservorio adicional, por lo cual la poblacion del parasito
incrementa y la poblacion del hospedador nativo disminuye. El efecto “spillover” (esquematizado a la

derecha en la figura) ocurre cuando un hospedador invasor introduce una especie de parasito en un
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ambiente donde existen hospedadores nativos susceptibles que se infectan con el parésito; la poblacion
de parésitos incrementa y la del crustaceo nativo disminuye. El diagrama es una adaptacion de la Figura
1 en Kelly et al. (2009).

También es posible que una vez que los hospedadores infectados se trasladan, sus
parasitos no encuentren hospedadores adecuados para completar su ciclo de vida en el
nuevo entorno (Torchin et al. 2001; Blakeslee et al. 2013). Para infectar con éxito a un
hospedador, un parasito debe encontrar primero su nueva especie de hospedador (filtro
de encuentro) y superar cualquier barrera, como el sistema inmunolégico del hospedador
(filtro de compatibilidad) (Combes 2020).

Lo adecuado que resulte ser un hospedador puede variar entre especies de
hospedadores y, a menudo, es el resultado de la coadaptacién en escalas de tiempo
evolutivas mas largas (Telfer & Brown 2012). La falta de una historia coevolutiva a
menudo puede hacer que las especies invasoras no sean hospedadores adecuados y, por
lo tanto, es posible que no se produzca la adquisiciéon de especies de parasitos nativos.
Por ejemplo, la almeja invasora en Filipinas, Ruditapes phillipinarum (Adams & Reeve,
1850) no pudo infectarse artificialmente con el trematode nativo Himasthla elongata
(Mehlis, 1831), mientras que, en el berberecho comun nativo, Cerastoderma edule
(Linnaeus, 1758), la infeccion tuvo éxito (Dang et al. 2009). Las etapas infectivas del
parasito de vida libre no pudieron atravesar el epitelio del bivalvo invasor y, por lo tanto,
las bajas tasas de infecciones en el laboratorio y en el campo se debieron a una barrera
del hospedador (Dang et al. 2009).

La colonizacién de nuevos hospedadores podria luego resultar en una serie de
cambios en la prevalencia, abundancia y diversidad de parasitos en hospedadores
introducidos y nativos en la regiéon invadida a lo largo del tiempo (Wolff & Reise 2002;
Krakau et al. 2006, Kelly et al. 2009, Johnson & Thieltges 2010, Poulin 2011, Goedknegt
et al. 2016). Dada la posibilidad de dindamicas de hospedador-parasito alteradas, es
fundamental conocer la abundancia y diversidad de parasitos prevalentes a lo largo del
tiempo en poblaciones de hospedadores introducidos y nativos (Barnard et al. 2022). Es
importante tener en cuenta que la riqueza de parasitos de los hospedadores introducidos
a menudo consiste en parasitos co-introducidos, pero también en parasitos nativos o
previamente establecidos que han sido adquiridos por la especie introducida en el rango

invasor (Torchin & Mitchell 2004). Estudios que comparan niveles de infecciéon entre
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hospedadores introducidos y nativos que compiten (Colautti et al. 2004; Torchin y
Mitchell 2004), sugieren que la riqueza de parasitos, la prevalencia y la abundancia son,
de hecho, a menudo mas altas en especies de hospedadores nativos en comparacién con
la especie de hospedadores introducidos (Georgiev et al. 2007; Dang et al. 2009; Roche
etal. 2010, Gendron et al. 2012).

Patogenos tales como virus, bacterias, hongos, microsporidios y nematodes,
pueden ser utilizados para controlar las poblaciones invasoras de crustaceos
(Ovcharenko et al. 2010; Stentiford et al. 2011). Debido a distribuciones generalizadas
en comunidades invasoras y nativas, los trematodes han sido investigados en multiples
estudios que examinan la influencia de las introducciones de especies en comunidades
de parasitos (Miura et al. 2006, Reisinger & Lodge 2016). Por ejemplo, Blakeslee et al.
(2020a) examinaron el efecto de la introduccién de hospedadores en comunidades de
trematodes de familia Microphallidae en dos bahias de Terranova, Canada, una
invadida por el cangrejo verde europeo Ca. maenas y otra no. En ambas bahias se
estudiaron cangrejos nativos de roca Cancer irroratus Say, 1817 y dos especies nativas
de caracoles del género Littorina Férussac, 1822 para parasitos trematodes, ademas de
Ca. maenas. Los mencionados autores hallaron pardsitos de trematodes nativos
utilizando al cangrejo invasor Ca. maenas como un hospedador intermediario adecuado,
y la adicién de este nuevo hospedador diluyé la abundancia de trematodos en los
cangrejos nativos en la bahia invadida. Ademas, trabajos anteriores sobre Ca. maenas
identificaron que la historia coevolutiva parasito-hospedador juega un papel importante
en la prevalencia y abundancia de parasitos en términos de susceptibilidad diferencial
ala infeccién por trematodes en areas invadidas y originarias (Blakeslee et al. 2020Db).
Por lo tanto, el momento del contacto con un parasito es un factor que afecta la
prevalencia y la abundancia de parasitos en comunidades hospedador-parasito, y es un
aspecto importante a considerar al examinar invasiones histéricas versus
contemporaneas de hospedadores a regiones nuevas.

Los crustaceos se encuentran entre los grupos mas exitosos de invasores acuaticos
globales (Warren et al. 2023). El cangrejo invasor Ca. maenas esta asociado con una
amplia gama de fauna de simbiontes, tanto en sus areas invadidas como de distribucion
de origen, albergando mas de 80 simbiontes distintos (Bojko et al. 2021) (Ver apéndice
). Como se describié en “Introducciéon General y Capitulo 1” Carcinus spp. han invadido

recientemente las costas patagodnicas. Tanto en sus regiones invadidas como en las areas
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de origen, el cangrejo esta infectado por trematodes microfalidos que utilizan caracoles
como primer hospedador intermediario y aves como hospedadores definitivos (Blakeslee
etal. 2015).

En Patagonia, Carcinus spp. han sido encontrados libre de digeneos trematodes,
como se detalla en el “Capitulo I”. Por otro lado, los cangrejos nativos del género
Cyrtograpsus spp. estan infectados por el trematode digeneo Maritrema madrynense

(Ver detalles en Capitulo II).

Objetivos

e Evaluar si existen diferencias en la composiciéon de las comunidades parasitarias
(riqueza) de cada especie de cangrejo estudiada y en las caracteristicas de las
poblaciones parasitarias (prevalencia e intensidad media).

e Evaluar la susceptibilidad del cangrejo invasor al parasito digeneo, Maritrema
madrynense (Microphallidae) mediante experimentos de exposiciéon y
cohabitacion.

e Identificar cuales de los parasitos que eventualmente se encuentren en el
cangrejo verde son nativos y cuales introducidos, a fin de determinar, sumado a
los experimentos de infeccién, la existencia de efectos "spillover" y "spillback”,

utilizando, ademas, la informacién disponible en la bibliografia.

Materiales y métodos

Composicién de las comunidades de simbiontes

Se calculé la riqueza especifica de simbiontes total (incluyendo los macrosimbiontes y
microsimbiontes hallados) como se describe en la seccion de "Metodologia general”, para
las cuatro especies de cangrejos estudiadas: Carcinus spp., Cy. altimanus, Cy. angulatus
Y O. trimaculatus. Ademas, se calcul6 la riqueza de simbiontes diferenciando entre

macrosimbiontes y microsimbiontes.

Andlisis estadisticos de los pardmetros de infecciéon v rigueza de simbiontes

Se estudi6 la presencia o ausencia de los simbiontes mas prevalentes (prevalencia igual
o superior al 3%) segun la especie hospedadora (cangrejo invasor y cangrejos nativos,

segun corresponda), tal como se describe en la secciéon "Metodologia general".
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Se analiz6 la riqueza de simbiontes en funcién de la especie de cangrejo. Los datos
fueron analizados utilizando un modelo de regresiéon Poisson dentro de un marco de
Modelo Lineal Generalizado (GLM) tal como se describe en la secciéon de "Metodologia

general".

