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Resumen

Los piojos de la familia Echinophthiriidae (Phthiraptera: Anoplura) son ectoparésitos
obligados y permanentes de pinnipedos y la nutria de rio del Norte (Lontra canadensis).
Entre los piojos de esta familia, los del género Antarctophthirus parasitan a una gran
variedad de hospedadores, incluyendo a los lobos marinos de uno y dos pelos, las focas y
la morsa. Siendo especies de origen terrestre, sus adaptaciones morfoldgicas, ecoldgicas
y comportamentales les han permitido desarrollarse en hospedadores de vida anfibia. Son,
ademas, los unicos insectos que han colonizado con éxito el medio marino. Sin embargo,
presentan la limitacion de que sus huevos no sobreviven bajo el agua, por lo que so6lo
pueden reproducirse cuando su hospedador permanece en tierra el tiempo suficiente. En
consecuencia, las generaciones de piojos por afio estan limitadas por los patrones de
entrada y salida del agua del hospedador. El objetivo principal de la presente Tesis fue
estudiar la ecologia parasitaria de tres especies de piojos presentes en focas asociadas a
los bandejones de hielo en la Peninsula Antértica. Para el abordaje del estudio de los
pardmetros de infestacion, i.e. prevalencia (P), abundancia media (AM) e intensidad
media (IM), se trabajo con las tres especies por separado. La prevalencia para las focas
leopardo (Hydrurga leptonyx, FL) fue la mas baja (P=14%) comparada con la foca
cangrejera (Lobodon carcinophaga, FC) (P=50%) y la foca de Weddell (Leptonychotes
weddellii, FW) (P=53,7%) y esto podria estar relacionado con el habito solitario de las
focas leopardo. Dada la baja prevalencia en las focas leopardo, los datos no pudieron ser
modelados, pero se pudo estimar los parametros de infestacion, contando con datos de 50
focas leopardo y sus piojos (A. ogmorhini). La P fue mayor en machos que en hembras
(15,8% vs 8,3). Mientras que la IM y AM fue mayor en hembras que machos, pero sélo
se encontr6 una hembra con 48 piojos. Respecto a la clase de edad los juveniles
presentaron mayor prevalencia (33,3% vs 12,8%) e IM (26,0 vs 14,0) que los adultos,
aunque sélo se encontrd un juvenil con 26 piojos. Para modelar los parametros de
infestacion en funcion del sexo y la clase de edad del hospedador y la variacion anual y
analizar las estrategias reproductivas de los piojos, se trabajé con datos de 5 afios de
muestreo, analizando 54 focas cangrejeras con sus respectivos piojos (A. lobodontis), y
54 focas de Weddell con sus piojos (A. carlinii). En FC y FW el sexo no afecta la P ni la
AM. Mientras que la clase de edad si es un factor determinante en la transmision de
piojos, siendo los juveniles los que presentan mayor P y AM que los adultos,
probablemente debido al comportamiento de forrajeo y patrones de ingreso y salida del
agua de los juveniles. A su vez, el 20,37% de las FC, tenian huevos potencialmente



viables, los tres estadios ninfales (N1, N2, N3) y adultos (P 50%, AM 81,7). En las FW
se encontraron N3 y adultos (P 54%, AM 3,1), mientras que en las FL se encontraron
todos los estadios (P 14%, AM 2,2). Estos resultados sugieren que A. lobodontis realizaria
puestas de huevos que podrian resultar viables, lo cual no sucede en las otras dos especies.
La transmision de A. carlinii seria principalmente de piojos adultos debiendo completar
una generacion en poco tiempo, al menos durante la temporada de muda. No se pudieron
establecer patrones de transmision de A. ogmorhini debido a los bajos valores
encontrados. Estas estrategias reproductivas demuestran que la dinamica de las
poblaciones de piojos estd determinada por el comportamiento de las focas,
principalmente por los patrones de buceo y de entrada y salida del agua durante su ciclo
de vida. Ademas, son evidencia del estrecho mecanismo de co-adaptacion y co-evolucion
entre los piojos de la familia Echinophthiriidae y las focas antarticas. A futuro, se pretende
estudiar experimentalmente el ciclo de vida de estas especies de piojos, para caracterizar
las estrategias reproductivas que utilizan para garantizar su éxito reproductivo. Los
resultados obtenidos a partir del andlisis de la condicion corporal, mostraron que existe
una relacion entre el recuento total de leucocitos y la presencia de piojos, siendo las
especies con mayores prevalencias (focas cangrejera y Weddell) las que tuvieron un
mayor nimero de leucocitos en 10 campos. Ademas, los individuos que tenian piojos
mostraron una mayor proporcion de linfocitos que los que no tenian. En el recuento
diferencial de leucocitos se observo un predominio de los neutrofilos seguido de los
linfocitos en las tres especies. Los resultados muestran un menor estrés (menor valor de
Neutréfilos/Linfocitos, N/L) en las focas muestreadas los primeros afios en comparacion
con las focas muestreadas los ultimos afios 2019 y 2020 y esto podria estar asociado a un
mecanismo de respuesta ante los factores estresantes del ambiente, tales como presencia
de patdgenos, contaminantes, cambios en las condiciones ambientales y/o el efecto de la
actividad antropogénica. Dadas las limitaciones que implican el acceso y la toma de
muestras en ambientes antarticos, y la manipulacion de individuos de gran tamafio como
las especies estudiadas, los resultados aqui obtenidos pretenden brindar informacion de
base sobre estas asociaciones parasito-hospedador de las que poco se conoce. En este
sentido la informacion presentada en esta Tesis contribuye no solo con el conocimiento
de estas asociaciones ecologicas entre focas y piojos, sino que también brinda una linea
de base del estado sanitario de estos tres pinnipedos antarticos, que por ser predadores de
niveles troficos altos se consideran buenos centinelas del estado de salud del ecosistema
antartico. Ademas, por ser especies longevas, con ciclos de reproduccion lentos son



mucho mas vulnerables que otras especies a perturbaciones ambientales, tales como como
la alteracion del habitat, disponibilidad de presas y efectos antrpicos entre otros. Los
resultados de esta Tesis refuerzan la importancia de los monitoreos a largo plazo de la
salud de estas focas dependientes del hielo marino en la Peninsula Antartica resultan
esenciales, dado que esta region esta experimentando un cambio ambiental sin
precedentes.

Palabras clave: Antartida, Echinophthiriidae, ecologia parasitaria, condicion corporal,

focas, parametros de infestacion, piojos



Abstract

Lice from the family Echinophthiriidae (Phthiraptera: Anoplura) are obligate and
permanent ectoparasites from pinnipeds and the river otter (Lontra canadensis). Among
them, Antarctophthirus lice specifically parasitize a great variety of hosts, including sea
lions, fur seals, true seals, and walrus. They are terrestrial-origin species that developed
morphological, ecological, and behavioral adaptations to thrive in amphibian life hosts.
They have become the only insects to colonize the deep waters. However, the main
restriction is related to the fact that their eggs do not survive underwater, so lice
reproduction can only occur when hosts remain on land for enough time. Reproductive
events and the number of lice generations per year, consequently, are constrained by the
haul-out behavior of their host. The main objective of this thesis was to study the parasitic
ecology of three lice species associated with pack ice seals in the Antarctic Peninsula.
Infestation parameters, i.e. prevalence (P), mean abundance (MA), and mean intensity
(MI), were studied for each seal specie. The prevalence for leopard seals (Hydrurga
leptonyx, LS) was the lowest (P=14%) compared to crabeater seals (Lobodon
carcinophaga, CS) (P=50%) and Weddell seals (Leptonychotes weddellii, WS)
(P=53.7%) and this could be related to the leopard seal solitary habits. Given the low
prevalence of leopard seals, the data could not be modeled. Even though infestation
parameters were estimated based on data from 50 leopard seals and their lice (A.
ogmorhini). The P was higher in males than in females (15.8% vs 8.3). While the MI and
MA were higher in females than males, a single female carrying 48 lice was found.
Regarding the age class, juveniles presented a higher prevalence (33.3% vs 12.8%) and
MI (26.0 vs 14.0) than adults, although a single juvenile carrying 26 lice was found. To
model the infestation parameters based on the sex and age class of the host and the annual
variation and to analyze the reproductive strategies of the lice, data from 5 years were
used. Analyzing 54 crabeater seals with their respective lice (A. lobodontis), and 54
Weddell seals with their lice (A. carlinii). Sex does not affect P nor mean MA in CS and
WS. While, age class is a determining factor in lice transmission, with juveniles reaching
higher P and MA than adults do, probably due to juveniles foraging behavior and haul-
out patterns. In turn, 20.37% of the CS have potentially viable eggs, the three nymphal
stages (N1, N2, N3), and adults (P 50%, MA 81.7). In the WS, N3, and adults were found
(P 54%, MA 3.1), while in the LS all stages were found (P 14%, MA 2.2). These results
suggest that A. lobodontis would carry out egg clutches that could be viable. The

transmission of A. carlinii would be mainly from adult lice, having to complete a



generation in a short time, at least during the molting season. Transmission patterns of A.
ogmorhini could not be established given the low values found. These reproductive
strategies demonstrate that lice population dynamics are determined by seal behavior,
mainly diving and haul-out patterns during their life cycle. In addition, they are evidence
of the co-adaptation and co-evolution between lice of the family Echinophthiriidae and
Antarctic seals. In the future, it is intended to study experimentally the life cycle of these
species of lice, to characterize the reproductive strategies they use to guarantee their
reproductive success. Body condition analysis showed a relationship between the total
leukocyte count and the presence of lice, with the species with the highest prevalence (CS
and WS) having the highest number of leukocytes in 10 fields. Furthermore, individuals
carrying lice showed higher lymphocytes proportion than those who did not carry lice.
The differential leukocyte count showed a predominance of neutrophils followed by
lymphocytes in the three species. Fewer stress values (lower N/L value) were observed
in the seals sampled in the first years compared to the seals sampled in the last years 2019
and 2020. This could be associated with a response mechanism to environmental
stressors. Given the limitations implied by access and sampling in Antarctic
environments, and the handling of large individuals such as the species studied, the results
obtained here aim to provide basic information on these parasite-host associations which
is little known. In this sense, the information presented here contributes not only to the
knowledge of these ecological associations between seals and lice but also provides a
baseline of the health status of these three Antarctic pinnipeds, which, being predators of
high trophic levels, are considered good sentinels of the state of health of the Antarctic
ecosystem. In addition, as they are long-lived species, with slow reproductive cycles, they
are much more vulnerable than other species to environmental disturbances, such as
habitat alteration, prey availability, and anthropic effects. Therefore, long-term
monitoring studies of the health of these sea ice-dependent seals in the Antarctic
Peninsula are essential, given that this region is experiencing unprecedented

environmental change.

Key Words: Antarctica, Body condition, Echinophthiriidae, Infestation parameters, Lice,

Parasitic ecology, Seals.
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Estructura de la Tesis

A continuacion, se enumeran los temas abordados en cada uno de los siete capitulos:
Capitulo I: Introduccion general y marco tedrico sobre este trabajo.
Capitulo I1: Asociacién entre focas cangrejeras (Lobodon carcinophaga) y sus piojos,
Antarctophthirus lobodontis.
Capitulo I11: Asociacion entre focas de Weddell (Leptonychotes weddelli) y sus piojos,
Antarctophthirus carlinii.
Capitulo 1V: Asociacion entre focas leopardo (Hydrurga leptonyx) y sus piojos,
Antarctophthirus ogmorhini.
Capitulo V: Estructura poblacional de los piojos A. lobodontis y A. carlinii, asi como de
las estrategias reproductivas de estos piojos.
Capitulo VI: Condicion corporal de las focas y su relacion con los parametros de
infestacion.
Capitulo VII: Conclusiones principales de la tesis y nuevos interrogantes que seran

abordados en futuros estudios.

La Antartida como sitio de estudio

La presencia humana en el continente Antértico es un acontecimiento relativamente
reciente. Desde 1904 Argentina ejerce soberania en el continente blanco, mostrando su
presencia permanente e ininterrumpida, que comenzd ocupando un observatorio
meteoroldgico, actualmente conocido como Base Orcadas. Esta Ultima es una de las 13
bases argentinas en la Peninsula Antartica (PA), algunas son permanentes y otras
temporales. Todos los trabajos de investigacion desarrollados por Argentina en Antartida
son dirigidos y coordinados por el Instituto Antartico Argentino (IAA) que fue creado en

1951, y representa la primera institucion mundial dedicada exclusivamente a estudios



cientificos  antarticos  (https://www.cancilleria.gob.ar/es/iniciativas/dna/instituto-
antartico-argentino).