Infecciones experimentales

Durante la primavera y el verano de 2019, se recolectaron ejemplares de Carcinus spp.,
Cy. altimanus 'y Cy. angulatus de tamarfio similar (12-24 mm de ancho de caparazon) en
el intermareal de Puerto Madryn. Ademas, en este sitio también se recolect6 a la lapa
pulmonada, S. lessonii, ya que se conocia que la lapa alberga el digeneo trematode M.
madrynense con una prevalencia de ~10 % en esta area (Bagnato et al. 2015). Se
transportaron los cangrejos y las lapas vivos al laboratorio y se realizaron dos

infecciones experimentales: “Exposicion a cercarias” y “Experimento de cohabitacién”.
Exposicion a cercarias

Se colocaron individualmente aproximadamente 500 lapas S. lessonii en pequefios
recipientes (50 ml) llenos de agua de mar filtrada (filtro de malla fina de 0,45 pm)
(Figura 40). Después de 2 h a temperatura ambiente (18-20°C), las lapas se
inspeccionaron bajo un estereomicroscopio en busca de cercarias emergidas. Se
establecieron dos grupos: tratamiento y otro control, cada uno integrado por cangrejos
de las especies Carcinus spp. (n=20), Cy. altimanus (n=10), y Cy. angulatus (n=10).
Estos cangrejos fueron colocados individualmente en contenedores de 350 ml, los cuales
estaban llenos de agua de mar y contaban con una adecuada aireacién, manteniendo
una temperatura constante de 4°C (Figura 40). En el grupo tratamiento se transfirieron
aproximadamente 300 cercarias a cada cangrejo utilizando una pipeta Pasteur. En el
grupo control se mantuvieron en las mismas condiciones, pero sin exposiciéon a cercarias.
Después de 72h, todos los cangrejos fueron sexados y disecados bajo un
estereomicroscopio para detectar la presencia de metacercarias. Se calcularon las

prevalencias e intensidades de infeccion.
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Figura 40. Representacion gréafica del experimento de exposicidn a cercarias.

Experimento de cohabitacion

Se realizaron dos réplicas, cada una con 20 especimenes de Carcinus spp., 16 cangrejos
nativos Cy. altimanusy Cy. angulatus (8 de cada especie) y 250 S. lessonii. Los cangrejos
se colocaron en unidades de alojamiento separadas y etiquetadas, que consistian en
pequefias jaulas de plastico que permitian el flujo de agua y no impedian la circulacién
de las cercarias. Estas jaulas se sumergieron en un acuario de plastico grande (45L) 34
lleno con agua de mar filtrada y con aireacién adecuada a temperatura ambiente. Las
lapas S. lessonii se colocaron en el fondo del acuario y fueron sumergidas 3 veces al dia
para mejorar la emisidon de cercarias (comunicaciéon personal Florencia Cremonte). El
grupo control estuvo formado por la misma cantidad de especimenes de cada especie en
las mismas condiciones, pero sin lapas. Después de 72 h, las lapas se diseccionaron y
examinaron bajo un estereomicroscopio para determinar la prevalencia de la infeccién.
Los cangrejos fueron expuestos a los caracoles durante 72h después de un estudio previo
(Blakeslee et al. 2015), que demostroé que este periodo fue suficiente para infectar a los
cangrejos y obtener una intensidad de infeccibn moderada. Después de 72h, cada
cangrejo se trasladd a un acuario plastico individual con agua de mar aireada durante
7 dias. Durante ese tiempo, los cangrejos fueron alimentados con una dieta de lechuga

de mar Ulva lactuca Linnaeus, 1753 (cada dos dias) y el agua se cambié cada dos dias.
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Después del periodo de 7 dias posterior a la exposicién, todos los cangrejos fueron
medidos, sexados, disecados y examinados bajo un estereomicroscopio para detectar la

presencia y cantidad de metacercarias.

Andlisis estadisticos de los experimentos

El recuento de metacercarias en las tres especies de cangrejos, evaluado en ambos
experimentos y dentro de cada grupo, mostr6é valores que oscilaron entre cero y
distribuciones cercanas a la normalidad. Esto se determin6é mediante la visualizacion
de graficos gqqnorm y las pruebas de Shapiro. Para comparar los grupos dentro de cada
experimento, se aplicaron pruebas t. Los resultados se presentaron de manera grafica
mediante diagramas de caja elaborados con ggplotZ en R, herramienta utilizada tanto
para el analisis de datos como para la generacion de graficos (R Core Team 2019;

Wickham & Wickham 2016).

Resultados

Composicion de las comunidades de simbiontes

La riqueza especifica de simbiontes total para los cangrejos Carcinus spp. fue de 7 al
igual que para los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp, y de 5 para el cangrejo O.
trimaculatus (Tabla 10). La riqueza especifica de macrosimbiontes fue mayor en los
cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. (Tabla 10), mientras que la riqueza especifica de

microsimbiontes fue mayor en el cangrejo verde invasor (Tabla 10).
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Tabla 10. Namero de especimenes hallados de cada simbionte/nimero de especimenes de cangrejos
examinados y riqueza de macrosimbiontes y microsimbiontes en el cangrejo verde invasor y en los
cangrejos nativos Cyrtograpsus altimanus, Cyrtograpsus angulatus y Ovalipes trimaculatus.

Carcinus Cyrtograpsus Cyrtograpsus Ovalipes
Simbiontes/Hospedador
spp. altimanus angulatus trimaculatus
Macrosimbiontes
Trematode Maritrema madrynense 0/940 43/166 20/83 0/95
Acantocéfalo Profilicollis
chasmagnathi 0/940 23/166 15/83 0/95
Carcinonemertes sp. 1/940 0/166 0/83 2/95
Riqueza de macrosimbiontes 1 2 2 1
Microsimbiontes
Virus-like 26/190 0/91 0/53 5/95
Microrganismos procariéticos 2/190 3/91 8/53 16/95
Bacterias filamentosas 0/190 65/91 47/53 0/95
Levaduras like 0/190 0/91 0/53 3/95
Ciliados 8/190 23/91 19/53 17/95
Microsporidio Agmasoma carcini 4/250 0/91 0/53 0/95
Haplosporidium-like 11/190 7/91 6/53 0/95
Mikrocytos-like 3/190 0/91 0/53 0/95
Aplco‘r/r;ll)cliee]st)sjf;gi:egata 0/190 2/91 2/53 0/95
Riqueza de microsimbiontes 6 5 5 4
RIQUEZA TOTAL 7 7 7

Andlisis estadisticos

Riqueza especifica: la riqueza especifica total, asi como la de macroparasitos y
microparasitos, no mostré una variacidon significativa en funcién de la especie

hospedadora (p>0,05).

Carcinonemertes sp.: la prevalencia de Carcinonemertes sp. no mostré una
variacion significativa en funciéon de la especie hospedadora (p>0,05). Por lo tanto, el
modelo sugiere que la variable especie no es un predictor relevante de la presencia del

nemertino.

Virus: la prevalencia de virus vari6é significativamente segin la especie
hospedadora (x* = 5,0593, p = 0,02449). Especificamente, se encontré que la probabilidad
de infeccién por virus es mayor en Carcinus spp. (odds ratio = 2,67, p = 0,0331) en

comparacién con O. trimaculatus.

120

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Capitulo IV

Haplosporidium sp.: la prevalencia de Haplosporidium sp. no varid
significativamente por la especie hospedadora (p>0,05). Por lo tanto, el modelo sugiere

que la variable especie no es un predictor relevante de la presencia de este parasito.

Infecciones experimentales

Carcinus spp. no se infecté con M. madrynense, ni en los experimentos de exposicion ni
en el de cohabitacion (Figura 41). Durante la “exposicién a cercarias”, los cangrejos
nativos Cy. altimanus y Cy. angulatus resultaron parasitados con metacercarias de M.
madrynense, con una prevalencia e intensidad media de infeccion de 90% y 4,3y 80% y
2,2; respectivamente. El grupo de control, Cy. altimanus y Cy. angulatus, mostraron
una prevalencia e intensidad de infeccion del 40% y 2,0, y del 23% y 1,5,
respectivamente. Estos grupos fueron significativamente diferentes (Cy. altimanus:
prueba t, P = 0,003; Cy. angulatus: prueba t, P = <0,01). El experimento de
“cohabitacion” revelo que la prevalencia de infeccion fue del 93% en Cy. altimanus, con
una intensidad media de 4,7 metacercarias, y del 87% en Cy. angulatus, con una
intensidad media de 3. En el grupo control, la prevalencia y la intensidad media para
Cy. altimanus y Cy. angulatus fueron 37% y 1,8 y 19% y 1,6; respectivamente. Estos
grupos también fueron significativamente diferentes (Cy. altimanus: t.test, P = <0,0001;
Cy. angulatus: t.test, P = <0,0001). La prevalencia de infeccién de las lapas utilizadas

en este experimento fue del 3%.
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Figura 41. Diagramas de caja de los experimentos de exposicion a cercarias (superior) y de cohabitacion
(inferior). Esta figura compara los grupos de tratamiento y control de ambos experimentos. Definiciones:
la barra de diagrama de caja se refiere a la mediana; el recuadro se refiere a los percentiles 25°-75°, y los
bigotes se refieren a los valores minimo — maximo dentro del rango intercuartilico (IQR) de 1,5 x de los

datos; puntos. Los puntos representan valores atipicos.
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Discusion

El presente estudio es el primero en comparar la riqueza y prevalencia de los simbiontes
presentes en el cangrejo verde invasor y en los cangrejos nativos (Cy. altimanus, Cy.
angulatusy O. trimaculatus). El cangrejo verde invasor presenta una menor carga de
macroparasitos en comparacién con la fauna de simbiontes en su area de distribucién
de origen. Ademas, esta reduccién en la carga parasitaria se observa también en otras
areas donde ha establecido su presencia desde hace mas tiempo (Blakeslee et al. 2009).
Enla Patagonia argentina se registré sé6lo un macrosimbionte, un nemertino del género
Carcinonemertes. Sin embargo, la riqueza de microparasitos fue mayor en comparacién
con los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. y O. trimaculatus. Especificamente,
Carcinus spp. presentd una riqueza de microparasitos de seis, incluyendo virus,
microorganismos procariotas, ciliados, un microsporidio, un haplosporidio y Mikrocytos
sp., mientras que en los nativos fue de cinco. Los experimentos indican que la poblacion
invasora de Carcinus spp. no es susceptible al parasito trematode microfalido nativo, M.
madrynense. La exploracion de posibles asociaciones simbiontes-crustaceo invasor es
vital para comprender mejor su influencia en la ecologia de las enfermedades locales
(Bojko etal. 2021).

Con la excepcién del nemertino Carcinonemertes sp., los helmintos estuvieron
ausentes en el cangrejo verde invasor. Sin embargo, los dos cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp. compartieron dos taxones: un trematode (M. madrynense) y un
acantocéfalo (P. chasmagnathi). Se conoce que el trematode M. madrynense tiene un
ciclo de vida complejo que involucra caracoles, crustaceos y aves como hospedadores
(Diaz & Cremonte 2010, Gilardoni et al. 2011; Bagnato et al. 2015). Cyrtograpsus
altimanus ha sido registrado como el segundo hospedador intermediario en el ciclo de
vida de este trematode; el hospedador final es la gaviota cocinera L dominicanus, la cual
se infecta al alimentarse del cangrejo con el estadio de metacercarias (Diaz & Cremonte
2010; Bagnato et al. 2015). Yorio et al. (2020) reportaron a Ca. maenas como presa de la
gaviota cocinera; por lo tanto, se esperaba encontrar que el cangrejo verde estuviera
infectado por el digeneo, ya que en sus areas de origen y otros rangos de distribucién
como las costas del Pacifico y Atlantico de Estados Unidos y Canada, presenta
infecciones por parasitos de la misma familia. En sus areas de distribucién de origen,

Ca. maenas se encuentra infectado por al menos cuatro especies de microfalidos,
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Microphallus primas Jagerskiold, 1908, M. similis, Microphallus claviformis (Brandes,
1889) y Maritrema subdolum Jagerskiold, 1909 (Bojko et al. 2021). El trematode M.
simillis se encontré6 en ambos lados del Atlantico y es uno de los parasitos mas
frecuentes que infectan a los cangrejos verdes en ambas regiones (Elner & Raffaelli
1980; Blakeslee et al. 2009). No esta claro si el parasito trematode, M. similis, que
infecta a Ca. maenas en el Este de América del Norte fue transportado desde Europa,
adquirido del Este de América del Norte después de la introduccién de Ca. maenas, una
combinacién de ambos, o si puede considerarse nativo debido a que la gaviota
(hospedador aviar) puede migrar a este lugar y potencialmente transmitir el parasito
(Blakeslee et al. 2015). Ademas, cabe mencionar que M. similis utiliza caracoles del
género Littorina como primeros hospedadores intermediarios (James 1969), los cuales
estan presentes tanto en el area invadida como en la de distribuciéon de origen, lo que
facilita para completar su ciclo de vida.

En este estudio en particular, las infecciones experimentales de los cangrejos
verdes con el trematode M. madrynense resultaron negativas. La falta de
susceptibilidad puede explicarse porque no han tenido historia evolutiva con estos
parasitos. Trabajos anteriores sobre Ca. maenas identificaron que la historia
coevolutiva hospedador-parasito juega un papel importante en la prevalencia y
abundancia de parasitos en términos de susceptibilidad diferencial a la infeccién por
trematodes en areas introducidas y de distribucion de origen (Blakeslee et al. 2020Db).
Por lo tanto, el momento del contacto con un parasito es un factor clave que afecta la
prevalencia y la abundancia de parasitos en comunidades hospedador-parasito, y es un
aspecto importante a considerar al examinar invasiones histéricas versus
contemporaneas de hospedadores a regiones nuevas (Barnard et al. 2022).

Ademas del tiempo trascurrido desde la introduccién, es crucial considerar el
vector de introduccién. La invasién de Ca. maenas en América del Norte a principios del
siglo XIX probablemente se debi6 al transporte en lastre s6lido en barcos provenientes
del sudoeste de Europa (Carlton & Cohen 2003; Roman 2006). Esta invasion incluyo
multiples clases de edad de hospedadores, desde larvas hasta adultos (Blakeslee et al.
2013; Goedknegt et al. 2016), lo que posiblemente co-introdujo sus parasitos en el area
invadida. Por otro lado, en las costas patagonicas, se cree que el cangrejo verde ingresé
a través del agua de lastre (Hidalgo et al. 2005), con los organismos transportados

principalmente en etapas larvales de desarrollo (Minchin et al. 2009), siendo menos
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propensas a estar parasitadas (Torchin & Mitchell 2004). Sin embargo, Darling et al.
(2008) cuestionan la hip6tesis de que el agua de lastre sea el Unico vector responsable
de introducir a Ca. maenas en Argentina, sino que sugieren que podria haber otro tipo
de transporte que trajera otros estadios del organismo. Ademas, existe la posibilidad de
que el agua de lastre de los barcos transporte no solo larvas, sino también juveniles y
adultos de diversas especies marinas (Carlton, 1985), lo que sugiere una mayor
diversidad de organismos que podrian ser introducidos involuntariamente en nuevos
habitats, aumentando asi el riesgo de impactos negativos en los ecosistemas receptores.
Las distancias entre el area invadida y la de origen son menores en la invasion del
Atlantico Norte en comparacién con la invasiéon en Argentina, que fue una invasion
secundaria proveniente de Australia (Darling et al. 2008). Esto sugiere una mayor
probabilidad de pérdida de parasitos en el caso de la invasién en Argentina.