El primer paso para trabajar en Antartida fue la creacion del Tratado Antartico firmado
en Washington el 1° de diciembre de 1959 por 12 paises, entre ellos Argentina. En el
mismo se establece como norma principal que se considera al continente Antartico como
un territorio consagrado a la paz y a la ciencia, en el cual solo se pueden realizar
actividades cientificas en colaboracion con el ejército. Los lineamientos principales de la
Politica Nacional Antéartica estan definidos por el Decreto 2316/90 y su objetivo principal
es el afianzamiento de los derechos argentinos de soberania en la regién. Para lo cual se
han establecido diversos convenios que apuntan a promover la proteccién del medio
ambiente antartico y sus ecosistemas dependientes y asociados.

Entre las medidas de proteccién medioambiental planteadas e inherentes a este trabajo
se encuentra la Convencion para la Conservacion de las Focas Antarticas (CCFA o
CCAYS), firmado en 1972 con el fin de establecer el protocolo de trabajo con focas
antarticas. En el mismo se acuerda que “las focas no seran sacrificadas o capturadas
dentro del area de la convencion excepto conformidad con las disposiciones de dicha
convencion”. En la actualidad solo se trabaja mediante sedacidn temporal no existiendo
capturas o sacrificios de ninguna foca.

En 1991, se firma en Madrid el Protocolo al Tratado Antartico sobre Proteccion del
Medioambiente. En este Gltimo se establecen los criterios para la evaluacion del impacto
sobre el medioambiente, la conservacion de flora y fauna antéarticas, el tratamiento y
eliminacién de residuos, la prevencion de la contaminacion marina, la proteccion y
gestidn de zonas protegidas y la responsabilidad ante emergencias ambientales. Las tareas
desarrolladas durante nuestras campafias cumplen con el Protocolo de Madrid y se

realizaron con los permisos necesarios para ingresar a la Zona Antartica Especialmente



Protegida N°134 (ZAEP N°134), Punta Cierva e Islas offshore, Costa de Danco (Fig.1.1),
Peninsula Antartica, otorgados por la Direccion Nacional del Antartico.

La PA es una de las regiones del mundo maés afectadas por el cambio climatico (IPCC
2022, Siegert et al., 2019), dado que alli el calentamiento global ha sido uno de los méas
rapidos y mayores del planeta (Barbosa et al., 2013; Coetzee & Chown, 2016; Ducklow
et al., 2013; Stammerjohn et al., 2008; Steig et al., 2009; Turner et al., 2021; Vaughan
etal., 2003). Registrandose importantes aumentos de la temperatura atmosférica y
ocedanica (Ferster et al., 2019). Estos cambios afectan la disponibilidad de hielo marino y,
en consecuencia, alteran también la disponibilidad del fitoplancton, que sirve como
alimento al krill antartico (Atkinson et al., 2004).

Por su parte, las perturbaciones antrdpicas han tenido influencias ambientales sobre la
fauna, como la escasez de recursos troficos y cambios en la aparicién y distribucion de
parasitos y patégenos (Cimino etal., 2013; Flores et al., 2012; Grimaldi et al., 2015;
Harvell et al., 2002; Jones et al., 2008; Trivelpiece et al., 2011). Estos cambios generan
ademas un claro impacto en el medio, en cuanto al aumento de los niveles del mar y la

disminucion de la cubierta de hielo marino (Learmonth et al., 2006).
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Protegida N°134 (ZAEP N°134), Costa de Danco, Peninsula Antartica. Abajo: Detalle de las

Caletas e Islas offshore y de Punta Cierva, donde se encuentra la Base Primavera.



Pinnipedos y piojos

La megafauna antértica, i.e. cetaceos y pinnipedos, esta compuesta principalmente por
especies longevas y con una reproduccion lenta, lo cual las hace vulnerables al cambio
climatico (Siniff et al., 2008). Entre los pinnipedos antarticos son cuatro las especies que
estan intimamente asociadas a los bandejones de hielo y se las conoce como “pack-ice
seals”: la foca cangrejera Lobodon carcinophaga, la foca de Weddell Leptonychotes
weddelli la foca leopardo Hydrurga leptonyx y la foca de Ross Ommatophoca rossi.

Durante las ultimas décadas, se ha observado un notable y acelerado aumento de la
temperatura en la region de la PA, lo cual ha tenido consecuencias significativas. Esta
situacion ha llevado a la pérdida masiva de plataformas de hielo y al retroceso de los
glaciares (Sahade et al., 2015). Estas focas dependen del hielo marino a lo largo de todo
su ciclo de vida, por lo cual resultan particularmente sensibles al cambio climatico (Siniff
et al., 2008). Dado que, al ser predadores topes, son el tltimo eslabdn de la cadena tréfica
antartica, resultan ser adecuados indicadores del estado del ecosistema (Cappozzo et al.,
2013). Aunque es esperable que estos cambios afecten de diferente manera a cada especie
de foca en concordancia con su historia de vida (Siniff et al., 2008).

En lo que respecta a su parasitofauna los pinnipedos son infestados por diversas
especies de parasitos, tanto endoparasitos como ectoparasitos, entre ellos los piojos del
orden Phthiraptera. Estos Gltimos son los Unicos insectos parasitos obligados vy
permanentes a lo largo de todo su ciclo de vida, viviendo como ectoparasitos en la
superficie de los hospedadores (Bush etal., 2001; Kim, 1985). La familia
Echinophthiriidae (Suborden Anoplura) incluye a las especies de piojos que infestan a los
pinnipedos y a la nutria de rio del Norte (Lontra canadensis) (Durden & Musser, 1994).
Entre los piojos de esta familia, los del género Antarctophthirus parasitan especificamente

a lobos marinos comunes, lobos de dos pelos del norte, morsas, y focas antarticas (ver



recuadro 1.1, Leonardi & Palma, 2013). Los equinoftiridos son peculiares entre los
anopluros, debido a sus adaptaciones morfoldgicas, fisiologicas, comportamentales y
ecologicas a la vida anfibia de sus hospedadores (Kim, 1971; Mehlhorn et al., 2002;
Murray, 1976), siendo uno de los pocos insectos capaces de adaptarse al medio marino
(Leidenberger et al., 2007). El ciclo de vida de los piojos comprende los estadios de:
huevo, ninfa (tres estadios) y adulto (macho o hembra), dura aproximadamente 17 a 28
dias (Fig. 1.2), aunque en climas mas calidos son ciclos mas cortos (Kim, 1975; Murray

et al., 1965; Murray & Nicholls, 1965).

Recuadro 1.1- Clasificacion sistematica de los piojos del género Antarctophthirus y
sus hospedadores pinnipedos.

Clase: Insecta

Orden: Phthiraptera
Suborden: Anoplura
Familia: Echinophthiriidae

Geéneros™:

Antarctophthirus

A. callorhini (Otaria flavescens-lobo fino del norte)

A. lobodontis (Lobodon carcinophaga-foca cangrejera)

A. mawsoni (Ommatophoca rossi-foca de Ross)

A. microchir (Phocarctos hookeri-lobo marino de Nueva Zelanda; Neophoca cinérea-
lobo marino de Australia; Eumetopias jubatus-lobo marino de Steller; Zalophus
californianus-lobo marino de California; Otaria flavescens-lobo marino comun o de un
pelo; Arctocephalus spp-lobos s finos o de dos pelos; Callorhinus ursinus-lobo fino del

norte)



A. ogmorhini (Leptonychotes weddelli-foca de Weddell)

A. trichechi (Odobenus rosmarus-morsa)

* Entre paréntesis figura el o los hospedadores

La transmision vertical parece ser la principal via de contagio en los equinoftiridos
(Murray et al. 1965; Leonardi et al. 2013; Soto et al. 2022). La transmision vertical
implica el movimiento de los piojos de la madre a su descendencia, mientras que la
transmision horizontal ocurre entre hermanos o durante el apareamiento (de Brooke
2010). Las etapas de desarrollo y el sexo de los piojos que se transmiten dependen de la
situacion de compromiso (del inglés trade-off) que experimenta cada etapa que, a su vez,
estan vinculadas a la biologia y el comportamiento del hospedador.

Uno de los mayores desafios que deben afrontar estos parasitos es completar su ciclo
de vida y optimizar el nimero de generaciones en un periodo de tiempo corto, que ocurre
principalmente durante la época de muda o reproduccion de sus hospedadores. Estas
caracteristicas son la evidencia de un largo proceso evolutivo que comenz6 cuando los
antepasados de los pinnipedos ingresaron en el océano (Kim, 1975). Resultando asi en un
estrecho mecanismo de coevolucién y coadaptacion entre piojos y focas.

Particularmente entre las caracteristicas morfoldgicas méas importantes de los piojos
anopluros de ésta familia se destacan la presencia de escamas, espiraculos con un sistema
exclusivo de cierre y cuticula o exoesqueleto de espesor reducido lo que permitiria el
intercambio gaseoso (Kim, 1985; Leonardi etal., 2021; Mehlhorn etal., 2002). Las
escamas estan ausentes en las ninfas 1 (N1) (Kim, 1975; Leonardi etal., 2012) y
aumentan de densidad y tamafio durante el desarrollo de las ninfas (N2 y N3) (Kim, 1971,
Leonardi et al., 2012; Mehlhorn et al., 2002; Murray, 1976). La funcion de las escamas
estaria asociada con la supervivencia bajo el agua (Aznar etal., 2009; Kim, 1975;

Leonardi et al., 2013). Segin Murray (Murray, 1976) las escamas servirian para proteger
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la cuticula de dafios mecanicos y contra la desecacion, mientras que para Hinton (Hinton,
1976) actuarian como un plastron que retiene el aire y permite la respiracion bajo el agua.
No obstante, aun no existe evidencia suficiente que determine la funcién especifica de las
escamas (Leonardi et al., 2021).

La interaccion parasito-hospedador resulta un modelo bioldgico ideal al momento de
estudiar los diversos procesos ecoldgicos (de Meeds et al., 1998). Es por eso que, en este
contexto, se pretende realizar un analisis ecoldgico de los piojos paréasitos de focidos para,
a largo plazo, evaluar su rol como indicadores del estrés ambiental y de la historia de vida
de sus hospedadores (Lafferty, 1997; Lafferty et al., 2008; Marcogliese & Cone, 1997).

Los paréasitos son buenos indicadores del estrés ambiental, de la estructura de las redes
troficas y de la biodiversidad (Lafferty 1997, Lafferty et al. 2008). A su vez, el estudio
comparativo de especies filogenéticamente relacionadas, parasitando diferentes taxa de
hospedadores, permite determinar los factores que modelan las especializaciones
ecologicas, los mecanismos de especiacion y la diversificacion (de Meeds et al., 1998).

Ademas, por el hecho de ser ectoparasitos obligados y permanentes, con una alta
especificidad por su hospedador y relativamente féciles de colectar, los piojos son el
modelo ideal para inferir la historia poblacional de sus hospedadores, dado que su historia
de vida y evolutiva se encuentran intimamente asociadas a la de su hospedador

(Whiteman & Parker, 2005).



Fig. 1.2 Ciclo de vida de un piojo de la familia Echinophthiriidae, que comienza con huevo que
hacia la derecha eclosiona a ninfa 1, ésta crece desarrollando espinas y escamas para dar una ninfa
2 que crece a ninfa 3 desarrollando escamas y espinas mas densas, para dar finalmente el adulto,

en este caso una hembra.

El sistema en estudio
1-Hospedador-Parasito: Lobodon carcinophaga - Antarctophthirus lobodontis

Las focas cangrejeras suelen dispersarse por una vasta area antartica, ocupando uno de
los habitats mas remotos y son, en consecuencia, dificiles de estudiar (Laws et al., 2003).
En lo que refiere a la dieta, son depredadores especialistas, consumen casi exclusivamente
krill, Euphausia superba (Adam, 2005; Siniff et al., 2008). La reproduccién ocurre entre
los meses de octubre y diciembre, registrandose el maximo de nacimientos a mediados
de octubre (Southwell et al., 2003; Southwell, 2004). Se caracterizan por formar grupos
familiares constituidos por un macho, una hembra y un cachorro (Bengston, 2009).