Segin Combes (2020), para que exista una asociaciéon hospedador-parasito deben
estar abiertos dos filtros: el de 'encuentro’ (que ambas especies coexistan en tiempo y en
espacio) y el de 'compatibilidad’' (que el parasito sea capaz de infectar al hospedador y
que el hospedador no lo elimine a través de su sistema inmune). En este caso, en la
naturaleza, el filtro del encuentro esta abierto, ya que estan presentes los hospedadores
necesarios para completar los ciclos de vida de ambos parasitos; sin embargo, el filtro
de compatibilidad seguiria cerrado. En los experimentos de laboratorio se
proporcionaron las etapas infecciosas del parasito trematode (cercarias) o el primer
hospedador intermediario infectado, para evaluar la transmisién del trematode. Segun
nuestros resultados, podemos suponer que un filtro de compatibilidad cerrado evita que
el parasito nativo explote al hospedador invasor, ya que los cangrejos verdes no
resultaron infectados por el parasito trematode nativo en poblaciones experimentales ni
en entornos naturales.

La Unica infeccion por un metazoo en el cangrejo invasor Carcinus spp. y en el
cangrejo nativo O. trimaculatus fue un nemertino similar a Carcinonemertes sp. En
América del Norte, una de las areas de distribucién invadidas por Ca. maenas, adquirié
una infeccién por un nemertino, C. epialti, que es comun en el cangrejo nativo H.
oregonensis (Torchin et al. 1996). En 1995, la prevalencia de C. epialti en Ca. maenas
fue significativamente menor que en H. oregonensis (11% versus 74%), pero un afio
después no hubo diferencia significativa entre las dos especies (79% versus 98%)

(Torchin et al. 1996). Torchin et al. (1996) sugieren que pudo haber ocurrido transmision
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del nemertino C. epialti a través de la depredacion en H. oregonensis infectado por Ca.
maenas. En este estudio, las prevalencias de infeccién fueron bajas en ambos
hospedadores (< 5%). Dado que solo un ejemplar del cangrejo invasor mostré signos de
infeccién, es posible que ésta se haya adquirido en la costa patagdnica. Seria necesario
llevar a cabo un nuevo estudio para evaluar si estas prevalencias cambian con el tiempo,
siendo esperable que aumenten. En un ensayo de acuario se ha observado la ocurrencia
de depredacién mutua entre Carcinus spp. y O. trimaculatus de tamafios diferentes
(comunicaciéon personal Mariano Malvé). Si este comportamiento es comun en la
naturaleza, podria facilitar la transmision de este nemertino. Se podria plantear la
hipotesis de que la presencia del nemertino en las costas patagdénicas podria mitigar el
impacto ocasionado por Carcinus spp. y actuar como un agente de control biolégico
(Kuris 2002), siempre y cuando este pardasito pueda completar su ciclo de vida en el
hospedador invasor y establecerse con altas prevalencias e intensidades en el medio
natural. Sin embargo, la expansién de este nemertino en cangrejos verdes podria
conllevar consecuencias adversas para las especies nativas, especialmente si se
confirma que es un pardsito nativo de la costa patagénica, dado su hallazgo en el
cangrejo nativo, O. trimaculatus, causando un "efecto spillback". Se requiere realizar
mas muestreos, tanto en los cangrejos invasores como en los nativos, para poner a
prueba estas hipétesis. En cualquier caso, es fundamental realizar analisis moleculares
para determinar si se trata de la misma especie o de especies distintas.

Cabe destacar, la ausencia del parasito cirripedio castrador Sacculina carcini,
dada la prevalencia relativamente alta en poblaciones del lugar de origen del cangrejo
verde (Bojko et al. 2018). De hecho, este parasito no se ha registrado en ninguno de los
sitios invadidos (Bojko et al. 2018, 2021). Esta reduccién en la presion de infecciéon puede
beneficiar a las poblaciones de Carcinus spp. en las costas patagonicas. S. carcini ha
sido reportado previamente como un posible agente de control biolégico (Goddard et al.
2005). Sacculina carcini castra y parasita a su hospedador, lo que conlleva a un control
biolégico basado en patégenos. Sin embargo, una desventaja significativa radica en la
falta de especificidad del hospedador, una limitacién comin de muchos agentes de
control biolégico (Goddard et al. 2005). Aun queda por determinar si el de éstos
patégenos y parasitos tiene un efecto en el tamafio y el impacto de la poblacién invasora.

La ausencia de estas especies podria proporcionar una oportunidad para el control
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bioldgico, después del andlisis de la especificidad de hospedadores, supervivencia de
hospedadores y comportamiento de hospedadores.

Se hallaron infecciones virales y presencia de bacterias, tanto en la especie
invasora como en las especies nativas de cangrejos estudiadas. Sin embargo, resulta
destacable que no se observaran infecciones similares a virus en los cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp. Este hallazgo sugiere la posible existencia de diferencias en la
susceptibilidad a las infecciones virales entre las distintas especies de cangrejos. Es
importante sefialar que las infecciones virales observadas tanto en el cangrejo verde
invasor como en el cangrejo nativo O. trimaculatus comparten similitudes morfoldgicas
entre si y con el virus WSSV, aunque el cangrejo invasor presenté prevalencias mas
altas, siendo estas diferencias significativas, lo que podria indicar que este virus haya
sido cointroducido junto con el invasor. Sin embargo, la morfologia por si sola no es
suficiente para identificar taxondmicamente al virus, lo que enfatiza la importancia de
llevar a cabo analisis moleculares y de microscopia electrénica de transmision. Es
importante destacar que la susceptibilidad por este virus ha demostrado variar entre
los hospedadores de crustaceos (Bateman & Stentiford 2017). Martorelli et al. (2010,
2012) documentaron la presencia de este virus en crustaceos nativos de Argentina. La
identificacion de un virus similar al WSSV en Carcinus spp. podria disminuir la tasa de
supervivencia del hospedador y, ademas, podria ser un posible agente de control para
este crustaceo invasor, si bien se requieren estudios adicionales para identificar la
especificidad hospedatoria y evaluar la eficacia de este enfoque. Dado que es necesario
tener en cuenta que la transmision de muchos virus puede ocurrir a través de
canibalismo, coprofagia y alimentacién benténica (Bateman & Stentiford 2017), se
puede sugerir que el canibalismo también puede llevar a que las prevalencias de
infeccion aumenten en O. trimaculatus, dado que, como se menciond anteriormente,
existe depredacidn mutua entre estos cangrejos (comunicacién personal Mariano
Malvé).

En cuanto a las bacterias halladas en todas las especies de cangrejo del presente
estudio, aun no se ha determinado taxondmicamente a que especie pertenecen; sin
embargo, los datos metagenémicos detallados en el capitulo I proporcionan candidatos
para investigaciones futuras. Se han documentado infecciones procaridticas en los
cangrejos verdes Carcinus spp. en sus areas de distribucién de origen (Hauton et al.

1997; Bonami & Pappalardo 1980; Eddy et al. 2007), y dada las similitudes en la
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morfologia y patologia sugieren la posibilidad de que estas infecciones hayan sido
cointroducidas en Argentina.

Este estudio identific6 un nuevo patdégeno microsporidiano, A. carcini en los
cangrejos verdes Ca. maenas y Ca. aestuarii. Este microsporidio podria haber sido
adquirido de la fauna de crustaceos nativos debido a su ausencia en poblaciones
ampliamente muestreadas en el area de distribucion de origen (Bojko et al. 2018; 2021).
Darling et al. (2008) proponen que la poblacién de cangrejo verde en la costa patagdnicas
es una invasion secundaria, ellos demostraron que los individuos encontrados en
Argentina estaban genéticamente mas relacionados con poblaciones de Australia, donde
también han sido introducidos (Fulton & Grant 1900; Young & Elliot 2019). Sin
embargo, el cangrejo verde en Australia no ha sido examinado para detectar parasitos
microsporidios. La baja prevalencia de infecciéon y la informacién en general de este
grupo de parasitos, sugieren que el microsporidio ocasiona una patologia grave,
causando mortalidad y una enfermedad emergente en los cangrejos verdes en la costa
patagdnica. Actualmente, no hay evidencia disponible para confirmar si A. carcini es un
parasito nativo de las costas patagonicas o si fue introducido. Para estudios futuros, es
importante considerar si A. Carcini podria representar un riesgo para las especies
nativas o, si el parasito se obtuvo en el area invadida (adquisicién de patégenos). Si fue
un parasito cointroducido, se abren interrogantes sobre la via de invasion de A. carcini.
Finalmente, es crucial evaluar las implicaciones de la infeccion en el comportamiento y
la mortalidad, lo cual podria determinar si A. carcini posee el potencial para controlar
los tamafios poblacionales de Carcinus spp. en la costa patagdnica. La ruta de
transmisién es un factor clave en la evolucién de la virulencia y las relaciones
hospedador-parasito (Ebert & Herre 1996). La transmisiéon horizontal es el modo mas
comun en los microsporidios (Dunn & Smith et al. 2001). Por lo tanto, explorar la
dinamica de transmision de A. carcini a través de experimentos de infeccion en las
poblaciones del cangrejo invasor, asi como su posible impacto en los cangrejos nativos,
resulta relevante. Estos experimentos no solo podrian revelar la dinamica de
transmisién del microsporidio, sino también proporcionar informaciéon valiosa sobre la
susceptibilidad y resistencia a la infecciéon por este microsporidio entre las poblaciones
de cangrejos invasores y las especies nativas de crustaceos.