Después de parir, la hembra amamanta al cachorro de 2 a 3 semanas. Luego del destete,
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el macho y la hembra permanecen juntos por 1 o 2 semanas mas (Bengston, 2009;
Shaughnessy & Kerry, 1989). El estro, la ovulacion y la concepcion se producen
aproximadamente 4 dias después del destete (Laws et al., 2003). Finalizada la temporada
reproductiva, es comun ver estas focas congregadas en decenas de animales sobre los
bandejones de hielo, comportamiento que estaria asociado a las migraciones y/o al
forrajeo (Bengston, 2009). En cuanto a la ectoparasitologia, estan asociadas con el piojo
anopluro Antarctophthirus lobodontis, exclusivo de esta especie de focas (Dailey &
Brownell, 1972). Se han registrado altas prevalencias e intensidades de A. lobodontis en
eventos de mortalidad masiva de focas (Harder et al., 1991).
2-Hospedador-Parasito: Leptonychotes weddelli- Antarctophthirus carlinii

Las focas de Weddell también estdn ampliamente distribuidas en el continente antartico
(Huckstadt, 2014). Es la Unica especie de pinnipedo que habita en el hielo marino durante
todo el afio (Burns & Kooyman, 2001). Dado que tienen la capacidad de generar orificios
en el mar congelado, pueden ocupar los sectores mas inhdspitos del hielo marino, es decir,
aquellos que se unen a la costa (Thomas & Terhune, 2009). La reproduccion de las focas
ocurre durante la primavera, ocurriendo los nacimientos desde fines de septiembre hasta
principios de noviembre. En general, los partos ocurren en grupos de hasta 50 hembras
con sus respectivas crias. El periodo de amamantamiento es de 7 a 8 semanas y durante
éste la hembra no se alimenta. Luego del destete, se produce la cépula, y madre y cria
parten en viaje de alimentacion tan pronto el campo de hielo comienza a derretirse
(Thomas & Terhune, 2009). Esta especie esta infectada con Antarctophthirus carlinii, la
especie de la que se cuenta con mayor informacion (Leonardi et al., 2014). Estudios
previos observaron que s6lo las crias pasan suficiente tiempo en tierra (aproximadamente
cuarenta dias) para que se reproduzcan sus piojos; con un tiempo generacional de 3 a 4

semanas, A. carlinii produciria dos generaciones anuales. Las infestaciones se propagan
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unicamente de las hembras a sus crias por la transferencia de piojos adultos, y son
frecuentes y abundantes en crias de 1 afio de edad y en focas inmaduras (Murray et al.,
1965). Los piojos usualmente se limitan a las aletas posteriores y delanteras, aunque los
orificios anales y peneanos de los machos también pueden estar infestados, y
ocasionalmente las axilas de las aletas delanteras. La adaptacion fisioldgica principal de
A. carlini para la supervivencia es la habilidad para volverse activa y reproducirse entre
5y -15°C. Los huevos pueden desarrollarse y eclosionar a temperaturas constantes tan
bajas que oscilan entre 0 y -4°C (Murray et al., 1965).
3-Hospedador-Parasito: Hydrurga leptonyx- Antarctophthirus ogmorhini

La foca leopardo es una especie de habitos solitarios, intimamente asociada al hielo
marino (Southwell et al., 2003). Las hembras son de mayor tamarfio que los machos y la
especie es considerada una importante depredadora del ecosistema antartico, dado que su
dieta puede incluir krill, peces, aves, e incluso crias de otras focas (Rogers, 2009;
Southwell et al., 2012). Debido a que no tiene que volver a los bandejones de hielo para
reproducirse, puede evitar la falta de alimentos durante el invierno dispersandose hacia el
norte (van der Linde et al., 2022). De acuerdo a la escasa informacion disponible, los
nacimientos ocurririan desde finales de octubre hasta mediados de noviembre y la
lactancia se prolongaria por cuatro semanas (Southwell et al., 2003). La copula ocurre
bajo el agua luego del destete, el cual se cree tendria una duracion de alrededor de 4
semanas. Durante la temporada reproductiva, madre y cria permanecen sobre los
témpanos en forma solitaria (Rogers, 2009). Esta especie estd parasitada por
Antarctophthirus ogmorhini (Enderlein, 1906); es poco lo que se conoce sobre su biologia

y comportamiento.
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Objetivo general

Estudiar la ecologia parasitaria de tres especies de piojos (Anoplura: Echinophthiriidae),
presentes en focas (Carnivora: Phociidae) asociadas a bandejones de hielo en la Peninsula
Antartica. El sistema de estudio propuesto esta formado por tres especies de focas: foca
cangrejera; foca de Weddell; foca leopardo y sus respectivos piojos: Antarctophthirus
lobodontis; Antarctophthirus carlinii; Antarctophthirus ogmorhini.

Objetivos especificos

1- Determinar los pardmetros de infestacion, i.e., abundancia, prevalencia e intensidad
media, de cada una de las especies de piojos en sus respectivos hospedadores.

2- Analizar las posibles variaciones interanuales, comparando los parametros de
infestacion y la estructura poblacional de cada una de las especies de piojos.

3- Modelar los factores ambientales asociados al hospedador (clase de edad, sexo,
variacion anual) que determinarian los parametros de infestacion en las focas.

4- Evaluar la relacién entre la condicion corporal del hospedador y los parametros de
infestacion.

Predicciones e hipotesis

1- Hipotesis sobre la dindmica poblacional de cada especie de piojo: los parametros de
abundancia, prevalencia e intensidad media son mas altos cuanto mayor es el grado de
sociabilidad de sus hospedadores ya que a mayor sociabilidad del hospedador, mayor sera
la infestacidn por piojos por contacto entre las focas.

Prediccion 1: los parametros de infestacién seran mayores en las especies de focidos de
habitos sociales, tales como la foca cangrejera y en cierta medida la de Weddell, y

menores en la foca leopardo.
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2- Hipotesis sobre el ciclo reproductivo: el proceso de reproduccion se ve limitado por el
corto tiempo que pasan los hospedadores en tierra, por lo que optimizarian el numero de
generaciones en este periodo.
Prediccion 2: se espera encontrar una proporcion de sexos distinta de 1:1, con una mayor
puesta de hembras, que incrementaria el éxito reproductivo en cada especie parasita.
3- Hipdtesis sobre la condicion corporal: existe una correlacion negativa entre la
condicion corporal del hospedador y los valores de los pardametros de infeccion; los
hospedadores con mayor prevalencia e intensidad seran los que presenten una condicion
corporal desfavorable ya que una mayor cantidad de piojos alimentandose de su
hospedador conllevaria un gasto energético.
Prediccion 3: La menor condicion corporal de focas con mayores valores en los
parametros de infestacion se vera reflejado en valores bajos de glébulos rojos y
hemoglobina.
Metodologia general

Se realizaron 5 camparias antarticas de verano, los afios 2014, 2015, 2016, 2019 y 2020.
La técnica de muestreo consistié en recorrer diariamente las principales caletas (Cierva,
Santuchi y Escondida) en busca de focas sobre bandejones de hielo o bien en las costas
libres de hielo. Para la obtencion de muestras se procedié a la inmovilizacion de los
animales con una dosis de entre 0,8 y 1mg/kg de Clorhidrato de Tiletamina y Clorhidrato
de Zolazepam conocido comercialmente como Zoletil® (Wheatley et al., 2006). Cuando
el animal se encontraba sedado, se recolectaron los ectoparasitos con un peine plastico de
dientes finos. Las focas se peinaron hasta que no se colectaron mas piojos y, una vez
finalizado el procedimiento, se guardaron los peines utilizados en bolsas tipo Ziploc©
con etanol 96% para conservar los ejemplares hasta su analisis en el laboratorio

(Leonardi, 2014).
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Adicionalmente en todos los casos se registro la especie de hospedador, el sexo y se
determind la clase de edad. Las focas se midieron y pesaron y se les tomé una muestra de
20 ml de sangre (Fig.1.3). Si bien se tomaron medidas morfométricas y de peso no fue

posible utilizar esos datos para esta Tesis.

Fig. 1.3 Resumen de la metodologia: figura central que muestra el pesaje de las focas, utilizando
tripode, camilla y balanza digital. A la derecha toma de muestra de sangre. A la izquierda

recoleccion de piojos de las aletas traseras con peine de piojos pléstico.

Para la determinacion de los pardametros de infestacion se siguieron las definiciones

propuestas por Bush y colaboradores (Bush et al., 1997):

Prevalencia

Dada la definicién de prevalencia como la proporcion de hospedadores infestados en
la poblacién (Bush et al., 1997), este parametro se modelé como la probabilidad de que
un hospedador presente piojos. Siguiendo esta légica, la prevalencia es el parametro de

éxito para cada ensayo individual siguiendo una distribucion de Bernoulli como:
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yi ~ Bernoulli (p)
donde yi es una variable aleatoria que toma valores de 1 si el i-ésimo individuo esta
infestado o 0O si el individuo no esta infestado y p es el parametro de éxito (es decir, la
prevalencia). Investigamos el efecto del sexo y la clase de edad del hospedador y la
variacion anual. El efecto de la variacion anual se incluyo en el modelo como variacién
de la prevalencia a lo largo de los afios en que se realizo el estudio. Por lo tanto, la
prevalencia se model6 utilizando modelos con una transformacién de funcién de enlace
logit:
In pl-p =pX

donde p es la prevalencia, X es la matriz de disefio del modelo lineal y B es un vector de

parametros a estimar.

Abundancia media

La abundancia media es el nimero medio de parasitos por hospedador, considerando
hospedadores infestados y no infestados (Bush et al., 1997). Por lo tanto, para modelar
datos individuales, una distribucion de Poisson es generalmente la primera y méas simple
opcion. Sin embargo, debido a la sobredispersion de los datos, se decidio utilizar la
distribucién binomial negativa para los modelos estimando los principales efectos sobre
la abundancia media (Lindén & Méntyniemi, 2011). También se investigo el efecto del
sexo Y la clase de edad del hospedador, asi como la variacion anual de la abundancia
media utilizando modelos lineales generalizados a partir de una transformacion de
funcién de enlace logaritmico:

In =aX

donde A es la abundancia media, X es el disefio del modelo lineal matriz, y o es un vector
de parametros a estimar.
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Intensidad media

Dada la definicién de intensidad media como el nimero medio de parasitos por
hospedador, considerando solo los infestados en la poblacion y siendo que la abundancia
media es equivalente a la intensidad media multiplicada por la prevalencia (Bush et al.,
1997), para la construccién de los modelos se trabajo con abundancia media y

prevalencia.

Estimacion de parametros y seleccion de modelos

A partir de una combinacion del efecto de los factores, se puso a prueba un conjunto
de modelos en competencia para estudiar el efecto del sexo, la clase de edad (juvenil o
adulto) y la variacién anual (afios 2014, 2015, 2016, 2019 y 2020) de la prevalencia y
abundancia media, respectivamente. La estimacion de parametros se baso en el método
de maxima verosimilitud y el procedimiento de seleccion del modelo se baso en el
Criterio de Informacion de Akaike usando la correccion por muestra pequefia (AlCc)
(Akaike, 1985; Hurvich & Tsai, 1989). Todos los anélisis se realizaron utilizando el
software de codigo abierto R version 3.6.1 (R. Core Team, 2020). El modelo mejor
soportado por los datos fue elegido siguiendo a Burnham y Anderson (Burnham &
Anderson, 2002). Estos autores argumentan que un método critico de seleccién exige
comparar modelos que a priori puedan ser plausibles. En este trabajo se adopta esta
filosofia, limitando el niUmero maximo de parametros de cualquier modelo de acuerdo
con el tamafio muestral disponible y eligiendo los predictores biologicamente
justificados. Los modelos se realizaron con los piojos colectados en focas cangrejera y
de Weddell, ya que para la foca leopardo los parametros de infestacion (prevalencia y

abundancia) fueron muy bajos.
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Capitulo 11

Juntos somos mas felices: el comportamiento
de las focas cangrejeras juveniles favorece la
transmision de los piojos

Los contenidos parciales del presente capitulo han sido publicados en:

Soto FA, Klaich MJ, Negrete J y Leonardi MS. So happy together: juvenile crabeater seal
behavior improves lice transmission. Parasitology Research, 119(7), 2059-2065. 2020.
https://doi.org/10.1007/s00436-020-06704-5
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Introduccion

Los piojos de la familia Echinophthiriidae son de los pocos insectos que han colonizado
con éxito el medio marino y dado que los huevos no sobreviven bajo el agua (Leonardi,
2014; Murray etal., 1965; Murray, 1987; Murray & Nicholls, 1965), s6lo pueden
reproducirse cuando su hospedador permanece en el bandejon de hielo el tiempo
suficiente. Por lo tanto, los eventos de reproduccion estan restringidos por la duracion de
los periodos en tierra de sus hospedadores (Aznar et al., 2009), lo que da como resultado
la reproduccion sincrénica del parasito y su hospedador. En este sentido, estudiar
diferentes sistemas foca-piojo permite comprender como la historia evolutiva de la
asociacion ha ido moldeando el ciclo de vida de cada especie.

Diferentes autores concluyeron que el ciclo de vida de los equinoftiridos se ajusta
precisamente al de sus hospedadores, por lo que la reproduccién y posiblemente la
transmision de piojos sélo podria ocurrir cuando los hospedadores estan en tierra (Aznar
et al., 2009; Kim, 1971, 1972, 1975; Murray et al., 1965; Murray & Nicholls, 1965). En
este capitulo analizamos la asociacion entre Antarctophthirus lobodontis y la foca
cangrejera, Lobodon carcinophaga. La historia de vida de foca cangrejera fue descripta
en la introduccion de esta Tesis. El objetivo en este capitulo es estudiar los efectos del
sexo y la clase de edad del hospedador, como asi también la variacion anual de la
prevalencia y abundancia media de A. lobodontis en focas cangrejeras en la costa de
Danco, Peninsula Antartica. En base a las hipdtesis generales planteadas en el primer
capitulo sobre la dinamica poblacional de cada especie de piojo, se plantearon tres
hipdtesis no exclusivas relacionadas con la interaccion hospedador-parasito que podrian
explicar los parametros de infestacion. Nuestra primera hipotesis se basa en que la
transmision de piojos ocurre principalmente de hembras adultas a crias durante la
lactancia, y las crias se infestan pocas horas después del nacimiento. Por tanto, las
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hembras actlan como reservorio de la especie y estaran mas infestadas que los machos.
En segundo lugar, postulamos que los juveniles estdn mas infestados que los adultos.
Debido a que los juveniles pasan mas tiempo en tierra, los piojos tienen mas tiempo para
reproducirse y mas posibilidades de sobrevivir. En tercer lugar, las focas cangrejeras son
particularmente sensibles a la abundancia de zooplancton y la disponibilidad de hielo, lo
que condiciona su ciclo de vida. En este sentido, si el krill es mas abundante, las focas
gastan menos tiempo buscando comida en el mar, favoreciendo tanto la transmisién de

piojos como su reproduccion.

Materiales y métodos
El area de estudio y metodologia empleada es la misma para las tres especies bajo estudio
y fue descripta en el primer capitulo. Asi como también se mencion0 lo referido al analisis

de datos y modelado de los pardmetros de infestacion.

Resultados

Se muestrearon 54 focas cangrejeras, los parametros de infestacion de A. lobodontis
encontrados en focas cangrejeras en la Costa Danco se muestran en la Tabla 2.1. La
intensidad media de la especie fue de 83,5, sin embargo, considerando que sélo un
individuo albergaba 2317 piojos, este resultado esta sobrevalorado. De hecho, el célculo
de la IM sin tener en cuenta a este Unico individuo, se reduce practicamente a la mitad

(IM= 38,8).
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Fig. 2.1 Grupo de juveniles de foca cangrejera descansando sobre un bandejon de hielo, durante
el verano austral en la Costa Danco, Peninsula Antartica.

Prevalencia

La seleccidon del modelo basado en AlCc indicé un modelo con la clase de edad y el
afio de muestreo como las variables que afectan los niveles de prevalencia de A.
lobodontis en Lobodon carcinophaga, segin nuestros datos (Tabla 2.2). La media de
prevalencia estimada para juveniles y adultos fue 88,5% y 14,3%, respectivamente. El
intervalo de confianza del 95% muestra una alta variacion para la clase de edad. Para los
juveniles [7,6 - 100,7] mientras que para los adultos arrojé una menor variacién [1,3 -
27,2]. Respecto al efecto de la variacion anual, el Gltimo afio la prevalencia fue del 100%
pero esto se debe a que ese afio por complicaciones logisticas solo se muestrearon 3 focas
juveniles (2 machos y 1 hembra) que resultaron infestadas y eso podria estar
sobrestimando el efecto. Sin embargo, al eliminar los 3 individuos muestreados en 2020
el resultado es el mismo, siendo el modelo que evalua clase de edad y el afio de muestreo

el que sigue teniendo efecto sobre los niveles de prevalencia.
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Abundancia media

El modelo seleccionado incluyé la clase de edad como la Unica variable que afecta la

abundancia media (Tabla 2.2). Si bien el valor de AICc mas bajo es el del modelo que

tiene a la clase de edad y el sexo como factores, este modelo no fue seleccionado dado

que presenta errores estandar iguales y muy grandes. Basado en el modelo seleccionado,

la abundancia media estimada (Figura 2.2) para los juveniles (171,32) fue superior a la

estimada para adultos (1,11). El intervalo de confianza del 95% mostré una alta variacion

para la abundancia media estimada para los juveniles [42,64 — 300,03] mientras que para

los adultos arrojé una variacion menor [17,45 — 25,66].

Tabla 2.1. Parametros de infestacion de Antarctophthirus lobodontis segin sexo y clase de

edad del hospedador, Lobodon carcinophaga, y segun afio de muestreo en la Costa Danco,

Peninsula Antartica.

Sexo Clase de edad Afo de muestreo

Hembra Macho Adultos Juveniles 2014 2015 2016 2019 2020

(n=28) (n=24) (n=28) (n=26) (n=10) (n=21) (n=10) (n=10) (n=3)
Prevalencia 53,6 45,8 14,3 88,5 40,0 33,3 50,0 80,0 100,.0
(%) (33,8- (25,5- (4,0- (69,8- (15,0- (14,6- (22,2- (44,4- (29,2-

1C 95% 72,5) 67,2) 32,7) 97,6) 70,9) 56,9) 71,7) 97,5) 100)
Abundancia 129,8 28,29 11 168,5 50,40 6,9 11,6 349,3 51,3
media (34,4- 9,9- (0,1- (62,1- (16,6- (2,7- (3,1- (78,8- (22,0-
1C 95% 434,9) 85,0) 4,6) 556,1) 120,9) 14,3) 27,2) 110,9) 68,3)
Intensidad 2423 61,7 7,5 190,5 126,0 20,7 23,2 436,6 51,3
media (82,5- (24,3- (1,0- (72,5- (51,0- (10,1- (7,4- (7,5- (22,0-
1C 95% 717,6) 185,8) 18,2) 590,5) 252,0) 31,0) 42.4) 1326,0) 68,3)
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Tabla 2.2 Resultados de la seleccion del modelo para los modelos propuestos para estudiar los
efectos del sexo y clase de edad del hospedador y la variacion anual de prevalencia y abundancia
media de Antarctophthirus lobodontis en focas cangrejeras en la Costa Danco, Peninsula

Antartica.
Efectos del modelo AICc N° de parametros
Prevalencia (Pr) Pr ~ Variacion anual 66,57 2
Pr ~ Sexo 75,77 2
Pr ~ Clase de edad 44,99 2
Pr ~ Clase de edad + Sexo 46,47 3
Pr ~ Clase de edad * Sexo 42,41 4
Pr ~ Clase de edad + Variacién anual 39,22 3
Pr ~ Clase de edad * Variacién anual 41,06 4
Pr ~ Variacion anual + Sexo 66,94 3
Pr ~ Variacion anual * Sexo 67,96 4
Abundancia media (Am) Am ~ Variacién anual 354,56 3
Am ~ Sexo 358,76 3
Am ~ Clase de edad 333,30 3
Am ~ Clase de edad + Sexo 334,71 4
Am ~ Clase de edad * Sexo 325,21 5
Am ~ Clase de edad + Variaciéon anual 332,41 4
Am ~ Clase de edad * Variacion anual 334,89 5
Am ~ Variacion anual + Sexo 353,60 4
Am ~ Variacion anual * Sexo 355,31 5
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Figura 2.2. Abundancia media de Antarctophthirus lobodontis por clase de edad de las focas

cangrejeras. Las barras verticales indican 95% intervalos de confianza.
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Discusion

A principios de la década de 1960, Murray y colaboradores llevaron a cabo los primeros
trabajos sobre piojos de focas antarticas (Murray, 1976; Murray et al., 1965; Murray,
1958, 1987; Murray & Nicholls, 1965). A pesar de ser un aporte excepcional, estos
estudios se basaron Unicamente en recuentos de piojos en un momento particular. Aqui
se presentan los resultados del modelado de los pardmetros de infestacion de un
equinoftirido antartico utilizando réplicas de muestras en condiciones naturales. De esta
manera, se demostro que los pardmetros de infestacion de Antartophthirus lobodontis en
las focas cangrejeras dependen de la clase de edad de los hospedadores. Como resultado,
los juveniles presentan mayor prevalencia y abundancia que los adultos. Ademas, otro
hallazgo interesante es que las hembras adultas analizadas no estuvieron infestadas. En
cuanto a las hipotesis puestas a prueba, las hipétesis dos y tres fueron corroboradas, pero
no asi la primera hipétesis, la cual proponia que la principal via de transmision para A.
lobondontis es de adultos a sus crias (Kim, 1972, 1975; Leonardi et al., 2013).

La transmision de piojos entre los hospedadores solo es posible cuando las focas estan
en tierra, es decir, durante el apareamiento, descanso 0 muda (Kim, 1975; Leidenberger
et al., 2007). Por lo tanto, las oportunidades para que los piojos se propaguen dependen
de este comportamiento (Kim, 1972, 1975; Murray et al., 1965; Murray & Nicholls,
1965). Estudios preliminares reportaron que la forma principal de transmisién de los
piojos equinoftiridos ocurre de las madres a las crias durante la lactancia (Aznar et al.,
2009; Leonardi et al., 2013; Thompson et al., 1998). En consecuencia, las crias parecen
infestarse unas pocas horas después de su nacimiento (Kim, 1972). Sin embargo, para A.
lobodontis, la via principal de transmisidn parece ser entre juveniles, por lo que la clase
de edad tendria un papel crucial en la dispersion de A. lobodontis, y los juveniles actuarian

COMO reservorios.
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Para comprender las razones por las que la transmision parece ser horizontal para A.
lobodontis, es importante analizar la historia de vida del hospedador, especialmente
durante la época reproductiva. A pesar de ser el pinnipedo mas abundante del mundo, es
poco lo que se conoce sobre su comportamiento (Shaughnessy & Kerry, 1989). Durante
la temporada reproductiva, las focas forman grupos familiares, sobre el témpano de hielo,
compuestos por una hembra, una cria y un macho reproductor (Shaughnessy & Kerry,
1989; Siniff et al., 1979). EIl tiempo que permanecen juntos es incierto, pero se estima
entre 14 a 21 dias (Shaughnessy & Kerry, 1989). El periodo de cria es el mas breve
conocido entre los pinnipedos (Siniff, 1991). Las crias de foca cangrejera nacen con un
lanugo que mudan a las 2 semanas de edad (Bengtson, 2009). La renovacion del pelaje
coincide con el final del periodo de lactancia. Por lo tanto, es probable que incluso si la
madre tuviera piojos, la cria los pierda durante la muda. Por esta razon, la transmision
vertical no seria la principal via de propagacion, aunque se necesitarian otros muestreos
para demostrarlo.