Aunque tradicionalmente se ha considerado que los moluscos son los

hospedadores mas diversos para los parasitos haplosporidios, cada vez hay mas
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registros que sugieren la importancia de los crustaceos como hospedadores (Stentiford
et al. 2013). La observacion de infecciones idénticas en el cangrejo invasor Carcinus spp.
y los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp., junto con la similitud entre las esporas
encontradas en estos crustaceos y las halladas en S. lessonii y S. lateralis por H. patagon
en Puerto Deseado, Santa Cruz (Di Giorgio et al. 2014 ), plantea interrogantes sobre la
transmision de estos parasitos entre diferentes especies y la posibilidad de ciclos de vida
compartidos entre moluscos y crustaceos (Shields et al. 2015). Aunque la mayoria de los
taxones de Haplosporidia producen esporas, el estado transmisible sigue siendo
desconocido y no se han establecido ciclos de vida para ningin miembro del orden
(Shields etal. 2022). El destino de las esporas después de ser liberadas del hospedador
sigue siendo desconocido, incluso para el haplosporidio mejor estudiado,
Haplosporidium nelsoni Haskin, Stauber & Mackin, 1966 (Carnegie & Burreson 2012).
Este descubrimiento de infecciones en el cangrejo invasor podria sugerir la posibilidad
de que Carcinus spp. actiie como portador, reservorio u hospedador alternativo debido
a su comportamiento carrofiero. Ademas, Stentiford et al. (2013) consideran a estos
pardasitos como impulsores de la mortalidad en las poblaciones de Ca. maenas, dado que
el parasito es letal en individuos infectados. Si esta misma situacion se presenta en las
poblaciones invasoras de Carcinus spp. en la costa patagénica, podria considerarse como
un método de control biolégico para esta especie invasora. A pesar de su importante
importancia econémica y su efecto dramatico en el estado de salud de los invertebrados
acuaticos, los haplosporidios siguen siendo un grupo significativamente poco estudiado,
con una representacion relativamente escasa dentro de las bases de datos gendémicas
publicas (Stentiford et al. 2013). La realizacién de analisis moleculares es clave para
continuar con este estudio y evaluar si el patégeno estd presente en las costas y fue
introducido por el invasor o si ya estaba presente en las especies nativas de la costa
patagonica. Aunque es probable que sea un parasito nativo de las costas patagoénicas,
su presencia en ambas especies nativas de Cyrtograpsus spp., con prevalencias que
alcanzaron el 40% en Cy. angulatus, respalda esta hipotesis.

El apicomplejo A. valdessensis se hallo en los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp.,
mientras que no se detectaron estas infecciones en el cangrejo invasor Carcinus spp. El
sitio donde se observ6 una mayor prevalencia de este apicomplejo en las especies nativas
presenta un intermareal rocoso sometido a un fuerte oleaje (Schillizzi et al. 2004; 2005),

donde no se hallaron ejemplares de Carcinus spp., pero si abundantes cangrejos nativos
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Cyrtograpsus spp. y la presencia de pulpitos O. tehuelchus. Carcinus spp. parece ser
incapaz de prosperar en costas expuestas a las olas (Hampton & Griffiths 2007), lo cual
podria explicar la ausencia en este sitio y la falta de infeccién por A. valdessensis. Sin
embargo, dado que las infecciones experimentales resultaron negativas, es posible que
la ausencia de infecciones por el apicomplejo en el cangrejo invasor se deba a la falta de
historia coevolutiva del cangrejo invasor con este parasito, similar a lo que ocurre con
los helmintos, los cuales solo fueron hallados en los cangrejos nativos. Esto sugiere que
Carcinus spp. podria estar presentando un "filtro de compatibilidad" cerrado, es decir,
su sistema inmunitario elimina al agente infeccioso y/o sus caracteristicas fisioldgicas
podrian no ser compatibles con el parasito (Combes 2020).

El potencial impacto de los simbiontes de Carcinus spp. en la fauna nativa en la
costa patagoénica es preocupante. El cangrejo invasor ha impactado negativamente sobre
la fauna nativa patagodnica a través de la competencia y la depredaciéon (Marquez et al.
2023); nuestros resultados indican que este invasor también esta infectado con
patégenos que podrian afectar a la pesca de los recursos pesqueros a nivel local. Algunas
especies podrian plantear un problema significativo para la fauna nativa, si el cangrejo
verde actlia como reservorio; permitiendo que los nimeros de patégenos se acumulen y
se derramen de nuevo en las poblaciones nativas. Tales ejemplos han sido observados
anteriormente (Kelly et al. 2009).

El cangrejo verde invasor parece tener un conjunto reducido de parasitos en su
area invadida en la costa patagénica (reduccién de parasitos), principalmente de
macroparasitos, similar a observaciones en otros sitios donde ha invadido, como en
América del Norte. La mayoria de los estudios que han encontrado evidencia de escape
y liberacién de parasitos en areas donde se ha introducido el cangrejo verde se han
centrado principalmente en macroparasitos metazoos (Torchin et al., 2002; Blakeslee et
al., 2009, 2013). Sin embargo, el trabajo de Bojko et al. (2018) en Canada y el Reino
Unido demostré que, al incluir microparasitos en los andlisis de diversidad de parasitos,
Ca. maenas era hospedador de numerosos taxones de parasitos y simbiontes marinos en
las poblaciones introducidas en Canadd, con una riqueza de microparasitos de hasta
ocho especies (ver Apéndice I). Esto concuerda con nuestro estudio, donde la riqueza de
microparasitos fue relativamente alta en comparacion con los macroparasitos, con seis
grupos identificados. Ademas, esta riqueza fue mayor que en las especies de cangrejos

nativas examinadas en el presente estudio (Cy. altimanus, Cy. angulatus y O.
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trimaculatus), donde se encontraron cinco grupos de microparasitos. En comparacién,
en el area de origen de Europa, la riqueza de parasitos del cangrejo verde es
considerablemente mayor, con 39 grupos identificados. Por otro lado, en la costa Este de
Estados Unidos, donde el cangrejo verde ha estado introducido durante
aproximadamente 200 afios (Grosholz & Ruiz 1996), la riqueza de microparasitos es de
solo dos taxones (ver Apéndice I). Esta baja riqueza se podria deber a la falta de estudios
especificos, lo cual puede haber llevado a una subestimaciéon de la riqueza de
microparasitos en esta region.

Es posible que los microparasitos con ciclo de vida simple se adquieran mas
facilmente en regiones invadidas o sean mas propensos a ser transportados con
hospedadores introducidos que los macroparasitos, especialmente aquellos con ciclos de
vida complejos que requieren varios hospedadores. Otra posibilidad es que los
macroparasitos, debido a su historia coevolutiva méas prolongada con sus hospedadores,
hayan desarrollado mecanismos de resistencia mas efectivos. Trabajos recientes han
demostrado que los hospedadores con una larga historia de coevolucién y presiones
selectivas por parte de los parasitos tienden a desarrollar resistencia al parasitismo,
mientras que los hospedadores "ingenuos" bajo baja presién parasitaria pueden relajar
sus defensas, haciéndolos mas susceptibles a la infeccion cuando se encuentran
nuevamente con los mismos parasitos (Keogh et al.,, 2017; Blakeslee et al., 2020a). Esta
diferencia en la coevolucion y la presion selectiva podria explicar por qué los
macroparasitos presentan una mayor resistencia en comparaciéon con los
microparasitos.