La segunda hipétesis, que planteaba que los juveniles estan mas infestados que los
adultos, encontré apoyo en los resultados. Esto concuerda con diferencias reportadas en
el comportamiento de buceo y forrajeo entre las diferentes clases de edad. Los juveniles
se encuentran tipicamente en grandes agregaciones en los bandejones de hielo (Fig. 2.1),
mientras que los adultos permanecen en el témpano de hielo durante los periodos de cria
y reproduccion (Burns et al., 2004; @ritsland, 1970; Shaughnessy & Kerry, 1989; Siniff,
1991; Siniff et al., 1979; Wall et al., 2007). Durante la temporada de verano, es frecuente
ver grandes grupos (> 50) de focas cangrejeras juveniles en los bandejones de hielo
(Poljak etal., 2017). En este contexto, podriamos esperar un aumento potencial de
oportunidades para la transmisién horizontal de A. lobodontis a través del contacto

estrecho entre individuos. Ademas, los juveniles permanecen en tierra mas tiempo que
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los adultos (Adam, 2005), lo que también favorece el desarrollo de los huevos. Sin
embargo, como ocurre con la mayoria de los equinoptiridos, el ciclo de vida de A.
lobodontis sigue siendo desconocido. EI desarrollo de mas investigaciones y
experimentos de campo permitirian elucidar esta cuestion.

Las focas cangrejeras son, probablemente, el mayor consumidor de krill en la Antartida
(Hewitt & Lipsky, 2002). En este sentido, el aumento de abundancia media de piojos
durante el 2014 podria asociarse a un aumento inusual en el nimero de focas durante ese
afio (Poljak et al., 2017). Este patron también se observo en 2019, aungue no se cuenta
con informacion poblacional de los hospedadores, por cual no es posible establecer una
relacién entre los valores de abundancia y la densidad de focas. Esta especie es
particularmente sensible a la abundancia de zooplancton y a la disponibilidad de hielo
que condiciona su ciclo de vida (Burns etal., 2004). Durante 2013, la abundancia
promedio de krill fue significativamente mas abundante en la Peninsula Antartica
Occidental (Atkinson et al., 2017) y este incremento pudo haber sido la causa de un
incremento en la abundancia observada de focas cangrejeras durante el verano de 2014
(Poljak et al., 2017). A su vez, la inusual abundancia de focas cangrejeras podria asociarse
con la alta prevalencia y abundancia de A. lobodontis en ese afio. Estudios tedricos
(Anderson & May, 1978; Arneberg, 1998; May & Anderson, 1978) y de campo
(Whiteman et al., 2004) han demostrado una relacion positiva entre el tamafio del grupo
de hospedadores y la intensidad de los piojos y nuestros resultados parecen apuntar a esa
direccion.

Este es el primer estudio que involucra a las focas cangrejeras y sus piojos muestreados
en condiciones naturales y replicadas en el tiempo. Es importante sefialar que trabajar con
focas antarticas implica grandes limitaciones logisticas, resultando dificil muestrear mas

de 10 focas por temporada de trabajo. Por esta razdn, nuestras conclusiones se limitan a
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estos muestreos realizados bajo estas condiciones de solo acceder a las focas en el periodo
de muda y con la limitacién de no poder hacer un seguimiento diario de cada individuo
muestreado, y asi estudiar el desarrollo del ciclo de vida del piojo.

En un contexto del cambio climatico, los estudios epidemioldgicos nos brindan
informacidn esencial, especialmente cuando se trata de animales que viven en lugares en
constante cambio, como lo es la Antartida. Considerando que se trata de focas que
dependen del hielo marino para reproducirse, los piojos consecuentemente también
dependen del hielo marino para garantizar su éxito reproductivo y transmision. Por lo
tanto, cualquier cambio ambiental que reduzca el tamafio y grosor de los témpanos de
hielo o extension del hielo marino (IPCC, 2022; Sahade et al., 2015) tendra efectos
directos, tanto en las poblaciones de pinnipedos antarticos (Siniff et al., 2008) como de
sus piojos. Por esta razon, los andlisis a largo plazo nos permitiran inferir procesos
asociados con la historia de vida de las focas utilizando a los piojos como posibles

indicadores de estrés ambiental.
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Capitulo 1

¢,L0os juveniles son mas piojosos? asociacion
entre focas de Weddell y sus piojos en la
Peninsula Antartica

Los contenidos parciales del presente capitulo han sido publicados en:
Soto FA, Negrete J, Klaich MJ y Leonardi MS. 2022. Effect of host age, sex and life stage
on the prevalence and abundance of sucking lice on Weddell seal in the Antarctic

Peninsula. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, 94.




Introduccion

La foca de Weddell (Leptonychotes weddellii) se distribuye practicamente en todo el
Sector Antartico Argentino, aunque segun reportes (Huckstadt, 2014) estaria ausente en
el noroeste del Mar de Bellingshausen. Es la Gnica especie de pinnipedo que habita en el
hielo marino durante todo el afio (Burns & Kooyman, 2001). Como todas las focas
dependientes del hielo, la distribucion de las focas de Weddell esta influenciada por la
disponibilidad de sitios de hielo marino para salir del agua; el cual le proporciona un
sustrato estable para dar a luz, amamantar a las crias y descansar (Siniff et al., 2008;
Southwell etal., 2012; Thomas & Terhune, 2009). Algunos individuos mantienen
agujeros en el hielo durante todo el invierno, mientras que otros frecuentan las areas de
forrajeo o el hielo flotante en alta mar, y regresan a descansar en el hielo fijo (Thomas &
Terhune, 2009). Esta variabilidad en el comportamiento de salida del agua podria tener
un fuerte impacto en la dinamica de la poblacidn de ectoparasitos de éstas focas. Cuando
los hospedadores salen del mar, los piojos quedan expuestos a cambios drasticos en la
humedad, la presion, la temperatura y la radiacion solar (Thompson et al., 1998), lo que
podria afectar y modelar su poblacion.

A lo largo del tiempo evolutivo, los equinoftiridos han desarrollado adaptaciones
morfoldgicas, de comportamiento y ecoldgicas Unicas para hacer frente al estilo de vida
marino de sus hospedadores (Leonardi et al., 2012; Leonardi & Lazzari, 2014; Leonardi
& Palma, 2013; Mehlhorn et al., 2002; Murray, 1976). Ademas, los equinoftiridos son de
los pocos insectos adaptados para sobrevivir en el mar (Leidenberger etal., 2007;
Leonardi et al., 2020). Algunas adaptaciones fisiol6gicas de Antarctophthirus carlinii,
fueron descriptas por Murray y colaboradores (Murray et al., 1965). Este piojo puede
volverse activo y reproducirse a 5-15°C y sus huevos pueden desarrollarse y eclosionar a

temperaturas constantes tan bajas como 0-4°C. Sin embargo, los huevos parecen no
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sobrevivir sumergidos, lo que constituye la principal restriccion en la historia de vida de
los equinoftiridos como parasitos de anfibios (Leonardi & Lazzari, 2014). Respecto al
mecanismo de transmision en el trabajo de Murray y colaboradores (Murray et al., 1965)
observaron que la propagacion de piojos ocurre Unicamente de focas hembras a sus crias
por la transferencia de piojos adultos. Estas transmisiones, a su vez, fueron mas frecuentes
y mas intensas en focas de un afio de edad y en individuos inmaduros méas que en maduros.
Esto permitidé conocer el ciclo de vida de A. carlinii, que dura aproximadamente 3-4
semanas. Sin embargo, este trabajo se realiz6 durante la temporada reproductiva de las
focas por lo gque no resulta comparable con los resultados aqui obtenidos.

Resulta evidente que la reproduccion de los piojos solo podria ocurrir cuando sus
hospedadores permanecen fuera del agua durante el tiempo suficiente para garantizar su
desarrollo. Es decir, que el nUmero de generaciones de piojos por afio estaria limitado por
la duracion de los periodos en tierra de sus hospedadores. De esta manera, las variaciones
en el tiempo que invierten los individuos a descansar, mudar o reproducirse influirian
directamente en la dindmica de los piojos equinoftiridos (Aznar et al., 2009; Thompson
etal., 1998). Es mas, las condiciones ambientales podrian modificar el comportamiento
de los hospedadores y, en consecuencia, la dindmica poblacional de los piojos, lo que
resultaria en variaciones geograficas y/o anuales en la asociacion parasito-hospedador
(Thompson et al., 1998).

El objetivo en este capitulo es estudiar los efectos del sexo del hospedador y la clase
de edad y el aflo de muestreo, sobre la prevalencia y abundancia media de
Antarctophthirus carlinii, que infestan a las focas de Weddell, Leptonychotes wedelli, en
la Costa Danco, Peninsula Antartica. Basados en la premisa de que la dinamica de la
poblacién de A. carlinii estd determinada por el comportamiento de las focas, y

conociendo lo que sucede con los piojos de A. lobodontis en focas cangrejeras (Soto et al.,
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2020) se espera que: los parametros de infestacion varien en funcién de la clase de edad
de las focas, siendo los juveniles los méas infestados; la transmision de piojos de A. carlinii

sea principalmente de piojos adultos tal como describié Murray y colaboradores en 1965.

Materiales y métodos

El area de estudio y metodologia empleada es la misma para las tres especies bajo
estudio y fue descripta en el primer capitulo. Como se mencioné anteriormente, las
muestras fueron tomadas durante el verano austral, que coincide con el periodo de muda
de las focas. El anélisis de datos y modelado de los pardmetros de infestacion sigue lo

descripto en el capitulo introductorio.

Resultados

Se muestrearon 54 focas de Weddell en la Costa de Danco, los pardmetros de
infestacion de A. carlinii recolectados de focas de Weddell se muestran en la Tabla 3.1.

La seleccion de modelos utilizados se resume en la Tabla 3.2.

Prevalencia

El mejor modelo basado en AlICc incluyo la clase de edad y la variacién anual como
variables explicativas que afectan los niveles de prevalencia de A. carlinii en L. weddellii
(Fig. 3.1). Dado el modelo mejor respaldado, la prevalencia estimada fue mayor en los
juveniles (73,3 %) que en los adultos (46,6 %). Aunque el factor variacion anual formé
parte del mejor modelo, no se observaron diferencias significativas entre afios (p =

0,6991).
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Figura 3.1 Prevalencia de Antarctophthirus carlinii por clase de edad de las focas de Weddell.

Las barras verticales indican 95% intervalos de confianza.

Abundancia media
El modelo mejor sustentado mostré el efecto de la clase de edad y la variacion anual
sobre la abundancia media (Fig. 3.2). La abundancia media estimada fue mayor en

juveniles (4,7) que en adultos (2,5) (p = 0,0002).
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Figura 3.2 Abundancia media de Antarctophthirus carlinii por clase de edad de las focas de

Weddell. Las barras verticales indican intervalos de confianza del 95%.
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Tabla 3.1 Parametros de infestacién de Antarctophthirus carlinii segin sexo y clase de edad

del hospedador, Leptonychotes wedelli, y segin afio de muestreo en la Costa Danco, Peninsula

Antartica.
Sexo Clase de Edad Afio de muestreo
Hembras Machos Adultos Juveniles 2014 2015 2016 2019 2020
(n=24) (n=26) (n=37) (n=17) (n=8) (n=20) (n=10) (n=10) (n=6)
Prevalencia 50,0 50,0 43,6 73,3 75,0 25,0 60,0 50,0 100,0
(%) (28,2- (29,9- (27,8- (44,9- (34,9- (8,6- (26,2- (18,7- (54,1-
1C 95% 71,8) 70,1) 60,4) 92,2) 96,8) 49,1) 87,8) 81,3) 100,0)
Abundancia 3,3 3,3 2,5 47 57 1,1 34 1,3 9,0
media (1,64- a,7- (1,3- (2,6- (2,4- 0,3- (1,5- 0,4- (4,3-
6,2) 6,2) 4.7) 6,7) 12,4) 2,5) 6,5) 2,4) 18,2)
1C 95%
Intensidad 6,5 6,6 57 6,4 7.7 4.4 57 2,6 9,0
media (4,1- (4,1- (3,3- (4,4- (3,8- (2,0- (3,3- (1,6- (4,3-
10,7) 11,4) 10,2) 8,5) 4,7) 6,6) 9,7) 3,6) 18,2)
1C 95%

Tabla 3.2 Resultados de la seleccidn del modelo para los modelos propuestos para estudiar los
efectos del sexo y clase de edad del hospedador y la variacion anual de prevalencia y abundancia

media de Antarctophthirus carlinii en focas de Weddell en la Costa Danco, Peninsula Antartica.

Efectos del modelo AICc N° de parametros

Prevalencia (Pr) Pr ~ Variacion anual 63,91 2
Pr ~ Sexo 73,16 2

Pr ~ Clase de edad 66,12 2

Pr ~ Clase de edad + Sexo 68,06 3

Pr ~ Clase de edad * Sexo 67,15 4

Pr ~ Clase de edad + Variacion anual 56,36 3

Pr ~ Clase de edad * Variacion anual 62,74 4

Pr ~ Variacion anual + Sexo 65,50 3

Pr ~ Variacién anual * Sexo 66,71 4

Abundancia media (Am) Am ~ Variacion anual 210,12 3
Am ~ Sexo 217,17 3

Am ~ Clase de edad 215,96 3

Am ~ Clase de edad + Sexo 217,95 4

Am ~ Clase de edad * Sexo 219,50 5

Am ~ Clase de edad + Variacién anual 201,94 4

Am ~ Clase de edad * Variacion anual 202,09 5

Am ~ Variacion anual + Sexo 210,90 4

Am ~ Variacion anual * Sexo 207,07 5
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Discusion

En esta seccion se analizaron los diferentes factores que podrian afectar los pardmetros
de infestacion de los piojos de las focas de Weddell. Tanto la prevalencia como la
abundancia media de Antarctophthirus carlinii dependen principalmente de la clase de
edad del hospedador, siendo la variacion anual un factor asociado que afectaria también
a los parametros. No obstante, dado que son muchos los factores que pueden influenciar
las variaciones anuales, por ejemplo, disponibilidad de hielos, presas, factores antrépicos,
entre otros, y los mismos no fueron medidos directamente, no es posible atribuir la
variacion anual detectada a un unico efecto

Los modelos indicaron que los juveniles presentan mayor prevalencia y abundancia
media que los adultos. Probablemente actlen como reservorios de piojos y sean los
principales encargados de la transmision, ya que se desplazan por diferentes colonias
hasta alcanzar la edad reproductiva; mientras que las focas adultas a menudo regresan a
la misma colonia, mostrando un alto grado de fidelidad al sitio ( Davis et al., 2000;
Stirling, 1969; Stirling & Greenwood, 1972). En este sentido, los mecanismos
dependientes de la densidad o la dinamica de cada colonia podrian afectar la dinamica de
infestacion de piojos.

Estudios previos sugieren que los parametros de infestacion en los equinoftiridos
estarian relacionados principalmente con la clase de edad del hospedador, siendo mayor
en los individuos juveniles. Por ejemplo, la prevalencia e intensidad media de
Echinophthirius horridus en la foca comudn, Phoca vitulina varia con la edad del
hospedador, pero no con el sexo, siendo mayor en focas inmaduras (Thompson et al.,
1998). Un patron similar se describié para A. lobodontis en los juveniles de foca

cangrejera, durante la época de muda (Capitulo 2); lo mismo para cachorros de lobo
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marino de un pelo, Otaria flavescens (Aznar et al., 2009; Leonardi et al., 2013), y para
el lobo marino de dos pelos del norte, Callorhinus ursinus (Kim, 1975).

Respecto a la variacion anual registrada, se observa una tendencia de aumento de la
prevalencia y abundancia media, que podria estar asociado con la disponibilidad de
bandejones de hielo marino. Las areas de hielo fijo muestran una alta variabilidad entre
afios (Fan et al., 2014; Fraser et al., 2012) y cualquier reduccion en la disponibilidad de
este sustrato alteraria la dinamica de las focas y su patron de entrada y salida del agua
(Siniff et al., 2008; Stirling & Greenwood, 1972), ya sea para mudar o reproducirse.
Como asi también la reduccion de la abundancia y disponibilidad de sus presas (Atkinson
et al., 2004; Siniff et al., 2008), cambios en la aparicion y distribucion de parasitos y
patdgenos (Jones et al., 2008), y efectos antropicos (Barbosa et al., 2013).

Ademas, el entorno local también puede influir en el comportamiento de las focas, ya
que tienden a salir mas del agua en condiciones de baja velocidad del viento y mayores
temperaturas mientras que permanecen sumergidas cuando hay fuertes vientos y menor
temperatura (Andrews-Goff et al., 2010). Como se menciond antes, la temperatura
influye tanto en el desarrollo de huevos como en la movilidad de los piojos. En
consecuencia, durante el verano antartico, que coincide con la temporada de muda de las
focas, estas pasan mas tiempo fuera del agua favoreciendo tanto la reproduccion como la
transmision de piojos.

La estructura poblacional de los piojos y los posibles mecanismos de transmision se
describiran en el capitulo 5 pero aqui solo se mencionara que, al igual que describieron
Murray y colaboradores (Murray et al., 1965), se encontrd principalmente piojos adultos.
Aunque dicho trabajo se realizo durante la temporada reproductiva de las focas podriamos
decir que la transmision de piojos de A. carlinii es principalmente de piojos adultos, de

esta manera transfiriendo piojos adultos completarian una generacion en poco tiempo.
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Estas estrategias reproductivas de los piojos estarian vinculadas con la historia de vida de
sus hospedadores, principalmente con los habitos de buceo y los patrones de entrada y

salida al agua en las distintas etapas de su ciclo de vida.
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Capitulo IV

El comportamiento del leopardo marino
limita la transmision de los piojos de
Antarctophthirus ogmorhini
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Introduccion

Como se menciond en el capitulo introductorio las focas leopardo tienden a vivir una
vida solitaria, principalmente asociadas con el hielo marino (Southwell et al., 2003).
Tienen una distribucion circumpolar con las densidades mas altas en la Peninsula
Antartica (PA) (Borsa, 1990; Rogers, 2009; Rounsevell & Eberhard, 1980). Durante el
verano austral, que coincide con la temporada de muda de las focas, se las ve con
frecuencia en el borde de los bandejones de hielo o cerca de plomos (grietas largas y
estrechas en la banquisa de hielo marino) y polinias, cerca del continente antartico (Bester
et al., 2002; Condy, 1977). Recientemente, se reportaron nuevas areas de reproduccion al
norte de la convergencia antartica que incluyen sectores costeros de Chile y Nueva
Zelanda (van der Linde et al., 2022).

El efecto del calentamiento global sobre la PA y areas aledafias impacta a los
pinnipedos antarticos, en especial aquellos dependientes o asociados al hielo marino, ya
sea a través de cambios fisicos en sus habitats, como por ejemplo la reduccion del hielo
marino que las focas usan como sustrato, especialmente durante la reproduccién, o bien
por alteraciones en la abundancia y disponibilidad de sus presas (Learmonth et al., 2006;
Siniff et al., 2008). Segun el altimo Informe Especial del Panel Intergubernamental sobre
el Cambio Climatico (IPCC, 2022), el calentamiento global ha alcanzado 1°C por encima
del nivel pre-industrial. Como consecuencia, el océano es mas calido, mas &cido y menos
productivo. Ante estos cambios, es esperable que estas alteraciones también puedan tener
efectos indirectos en la poblacion de focas y en el comportamiento de los piojos que las
parasitan.

La foca leopardo es parasitada por el piojo Antarctophthirus ogmorhini, cuyo ciclo de
vida aun es desconocido. Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que A.

ogmorhini era parasito también de la foca de Weddell (Leptonychotes weddellii)
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(Mehlhorn et al., 2002), pero a partir de la revision taxondmica, se determin6é que se
trataban de dos especies diferentes. De esta manera, se describié a A. carlinii como
especie parasita de la foca de Weddell, mientras que los piojos pertenecientes a A.
ogmorhini parasitan solo a las focas leopardo (Leonardi et al., 2014). Si bien la presencia
de los piojos pareceria no tener un efecto negativo para las focas, podrian causar dafios
en la piel induciendo la produccion de células fagociticas que alteran su sistema
inmunoldgico (Allen, 1994).

Diferentes factores y condiciones ambientales como la presencia de patégenos o
parasitos (Mos etal., 2006), cambios en la condicion corporal (Brock etal., 2013;
Castellini etal., 1993), geografia (Cammen etal., 2011), el estado reproductivo
(Deerenberg et al., 1997) o los contaminantes (de Swart et al., 1996) podrian alterar el
sistema inmunologico de los animales (Davis etal., 2008). Los estudios sobre la
evaluacion de la salud de las focas leopardo sugieren que pueden ser sensibles a los
cambios que les impone su entorno, asi como a la presencia de piojos (Gray et al., 2009;
Leonardi et al., 2019).

El objetivo en este capitulo es analizar la asociacién parasito-hospedador entre la foca
leopardo (Hydrurga leptonyx) y los piojos de A. ogmorhini, en la Costa Danco, Peninsula
Antartica. Para ello, se calcularon los pardametros de infestacion, prevalencia, intensidad
media (IM) y abundancia media (AM) en funcion del sexo y clase de edad del hospedador
y de la variabilidad interanual. Ademas, se evalud si existe algun efecto de la condicién

corporal del hospedador y los parametros de infestacion.
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Materiales y métodos

El area de estudio y metodologia empleada es la misma para las tres especies bajo
estudio y fue descripta en el primer capitulo, por lo que aqui s6lo se mencionara lo
referido al analisis de datos. No se realizaron modelos debido a que los parametros de
infestacion fueron muy bajos. Para evaluar la condicion corporal se clasifico
cualitativamente a las focas en tres clases: excelente, bueno y delgado siguiendo lo
propuesto por (Gray et al., 2009), segun fotografias tomadas durante el trabajo de campo
(Figura 4.1). Si bien en el trabajo de Gray se describen cuatro clases de condicion
corporal, en este muestreo no hubo focas en la clase “pobre” condicion corporal, por lo

que solo se utilizaron tres de las cuatro clases para su clasificacion.

Resultados

Durante cuatro campafas de verano, se recolectaron piojos de 50 focas leopardo: 12
hembras y 38 machos, de los cuales 47 eran adultos y 3 juveniles (Tabla 4.1). La
prevalencia fue mayor en machos que en hembras (6 machos infestados de 38 totales,
P=15,8% vs 1 hembra infestada de 12 totales, P=8,3%). Mientras que la IM y AM fue
mayor en hembras que machos, pero s6lo se encontr6 una hembra con 48 piojos. Respecto
a la clase de edad los juveniles presentaron mayor prevalencia (33,3% vs 12,8%) e IM
(26,0 vs 14,0) que los adultos, aunque sélo se encontrd un juvenil con 26 piojos. En
cuanto a la variacién anual los parametros de infestacion mas altos fueron en el 2019, con

una prevalencia de 23,1%, IM de 13,0 y AM de 3,0.
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Tabla 4.1 Informacion detallada del afio de muestreo, el sexo y la clase de edad de las focas
leopardo, Hydrurga leptonyx, e intensidad de piojos, A. ogmorhini, muestreados en la Costa de
Danco, Peninsula Antértica.