La histologia emerge como el método mas sensible para detectar una amplia
variedad de patégenos y para proporcionar una vision exhaustiva de la fauna de
simbiontes en cangrejos, permitiendo una evaluacién integral de la salud con relativa
facilidad (Stentiford et al. 2005). La microscopia optica, incluyendo la histologia y el
material preparado en humedo, puede proporcionar identificacion visual de varios
grupos de patogenos (Bojko et al. 2013), lo que ofrece una base sélida para la aplicacién
de otras herramientas. Ademas, la histologia se revela como una herramienta
sumamente Util para un diagnostico general de la salud de los cangrejos (Bojko et al.
2017). La falta de estudios previos sobre este enfoque en cangrejos invasores y nativos
en América Latina resalta la originalidad de esta investigacién, siendo el primer estudio

en la region en utilizar histologia para examinar la diversidad de simbiontes en estos
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crustaceos. Este trabajo pionero enfatiza la importancia de la histologia como una
herramienta esencial para comprender la ecologia y la dindmica de las poblaciones de
cangrejos, estableciendo asi una base para futuras investigaciones en la region.

El presente constituye el primer estudio en comparar la diversidad de simbiontes
entre el cangrejo verde invasor y los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. y O.
trimaculatus en la costa patagdnica. Los resultados de este trabajo revelan que el
cangrejo verde invasor exhibié un mayor nimero de microparasitos en comparacién con
los nativos. Sin embargo, también se observé una diversidad reducida de simbiontes en
el cangrejo invasor en relacidon con su area de distribucién de origen, lo que sugiere la
posibilidad de una reduccién o incluso un escape de parasitos. La deteccién de nuevos
patogenos en los cangrejos invasores, como el microsporidio A. carcini, plantea
interrogantes sobre su impacto potencial en los ecosistemas costeros y en las poblaciones
nativas. Ademas, la presencia de infecciones virales y bacterianas resalta la importancia
de evaluar la susceptibilidad a las enfermedades entre diferentes especies de cangrejos.
Estas complejas interacciones entre hospedadores y patdgenos subrayan la necesidad
de llevar a cabo una investigacién adicional para comprender mejor estas relaciones
ecologicas y su implicacion en la salud y la dindmica poblacional tanto de los cangrejos
invasores como de las especies nativas. Se necesitan mas estudios para comprender
mejor la relacion ecoldgica entre estos simbiontes y sus hospedadores, los patrones de
perfil de simbiontes en todas las estaciones del afio y habitats, y como difieren en todo

el rango geografico de Carcinus spp.
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CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES
GENERALES

Este estudio abarcé el analisis de los simbiontes presentes en los cangrejos verdes
invasores Carcinus spp. y de los cangrejos nativos (Cy. altimanus, Cy. angulatus y O.
trimaculatus) en la costa patagonica. Representa el primer analisis exhaustivo
histopatoldgico del cangrejo verde en su area de distribucion invadida en Argentina, y
es el segundo estudio de este tipo en areas invadidas por esta especie, siendo el primero
en América del Norte en América del Norte. A pesar de la expansion de estos cangrejos
a otros territorios como Australia, Japén y Africa, la investigacién histopatolégica en
estos lugares es escasa o inexistente. La mayoria de los estudios se han centrado en los
macroparasitos metazoos.

La presencia de Ca. aestuarii, junto a su especie hermana Ca. maenas, fue
confirmada en el presente trabajo de tesis. Los patdégenos y parasitos observados fueron
identificados mediante histologia, y en algunos casos se complementaron con
microscopia electronica, diagnodsticos moleculares, secuenciacion del genoma,
metagenOmica y analisis filogenéticos.

Se ha identificado una diversidad de grupos de simbiontes presentes tanto en el
cangrejo verde invasor como en los cangrejos nativos del género Cyrtograpsus spp. y el
cangrejo nadador nativo O. trimaculatus. La riqueza de simbiontes para cada
hospedador fue de siete en el invasor, al igual que en los cangrejos del género
Cyrtograpsus, y de cinco en el cangrejo nadador O. trimaculatus. Los simbiontes
identificados abarcaron desde virus hasta metazoos, ampliando asi el espectro conocido
en estos hospedadores.

El cangrejo verde invasor present6 una liberacion de macroparasitos, hallandose
s6lo al nemertino Carcinonemertes sp. a diferencia de los cangrejos nativos
(Cyrtograpsus spp.) que presentaron infecciones por el trematode M. madrynensey el
acantocéfalo P. chasmagnathi. Ademas, los cangrejos verdes no se infectaron con M.
madrynense en las infecciones experimentales, posiblemente debido a la ausencia de
una historia coevolutiva con estos parasitos. A pesar de la presencia de los hospedadores
necesarios para completar el ciclo de vida, el filtro de compatibilidad parece impedir que

los parasitos nativos infecten al cangrejo invasor.
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Tanto Carcinus spp. como el cangrejo nativo O. trimaculatus presentaron
infecciones por nemertinos del género Carcinonemertes, con prevalencias bajas. La
adquisicion de infecciones por estos nemertinos en areas invadidas se observé en
América del Norte, y podria ser similar a lo observado en Patagonia. Esto resalta la
necesidad de futuros estudios para evaluar cambios en prevalencias y el impacto
potencial de la depredacién mutua de cangrejos en la transmisiéon de parasitos.
Considerando que es probable que este nemertino ya estuviera presente en la costa
patagodnica, existe la posibilidad de que su presencia en cangrejos invasores actiie como
un agente de control bioldgico. Sin embargo, este efecto podria tener consecuencias
adversas para las especies nativas debido a un posible "efecto spillback"”. Se requieren
andlisis moleculares para confirmar la identidad exacta del nemertino y evaluar estas
hipotesis.

El estudio revela infecciones virales tanto en el cangrejo verde invasor (Carcinus
spp-) como en el cangrejo nativo O. trimaculatus, pero no en los cangrejos nativos
Cyrtograpsus spp., sugiriendo diferencias en la susceptibilidad entre estas especies. Las
infecciones virales observadas, similares al virus del sindrome de la mancha blanca
WSSV, son mas prevalentes en el cangrejo invasor, lo que podria indicar una
cointroduccién del virus junto con el invasor. Se necesitan analisis moleculares y de
microscopia electrénica para realizar una identificacién precisa. Estos hallazgos
subrayan la importancia de investigar con mayor profundidad para evaluar el uso
potencial del virus como un agente de control biolégico.

Se registraron bacterias en todas las especies de cangrejo analizadas, pero aun
no se ha determinado su taxonomia especifica. Dado que se han documentado
infecciones bacterianas en cangrejos verdes Carcinus spp. en sus areas de distribucién
de origen, y considerando las similitudes morfolégicas, existe la posibilidad de que estas
infecciones hayan sido introducidas en Argentina junto con la especie invasora. Esto
destaca la importancia de estudiar el microbiota asociada a especies invasoras para
comprender mejor su impacto en los ecosistemas receptores. Los datos metagen6micos
proporcionados en el estudio podrian servir como base para investigaciones futuras
sobre la identificacién taxonémica de las bacterias encontradas en los cangrejos. Estos
datos podrian ayudar a determinar la composicion y la diversidad del microbiota

asociada a estas especies de crustaceos.
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Se identific6 un nuevo patoégeno del grupo de los microsporidios, A. carcini en los
cangrejos verdes Ca. maenas y Ca. aestuarii. Su ausencia en poblaciones originarias de
Carcinus spp. sugiere una posible adquisiciéon de la fauna de crustaceos nativos. Futuras
investigaciones son necesarias para determinar su origen, evaluar su riesgo para las
especies locales y su potencial como agente de control biolégico. Se plantea la posibilidad
de utilizar A. carcini para controlar la poblacién invasora de Carcinus spp., aunque esto
requiere una evaluacion exhaustiva de las implicaciones en el comportamiento y la
mortalidad de los cangrejos verdes invasores. Es crucial explorar la dindmica de
transmisién de A. carcini y su impacto en cangrejos nativos mediante experimentos de
infeccién en poblaciones invasoras y nativas para entender mejor la susceptibilidad y
resistencia a la infeccién por este microsporidio.

La observacién de infecciones causadas por haplosporidios idénticas tanto en
cangrejos invasores como en los cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. plantea
interrogantes sobre la transmision de estos parasitos entre especies diferentes. Si estos
parasitos haplosporidios resultan letales para los individuos infectados, como se ha
sugerido en poblaciones originarias de Ca. maenas, su presencia en las poblaciones
invasoras de Carcinus spp. en la costa patagdnica podria considerarse como un método
potencial de control biolégico para esta especie invasora. La observacién de estos
parasitos en ambas especies de cangrejos nativos Cyrtograpsus spp. apunta a un posible
origen nativo en las costas patagonicas; sin embargo, se requieren analisis moleculares
adicionales para confirmarlo.

En esta tesis se elucid6 por primera vez en el Hemisferio Sur un ciclo de vida para
el género Aggregata, siendo el segundo a nivel mundial. Ademas, se identificé y
proporcioné una nueva descripcion del apicomplejo A. valdessensis en hospedadores
intermediarios en su habitat natural, especificamente cangrejos de las especies
Cyrtograpsus spp. La alta prevalencia e intensidad de infecciones en los cangrejos
sugiere una acumulacidon de parasitos a lo largo de la vida del pulpo al alimentarse de
ellos. A pesar de los avances en la comprension del ciclo de vida y la morfologia de A.
valdessensis, se enfatiza la necesidad de analisis moleculares futuros para validar la
identificacion tanto en pulpos como en cangrejos, crucial para investigaciones
posteriores. No se hall6 el apicomplejo en el cangrejo verde invasor Carcinus spp.,
sugiriendo diferencias en la susceptibilidad a la infeccién entre especies. Los resultados

negativos de infecciones experimentales en Carcinus spp. sugieren un sistema
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inmunitario mas eficaz o caracteristicas fisiolégicas que lo hacen menos susceptible,
posiblemente debido a una historia coevolutiva con el parasito, similar a lo observado
con helmintos, lo que sugiere una mayor susceptibilidad en cangrejos nativos debido a
su interacciéon continua con el parasito.

Este estudio demuestra que hay reduccion y/o perdida de macroparasitos en
Carcinus spp., mientras que la diversidad de microparasitos en este cangrejo invasor es
mayor que en las especies nativas examinadas, aunque estas diferencias no alcanzan
significancia estadistica. Se plantea que los microparasitos podrian ser mas facilmente
adquiridos en regiones invadidas o tener una mayor probabilidad de ser transportados
junto con hospedadores introducidos que los macroparasitos, posiblemente debido a las
caracteristicas de sus ciclos de vida y su adaptabilidad a ambientes nuevos o con
diferentes condiciones ecolégicas. A pesar de presentar una mayor riqueza de
microparasitos, el cangrejo invasor exhibié una diversidad reducida de simbiontes en
comparacion con su area de distribucién de origen, sugiriendo una posible disminucion
0 escape de parasitos en el nuevo entorno invadido. Este trabajo pionero subraya la
importancia de la histologia como una herramienta esencial para comprender la ecologia
y la dindmica de las poblaciones de cangrejos. Ademas, establece una base para futuras
investigaciones en la region, sugiriendo que la histologia podria ser una herramienta
valiosa para estudios posteriores sobre la salud y la ecologia de los cangrejos en América
Latina.

La deteccidon de nuevos patdégenos en Carcinus spp. plantea interrogantes sobre
su impacto potencial en los ecosistemas costeros y en las poblaciones nativas.
Especificamente, la presencia del microsporidio A. carcini y otras infecciones virales y
bacterianas sugiere la necesidad de evaluar la susceptibilidad a las enfermedades entre
diferentes especies de cangrejos.

Las complejas interacciones entre hospedadores y patdégenos resaltan la
necesidad de llevar a cabo investigaciones adicionales para comprender mejor estas
relaciones ecolégicas y su implicacién en la salud y la dinamica poblacional, tanto de los
cangrejos invasores como de las especies nativas. Esto incluye estudios para comprender
mejor la relacion ecoldgica entre estos simbiontes y sus hospedadores, las caracteristicas
distintivas de la composicién y abundancia de simbiontes en todas las estaciones y

habitats, y como difieren en todo el rango geografico del cangrejo verde invasor.

136

Tesis Doctoral Lic. Antonella Cecilia Frizzera



Conclusiones

La expansion del rango de distribucién de los cangrejos verdes hacia el norte de
la Patagonia plantea preocupaciones sobre el posible impacto en las especies nativas y
en la industria pesquera. La presencia de la especie invasora Ca. aestuarii confirmada
en la presente tesis, junto con la ya establecida Ca. maenas y posibles hibridos, agrega
complejidad al problema. La falta de informacidon sobre la ruta de introduccion y la
posible hibridacién subraya la necesidad de una investigacion mas detallada. La
oportunidad de estudiar la dinamica de esta invasion y los aspectos patolégicos
asociados con Ca. aestuarii es crucial para comprender y gestionar adecuadamente esta
situacion. La evaluacion del riesgo de transmision de patoégenos y la investigacion sobre
el perfil patolégico de Ca. aestuarii son areas que requieren mayor atencién y estudio.

Es importante comprender las interacciones entre los cangrejos invasores y las
especies nativas, asi como la necesidad de abordar las implicaciones ecolégicas y de
salud asociadas con la introduccién de nuevas especies y patégenos en los ecosistemas

costeros.
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Apéndice |

PatOgenos, parasitos y especies comensales que se han observado en simbiosis con los cangrejos verdes

Carcinus spp. entre los afios 1800 y 2024.