Especie | Ao Sexo | Clase Edad | Intensidad | Cond.Corp

HI 1 2014 H adulto 0 Buena

HI 2 2014 H adulto 0 Buena

HI 3 2014 H adulto 48 Buena

HI 4 2014 H adulto 0 Buena

HI 5 2014 M adulto 0 Buena

HI 6 2014 M adulto 0 Buena

HI 7 2014 M adulto 0 Buena

HI 8 2014 M adulto 0 Buena

HI 9 2014 M adulto 0 Buena

HI 10 2014 M adulto 0 Buena

HI 11 2014 M adulto 0 Buena

HI 12 2014 M adulto 21 Buena

HI 13 2014 M adulto 0 Buena

HI 38 2014 H adulto 0 Excelente
HI 39 2014 M adulto 0 Excelente
HI 45 2014 H adulto 0 Sin foto
HI 14 2015 M adulto 0 Buena

HI 15 2015 M adulto 0 Buena

HI 16 2015 H adulto 0 Buena

HI 17 2015 M adulto 0 Buena

HI 18 2015 M adulto 0 Buena

HI 19 2015 M adulto 0 Buena

HI 20 2015 M adulto 0 Buena

HI 40 2015 M juvenil 0 Excelente
HI 41 2015 H adulto 0 Excelente
HI 42 2015 M adulto 0 Excelente
HI 43 2015 M adulto 0 Excelente
HI 44 2015 M adulto 0 Excelente
HI 46 2015 M adulto 1 Sin foto
HI 21 2019 M adulto 0 Buena

HI 22 2019 M adulto 0 Buena

HI 23 2019 M adulto 0 Buena

HI 24 2019 H adulto 0 Buena

HI 25 2019 M juvenil 0 Buena

HI 26 2019 M adulto 0 Buena

HI 27 2019 M juvenil 26 Buena

HI 28 2019 M adulto 0 Buena

HI 29 2019 M adulto 1 Buena

HI 30 2019 H adulto 0 Buena

41



HI 31 2019 M adulto 12 Buena
HI 36 2019 H adulto 0 Delgado
HI 37 2019 M adulto 0 Delgado
HI 32 2020 M adulto 0 Buena
HI 33 2020 M adulto 1 Buena
HI 34 2020 M adulto 0 Buena
HI 35 2020 M adulto 0 Buena
HI 47 2020 M adulto 0 Sin foto
HI 48 2020 H adulto 0 Sin foto
HI 49 2020 M adulto 0 Sin foto
HI 50 2020 M adulto 0 Sin foto

A partir de la asignacion de condicion corporal el 14% resulto tener una excelente
condicion corporal, el 70% buena, el 4% estaban delgados, y al restante 12% no fue
posible asignarle condicién corporal por falta de fotos de esos individuos. Si evaluamos
la condicion corporal por afio de muestreo los individuos en menor condicion corporal
fueron los de afio 2019, encontrdndose en las clases bueno o delgado, mientras que
durante el 2014 y 2015 el 14% y el 36% respectivamente fueron individuos en excelente
condicion corporal y los restantes estaban en buena condicién corporal, siguiendo el
criterio propuesto por Gray (Gray et al. 2009). En el 2020 por problemas de logistica no
se cuenta con las fotografias de todos los individuos por lo que solo se asign6 condicién

corporal (buena) a 4 de las 8 focas muestreadas.
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Figura 4.1 Clases de condicion corporal de las focas leopardo: (a) excelente, (b) bueno, (c)
delgado.
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Discusion

Desde su descripcion, hace mas de 100 afios (Enderlein, 1906), no hubo reportes ni
trabajo alguno sobre A. ogmorhini en focas leopardo. En este capitulo se presentan los
resultados de los primeros analisis referidos a parametros de infestacion de A. ogmorhini
en focas leopardo. Durante 4 afios se tomaron muestras de 50 individuos, esto implica un
gran esfuerzo de muestreo debido al habito solitario de las focas y a su comportamiento
de entrada y salida del agua, principalmente en témpanos y bandejones de hielo que estan
a la deriva.

Por estos habitos y por ser una especie de dificil acceso, el conocimiento sobre su
ecologia y biologia general es escaso y limitado, al menos en comparacion con otras
especies de pinnipedos antarticos asociados al hielo, como las focas de Weddell o las
focas cangrejeras. En este sentido, los estudios epidemiolédgicos nos brindan informacién
esencial, de este sistema de estudio poco conocido y permite realizar inferencias sobre los
efectos que generan cambios en el comportamiento, la ecologia y la dinamica poblacional
tanto del parasito como del hospedador, especialmente cuando se trata de una especie
criptica que vive en un lugar en constante cambio, como lo es la Antértida.

La prevalencia para las focas leopardo fue del 14%, que en comparacion con otras
especies de pinnipedos antarticos como la foca cangrejera (P=50%) y la foca de Weddell
(P=53,7%) resultd ser la mas baja y esto podria estar relacionado con el habito solitario
de las focas leopardo. Aunque la prevalencia fue mayor en juveniles (P=33,3%) que en
adultos (P=12,8%), solo uno de los tres juveniles muestreados tenia piojos. Es probable
que esta diferencia en la clase de edad se sostenga e incluso aumente significativamente
con un mayor numero de individuos juveniles muestreados, tal como esta reportado en
otras especies de pinnipedos (Aznar et al., 2009; Soto et al., 2020, 2022). En cuanto a las

diferencias en los pardmetros entre los sexos de los individuos, se destaca que si bien
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tanto la abundancia como la intensidad fue mayor en hembras la prevalencia fue menor
dado que solo se registré una hembra con 48 piojos (P=8,3) mientras que la intensidad
media para los machos fue de 10,3. No obstante, para un mejor entendimiento del sistema,
se deberia incrementar el nimero de animales muestreados, principalmente hembras.

Dado que las focas leopardo comparten algunos habitos con las focas cangrejeras y de
Weddell, como por ejemplo su afinidad al hielo marino como sustrato para mudar,
descansar y reproducir, es esperable una tendencia similar a lo observado en estas
especies respecto a que los parametros de infestacion sean mayores en los juveniles y las
hembras (ver capitulos 2 y 3). Sin embargo, las diferencias entre la cantidad de individuos
adultos y juveniles e incluso entre sexos muestreados sugieren que los resultados pueden
estar subestimados y es posible que sea necesario evaluar las tendencias muestreando mas
individuos juveniles y méas hembras.

Al relacionar la condicién corporal con los parametros de infestacion se encontrd que
la mayor prevalencia se observé en 2019 y esto podria asociarse con una menor condicion
corporal de los individuos analizados en ese periodo. Es decir, que los piojos parecerian
infestar a hospedadores gue estan en buena condicién corporal, ya que no encontramos
piojos en individuos delgados o en excelente condicién corporal. Sin embargo, la mayoria
de los individuos de 2019 se encontraban en buena condicién corporal, dado que solo se
clasificaron 3 individuos con excelente condicién y 2 delgados. Esto probablemente se
deba a que en esta asociacion parasito hospedador que ha coevolucionado a lo largo de
los afios, resulta conveniente y es suficiente que los hospedadores estén en buena
condicion corporal para que los piojos puedan alimentarse y desarrollar su ciclo
correctamente.

Como se menciono anteriormente, la transmision de piojos so6lo es posible cuando las

focas estan en tierra, o en este caso en hielo o fuera del mar, es decir, durante el
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apareamiento, lamuda o el descanso (Kim, 1975; Leidenberger et al., 2007). En principio,
la transmisidn de estos piojos entre focas pareceria ser vertical, es decir, de la madre a sus
crias y principalmente durante la etapa de amamantamiento. En este contexto seria
esperable que, durante la temporada de muda, cuando la especie exhibe comportamientos
mas solitarios, la prevalencia sea mayor en hembras que en machos, sin embargo, los
resultados exhiben lo opuesto. Esto podria estar asociado a un sesgo en el muestreo ya
que solo se encontraron 12 hembras de las cuales solo dos estaban infectadas (48 y 1).
Para poder corroborarlo se deberia incrementar el nimero de hembras muestreadas, ya
gue como se ha descripto en otras especies las hembras actuarian como reservorios de los
piojos (Aznar et al., 2009; Kim, 1975; Murray & Nicholls, 1965).

Es probable que al igual que sucede con las focas cangrejeras (capitulo 2) la via
principal de transmision de A. ogmorhini sea horizontal, al menos durante la temporada
de muda. Precisamente, la estructura poblacional de los piojos que se encontraron dan
cuenta de que todos los estadios de A. ogmorhini estuvieron presentes en las focas durante
la etapa de muda, lo que sugiere ademas que los piojos se estarian reproduciendo con
éxito incluso durante esta etapa del ciclo de vida del hospedador. Es posible que los piojos
también se reproduzcan durante la temporada reproductiva de las focas, pero esta
informacién se desconoce porque solo se tiene acceso a las focas durante el verano
antartico que coincide con la temporada de muda.

Por otro lado, la reproduccion de los piojos esta sincronizada con los momentos de
salida del agua de las focas, es decir con la frecuencia de entrada y salida del agua y con
el comportamiento de buceo. Trabajos previos que exploran estos comportamientos en
las focas, reportan que durante la temporada de muda los individuos pasan la mayor parte
del tiempo fuera del agua, seguidos por periodos cortos de navegacion y buceo (Kuhn

et al., 2006) y que las inmersiones son en general a profundidades menores a los 100
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metros (Southwell et al., 2012). En este sentido, las estrategias reproductivas de los piojos
de A. ogmorhini parecen ser similares a las de A. lobodontis de las focas cangrejeras
(capitulo 5), ya que ambas especies de focas tienen un comportamiento de buceo similar
(Southwell et al., 2012).

En este capitulo se describieron por primera vez los parametros de infestacion de los
piojos de A. ogmorhinni en la foca leopardo. Si bien la prevalencia de la especie resultd
ser muy baja y esto no permitié modelar cuales son los factores que afectan a los
parametros de infestacion, se evidencié una respuesta similar de los piojos que se
corresponde con el comportamiento y el habito de sus hospedadores, marcando un claro

mecanismo de coaptacion y coevolucion parasito-hospedador.
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Capitulo V

Estrategias de supervivencia de los piojos del
genero Antarctophthirus segun el
comportamiento de sus hospedadores

K
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Introduccion

Las focas que viven sobre los bandejons de hielo, dependen del hielo marino para
mudar y reproducirse, y alternan periodos de descanso con periodos de alimentacion
(Erickson & Hanson, 1990; Gilbert & Erickson, 1977). En el caso de las focas
cangrejeras, estas se alimentan de organismos pelagicos (Adam, 2005) y ocasionalmente
se aventuran a aguas abiertas (Burns et al., 2004). Los adultos de ambos sexos pueden
pasar de 8 minutos a 15 horas en tierra, mientras que los juveniles pasan mas tiempo fuera
del agua (Adam, 2005). Durante la temporada de muda, forman grupos mixtos,
frecuentemente grupos de juveniles, pero también grupos de machos, hembras no
gestantes, juveniles y crias (Bengtson et al., 2011; Casaux et al., 2011; Stirling, 1969).
Conociendo las diferentes historias de vida de las focas dependientes del hielo marino, la
pregunta que surge es si estas diferencias entre especies de focas filogenéticamente
relacionadas se reflejan en diferencias ecoldgicas entre sus piojos.

En el presente capitulo, el objetivo es analizar la estructura poblacional de
Antarctophthirus lobodontis en focas cangrejeras y de A. carlinii en focas de Weddell,
con el fin de comparar las estrategias reproductivas de los piojos en hospedadores que
tienen diferentes comportamientos. Se espera que los piojos exhiban diferentes estrategias
de transmision y/o reproduccién debido al comportamiento de buceo y forrajeo de los
hospedadores. Para ponerlo a prueba, se evaluo si la probabilidad de tener piojos esta
relacionada con la etapa de desarrollo de los piojos (adultos o ninfas) entre ambas especies
hospedadoras. Luego, se compar0 la proporcion de sexos de piojos entre las especies
hospedadoras. Finalmente, se comparé la abundancia relativa de piojos entre las especies

hospedadoras en relacion con su etapa de desarrollo (adultos o ninfas), sexo y especie.
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Materiales y métodos

El area de estudio y la metodologia empleada son las mismas para las tres especies bajo
estudio, encontrandose todas las focas en etapa de muda, durante el verano austral. La
metodologia empleada fue descripta en el primer capitulo, por lo que aqui so6lo se
mencionara lo referido al analisis de datos y al modelado de los parametros de infestacion.
Una vez en el laboratorio, los piojos fueron sexados y clasificados como adultos o ninfas

bajo microscopio estereoscépico.

Anélisis estadisticos

Para modelar si la presencia de piojos en un hospedador depende del estadio del piojo
(adultos o ninfas) y de la especie de hospedador, se utiliz6 un modelo mixto lineal
generalizado (GLMM) binomial con funcion de enlace logit. La funcién de enlace logit
garantiza valores ajustados entre 0 y 1, y la distribucidén binomial se usa normalmente
para conteos. Los factores fijos fueron la especie de hospedador (categoérica con dos
niveles) y la etapa de desarrollo del hospedador (categdrica con dos niveles). Para
incorporar la dependencia entre las observaciones del mismo hospedador se incluyo al
individuo hospedador como un factor aleatorio. Para cada hospedador, si se encontraba
un piojo, se contaba como un éxito (anotado con un 1), de lo contrario, se registraba un 0
cuando no se encontraban piojos en ese individuo. Por lo tanto, este modelo incluyé tanto
factores fijos con sus interacciones (especies de hospedador por etapa de desarrollo) como
un factor aleatorio.