Hospedador Simbionte Grupo de Area de Referencias
Carcinus spp. parasito distribucién
Carcinus Virus-like virus nativa Vago (1966)
maenas
Carcinus Virus-like éreano Y irus nativa Chassard-Bouchaud etal.
maenas ! 8 viru v (1976), Bonami (1976)
. Bojko et al.(2018); Bonami
Carcinus nativa e (1976); Johnson (1983); Stentiford
Nudivirus (CmNV) virus invadida e i
maenas . & Feist (2005); Bateman et
(Canadd) al.(2021)
. N Johnson (1983); Bang (1971); Bang
Carcinus Enfermedjad h?lrgnoa'topemca virus nativa (1974) Hoover (1976); Hoover &
maenas (virus ‘Bang) Bang (1976); Hoover & Bang (1978)
Carcinus Buyanvirus virus nativa Bojko et al. (2019)
maenas
Carcinus Mininucleovirus virus nativa Subramaniam et al. (2020)
maenas
nativa e
Carcin Virus en forma de virus invadida
arcinus bastén (RV-CM) (también (EEUU) Bazin et al. (1974), Johnson (1988)
maenas : .
conocido como virus B)
. Mari & Bonami (1986); (19884, b);
Carcinus . - . . L. .
. Virus Retroviridae virus nativa Montanié et al. (1993a); Mari &
aestuarii .
Bonami (1987)
Carcinus Buyanvirus virus nativa Bang (1971); (1974);
aestuarii 24 Hoover & Bang (1978)
Carcmuf Virus baciliforme Tau. virus nativa Pappalardo & Bonami (1979);
aestuarii (1986)
Carcmuf Virus Parvoviridae virus nativa Mari & Bonami (1988a)
aestuarii
Carcinus Infeccién bacteriana no - invadida .
maenas identificada bacterias (EEUU) Spindler-Barth (1976)
. nativa e . .
Carcinus Enfermedad necrética negra desconocido invadida Perkins (1967); Comely & Ansell
maenas . (1989a)
(Canada)
. . nativa e .
Carcinus Enfermedad lechosa (varias . . . Bojko et al. (2018), Eddy et al.
. bacterias invadida
maenas bacterias) p (2007)
(Canada)
Carcmuf Rickettsia-like bacteria nativa Bonami & Pappalardo (1980)
aestuarii
Carcmuf Enterococcus faecalis bacteria nativa Pappalardo & Boemare (1982)
aestuarii
Carcinus Levadura- like hongo nativa Davies et al. (2020b)
maenas
Carcinus . . . p
maenas Arudinula sp. desconocido nativa Léger &Duboscq (1905)
Carcinus Abelspora portucalensis microsporidio nativa Azevedo (1987)
maenas
Carcinus . nativa e Bojko etal. (2018) Vivares &
maenas Ameson pulvis (= Nosema . s . . A
. . microsporidio invadida Sprague (1979); Vivareés etal.
Carcinus pulvis) Canads 1976
aestuarii (Canada) ( )
Carcinus Thelohania maenadis microsporidio nativa Vivares & Cuq (1981)
maenas
C:IZCQIZZ; Nematopsis portunidarum apicomplejo nativa Sprague & Couch (1971)
Carcinus . . - . .
maenas Myxosporidia sp. microsporidio nativa Cuénot (1895)
Carcinus Nosema spelotremae (en microsporidio -
maenas Microphallus similis) hiperparasito nativa Sprague & Couch (1971)
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0805
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0190
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0130
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0465
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0725
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0725
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0465
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0435
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0440
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0440
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0430
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0745
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0470
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0705
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0570
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0220
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0220
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0315
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0315
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0505
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0035
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0825
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0825
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0820
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0710
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0260
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0710
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Carcinus L . o . Bojko et al. (2018), Stentiford et
Nadelspora carcini microsporidio nativa
maenas al.(2013a)
Carcinus .. . o invadida .
maenas Parahepatospora carcini microsporidio (Canad4) Bojko et al. (2017a)
Carcmu§ Ormieresia carcini microsporidio nativa Vivares et al. (1977)
aestuarii
nativa e
Carcinus - . . . . Bojko etal. (2018); Hamilton et al.
maenas Hematodinium perezi dinoflagelado 1nvad1d,a (2009); Stentiford & Feist (2005)
(Canada)
Carcinus Hapl idi littorali hapl i - Stentiford et al. (2004); Stentiford
maenas aplosporidium littoralis aplosporidio nativa et al.(2013b).
Carcinus Haplosporidium carcini haplosporidio nativa Davies et al. (2020a)
maenas
Carcinus Haplosporidium cranc haplosporidio nativa Davies et al. (2020a)
maenas
Carcinus nativa e .
maenas Neoparamoeba sp. Ameba invasiva Bojko et al. (2018)
Carcinus .. - .
maenas Anophrys maggii ciliado nativa Couch (1983)
Carcinus Foettingeria sp. ciliado nativa Chatton & Lwoff (1935)
maenas
Carcinus Foliculina viridis ciliado nativa
maenas
Carcinus Gymnodinioides inkystans ciliado nativa
maenas
Carcinus Phtorophrya insidiosa Hlper.p_arasno nativa Sprague & Couch (1971)
maenas ciliado
. Hiperparasito .
Carcinus menas Phtorophrya fallax ciliado nativa
Carcinus . . - .
maenas Synophrya hipertrophica ciliado nativa
Carcinus Zoothamnium hidrobiae ciliado nativa Crothers (1968)
maenas
Crgzcel:gj Aggregata eberthi apicomplejo nativa Porchet-Henneré & Richard (1970)
Carcinus Fecampia erythrocephala platelelminto nativa Kuris et al. (2002)
maenas
Carcinus Cercaria esmasculans trematode nativa James (1969)
maenas
Carcinus Distomum sp. trematode nativa von Linstow (1878)
maenas
Carcinus Maritrema subdolum trematode nativa Deblock & Stam (1960); Deblock
maenas (1975)
Carcinus Levinseniella carcinidis trematode nativa Rankin (1939)
maenas
Carcinus Megalophallus carcini trematode nativa Prévot & Deblock (1970)
maenas
Carcinus Maritrema portucalensis trematode nativa Pina et al. (2011)
maenas
Carcinus Microphallus bittii trematode nativa Prévot & Deblock (1970)
maenas
C:,ZCQIZZ_j Microphallus primas trematode nativa Deblock & Tran Van Ky (1966)
Carci nativa e Stunkard (1956);Bojko et al.
:Izcel:gz Microphallus similis trematode inavsora (2018); Deblock & Tran Van Ky
(EEUU) (1966)
Carcinus Renicola (=Cf3rcar1a) trematode nativa James (1969)
maenas roscovita
Carcinus Callzol?qthrzum cestode nativa Monticelli (1890)
maenas ventricillatum
Carcinus . - .
maenas Eutetrarhynchus ruficollis cestode nativa Vivares (1971)
Carcinus Larvas tetrafilideas cestode nativa Vivares (1971)
maenas
Carcinus Ascarophis morrhuae nematode nativo Petter (1970)
maenas
Carcinus Enoplus comunis nematode nativa Frith (1976)
maenas
Carcinus I . .
maenas Filaria sp. nematode nativa von Linstow (1878)
Carcinus Monhystera disjuncta nematode nativa Vranken et al. (1991)
maenas
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0395
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0725
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0720
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0195
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0255
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0485
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0455
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0830
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#bib883
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0605
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0590
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0605
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0280
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#bib882
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0280
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0280
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0455
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0555
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0815
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0815
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0575
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0360
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0830
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022201120301889#b0840
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Cfi;‘;:;‘: Proleptus robustus nematode nativa
e Zetlmeisl et al. (2011)
arcinus Proleptus obtusus nematode nativa

maenas
Carcinus Viscosia glabra nematodoe nativa Austen & Widdicombe (1998)
maenas
Carcinus Carcinonemertes . . Crothers (1968); Comely & Ansell

. " nemertino Nativa

maenas carcinophila (1989b)
Carcinus . L . invadida .

maenas Carcinonemertes epialti nemertino (EEUU) Torchin et al. (1996)
Carcinus Profilicollis (=Polymorphus) acantocéfalo .natiV§1 e Liat & Pike (1980, Bojko et al.
maenas botulus invadida (2018)
Carcinus Janua pagenstecheri gusano nativa Crothers (1966)
maenas poliqueto
Carcinus Pomatoceros triqueter gusano nativa Crothers (1968)
maenas poliqueto
Carcinus Spirorbis tridentatus gusano nativa Crothers (1966)
maenas poliqueto
Carcinus Alcyonidium sp. briozoo nativa Richard1 (1899)
maenas
Carcinus Electra pilosa briozoo nativa McIntosh (1865)
maenas
Carcinus Triticella korenii briozoo nativa Duerden (1893)
maenas
Carcinus Balanus balanus percebe nativa Hartnoll (1963)
maenas
Carcinus Balanus crenatus percebe nativa Richard (1899); Heath (1976)
maenas
Carcinus Chelonibia patula percebe nativa Richard (1899)
maenas
Carcinus Chirona hameri percebe nativa Richard (1899)
maenas
Carcinus Elminio modesto percebe nativa Crothers (1966), Heath (1976)
maenas

Carcinus

maenas Sacculina carcini c.rustz?ceo nativa Boschma (1972); @ksnebjerg (2000)
Carcinus rizocéfalo

aestuarii
Carcinus Veruca stroemia percebe nativa Richard (1899)
maenas
Carcinus Heterolaophonte stroemii copépodo nativa Apéstolov (2014)
maenas
Carcinus . . ie i

maenas Portunion maenadis isépodo nativa Bourdon (1963)
Carcinus Priapion fraissei isépodo nativa Goudswaard (1985); Choy (1987)
maenas
Carcinus Mytilus edulis mejilléon nativa Giard & Bonnier (1887)
maenas
Carcinus Ascidiella scabra tunicado nativa Crothers (1966)
maenas
Carcinus Botrylloides leachi tunicado nativa Crothers (1966)
maenas
Carcinus Botryllus schlosseri tunicado nativa Crothers (1966)
maenas
Carcinus Molgula manhattensis tunicado nativa Crothers (1966)
maenas
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