Luego, para comparar la proporcion de sexos de piojos entre las especies hospedadoras,
también se utilizé un GLMM binomial con funcién de enlace logit. El factor fijo fue la
especie de hospedador (categdrico con dos niveles). Para incorporar la dependencia entre

las observaciones del mismo hospedador se incluyé al individuo hospedador como un
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factor aleatorio. En este modelo, la variable respuesta se obtuvo contando el nimero de
piojos hembras del nimero total de piojos por hospedador.

Todos los analisis se realizaron con el software R v3.6.3 “Holding the Windsock” (R.
Core Team, 2020). Se utilizaron los paquetes glImmTMB y nlme para ajustar los modelos
(Brooks et al., 2017; Pinheiro et al., 2021). Para probar los supuestos del modelo, usamos
el paquete DHARMa (Hartig & Lohse, 2021). Los gréaficos se realizaron utilizando el
paquete ggplot2 (Wickham, 2016). Los contrastes de Tukey se realizaron con la funcion
emmeans del paquete emmeans (Lenth et al., 2020) y se muestran en las tablas los OR
(Odds Ratio) de las comparaciones intratratamiento con los intervalos de confianza

inferior y superior.

Resultados

La probabilidad de tener piojos en cada hospedador dependi6 tanto del estadio del piojo
como de la especie de hospedador. Con respecto a la influencia de la etapa de desarrollo
de los piojos (adultos o ninfas) entre ambas especies hospedadoras, se encontrd que, para
las focas cangrejeras, la probabilidad de tener piojos adultos es marginalmente mayor que
la de tener ninfas (ORintraspecies Tabla 5.1, ver Anexo 1). Por otro lado, para las focas
de Weddell, se encontrd que la probabilidad de tener piojos adultos es mucho mayor que
la de tener ninfas (ORintraespecies, Tabla 5.1).

Con respecto a la proporcién de sexos de piojos en cada especie de hospedador, se
encontrd que existe una tendencia hacia a las hembras en ambas especies de hospedador,
es decir que hubo una mayor proporcién de piojos hembra (Tabla 5.2). Ademas, al
comparar las especies de hospedador, se encontrd que la probabilidad de tener piojos
hembra es menor en las focas cangrejeras en comparacion con las focas de Weddell

(Tabla 5.2).
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Finalmente, la abundancia de piojos en los adultos de ambas especies de focas fue
generalmente baja, con el notable resultado de que las focas cangrejeras adultas casi no
tienen piojos. En hospedadores juveniles, se encontré que la abundancia de piojos en las
focas cangrejeras fue mucho mayor (IC95%: 362,13-2116,00%, Tabla 5.3) en
comparacion con las focas de Weddell.

Respecto a los diferentes estadios de los piojos en cada especie hospedadora, se observo
que para el caso de las focas cangrejeras se encontraron todos los estadios de A.lobodontis

(N1, N2, N3y adultos) mientras que para las focas de Weddell solo se encontraron N3 y

adultos de A. carlinii (Fig. 5.1).
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Figura 5.1. Distribucion de la abundancia de los diferentes estadios de los piojos segun la clase
de edad del hospedador. Arriba, A.lobodontis en focas cangrejeras y a la derecha un detalle de la

distribucion de los estadios de los piojos; abajo A.carlinii en focas de Weddell.
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Tabla 5.1 Resumen de los resultados del modelo para el efecto de la probabilidad de tener piojos
en relacion con la etapa de desarrollo de los piojos (adultos o ninfas) entre las focas cangrejera'y
de Weddell. gl: grados de libertad. ICI e ICS: Intervalos de confianza inferior y superior para la
probabilidad estimada. ORintraespecies (ICI; ICS): OR con intervalo de confianza inferior y
superior para la relacion de probabilidades entre piojos adultos/ninfas para cada especie de
hospedador. ORinterespecies (ICI; ICS): OR con intervalo de confianza inferior y superior para
la relacion de probabilidades entre piojos adulto/adulto y ninfa/ninfa entre especies de
hospedador. Cabe sefialar que, si el intervalo de confianza incluye al 1, el OR es no significativo,
por lo que no hay diferencia entre los grupos.

Especie Desarrollo Probabilidad Error g| ICI ICS p ORintraspecies ORinterspecies

de foca piojo Estandar (ICI; ICS) (ICLICS)
Cangrejera adulto 0,415 0,088 535 0,259 0,591 0,343 adulto/ninfa:  adulto/adulto:
2,246 1,443
ninfa 0,240 0,063 0,138 0,384 0,001 (0,967;522)  (0,58;3,56)
Weddell adulto 0,330 0,081 0,193 0503 0,054 adulto/ninfa:  ninfa/ninfa:
22,35 14,360
ninfa 0,022 0,010 0,008 0,054 <0,001 (6,809;73,39) (4,73;43,61)

Tabla 5.2 Resumen de los resultados del modelo para comparar la proporcion de sexos de piojos
entre focas cangrejeras y focas de Weddell. gl: grados de libertad. ICI e ICS: Intervalos de
confianza inferior y superior para la probabilidad estimada. OR (ICI; ICS): Relacion de
probabilidades con intervalo de confianza inferior y superior para la relacion de probabilidades
de tener hembras en focas Cangrejera / Weddell. Cabe sefialar que, si el intervalo de confianza

incluye al 1, el OR no es significativo, por lo que no hay diferencia entre los grupos.

Especie de Probabilidad de Error gl ICI ICS p OR
foca hembras Estandar (ICI;ICS)
Cangrejera 0,629 0,027 105 0,574 0,680 <0,001 0,586
Weddell 0,743 0,039 0,658 0,813 <0,001 (0,373;0,919)

Tabla 5.3 Resumen de los resultados del modelo para comparar la abundancia relativa de piojos
entre focas cangrejeras y focas de Weddell en relacién con su etapa de desarrollo y especie.

gl: grados de libertad. ICI e ICS: Intervalos de confianza inferior y superior para la probabilidad
estimada. OR (ICI; ICS): con intervalo de confianza inferior y superior para la razén de
probabilidades de adultos y ninfas entre focas cangrejeras/focas de Weddell. Cabe sefialar que, si
el intervalo de confianza incluye al 1, el OR no es significativo, por lo que no hay diferencia entre

los grupos.
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Estado Especiede  Abundancia Error gl ICI ICS p OR

desarrollo piojo foca Estandar (ICLICS)
Adulto Cangrejera 5-0e-06 0,009 500 0,000 inf 0,994 3,80e-05
Weddell 0,139 0,056 0,063 0  <0,001 (0,0;inf)
Ninfas Cangrejera 5,966 2,143 2,946 12,0 <0,001 10,11
Weddell 0,590 0,252 0,254 1,0 0,218 (4,62;22)
Discusion

La principal conclusion que se desprende del analisis de la estructura de la poblacion
de los piojos es que A. lobodontis, de las focas cangrejeras (FC), y A. carlinii, de las focas
de Weddell (FW), presentan diferentes estrategias reproductivas. Los piojos de las focas
cangrejeras se reproducirian durante la temporada de muda de las focas, mientras que la
reproduccion de los piojos de A. carlinii ocurriria principalmente durante la temporada
reproductiva de las focas (Soto et al., 2022)

En las focas cangrejeras se encontraron todos los estadios de piojos (N1, N2, N3 y
adultos) y huevos potencialmente viables. Un ensayo preliminar sobre huevos incubados
simulando condiciones naturales (humedad y temperatura) resulto en una eclosién exitosa
(resultados aun no publicados). Estos hallazgos estarian indicando que A. lobodontis se
reproduce cada vez que las focas salen del agua durante la temporada de muda, ya que
los tiempos de inmersion no serian lo suficientemente prolongados, como para matar los
huevos. En este sentido, los piojos aprovecharian el comportamiento de buceo de su
hospedador, ya que las FC se sumergen menos profundo y por menos tiempo que las FW.
Segun estudios previos, la profundidad de inmersién media de las FC fue de 61 m durante
3,8 min (Costa et al., 2010). En verano, suelen bucear durante la noche y salir del agua
durante el dia (ver detalles de buceo en Southwell etal., 2012), probablemente en
respuesta a la disponibilidad de presas (Bengtson & Cameron, 2004). Por lo tanto, la
combinacion de inmersiones cortas y poco profundas y los patrones de salida continuos
permitirian el desarrollo de los huevos. Esta idea se sustenta en el hecho de que la

transmision de A. lobodontis deberia principalmente horizontal entre juveniles (Soto
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et al., 2020). Los juveniles pasan méas tiempo en tierra que los adultos. Sin embargo, esto
necesita ser probado experimentalmente.

En cambio, en las focas de Weddell solo se encontraron N3 y adultos. En consecuencia,
una de las estrategias de transmision de A. carlinii podria ser a través de la movilidad
principalmente de los piojos adultos, los cuales pueden reproducirse y completar una
generacion en un periodo corto. Ademas, las FW se sumergen mas profundo y durante
mas tiempo que las FC (91 m durante 11,5 min; (Costa et al., 2010)), por lo que los piojos
tendrian menos tiempo para reproducirse. Como se describié en un estudio previo (ver
Capitulo 3), la principal forma de transmision de A. carlinii pareceria ser de focas
hembras a sus crias. La transmision vertical suele ser la principal via de contagio en los
equinoftiridos (Leonardi et al., 2013; Murray et al., 1965; Soto et al., 2022).

Los piojos equinoftiridos parecen tener diferentes estrategias reproductivas para
garantizar su éxito reproductivo. Por ejemplo, A. microchir de los lobos marinos
sudamericanos completa su ciclo cuando el hospedador pasa suficiente tiempo en tierra 'y
solo las crias recién nacidas permanecen fuera del agua el tiempo suficiente (Aznar et al.,
2009; Leonardi et al., 2014). En este contexto, al menos durante la temporada de muda
del hospedador, A. lobodontis probablemente tenga mas tiempo que A. carlinii para
completar una generacion, ya que su hospedador permanece mas tiempo fuera del agua.
Tales estrategias reflejan fuertes mecanismos de coadaptacién y coevolucién, de acuerdo
con la historia de vida y el comportamiento de su hospedador.

En cuanto a los parametros de infestacion, las hembras de foca cangrejera alcanzaron
una mayor abundancia media e intensidad media que las hembras de foca de Weddell.
Por lo tanto, se asume que A. lobodontis se esta reproduciendo mientras las focas estan
mudando. Como resultado de un estudio previo (Murray et al., 1965) se conoce que la

dispersion de A. carlinii ocurriria mediante la transferencia de piojos adultos Unicamente
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de focas hembras a sus crias durante la temporada reproductiva, alcanzando una
generacion completa en 3-4 semanas. Dado que en los muestreos analizados en la presente
tesis no se encontraron huevos, es necesario dilucidar cuando A. carlinii tiene la
oportunidad de poner huevos.

Como resultado de estudios previos (ver capitulos 2 y 3) se conoce que la prevalencia
y la abundancia media dependen principalmente de la clase de edad de los hospedadores,
siendo mayores en los juveniles que en los adultos. Ademas, este patron también podria
estar relacionado con el comportamiento de buceo del hospedador. Los juveniles suelen
permanecer sumergidos durante menor tiempo que los adultos (Burns et al., 1999) y, en
consecuencia, permanecen mas tiempo en tierra, lo que mejora la dispersion de los piojos.

Un analisis filogenético reciente de los piojos de foca no mostro divergencias entre A.
lobodontis, A. carlinii y A. ogmorhini (Leonardi et al., 2019). Algunos autores postulan
que las diferencias genéticas entre ellas no son suficientes para ser consideradas como
especies diferentes (Dong et al., 2022). Sin embargo, las diferencias ecoldgicas y las
caracteristicas morfologicas de cada especie de piojo (Leonardi et al., 2016) indicarian
que son especies diferentes y ajustan su ciclo de vida de acuerdo con el comportamiento
de buceo y forrajeo de sus hospedadores.

Como conclusion, el presente estudio evidencia que estudiar diferentes sistemas de
piojos de focas permite comprender como la historia evolutiva molded el ciclo de vida de
cada especie. Se requieren ensayos experimentales para conocer con certeza el ciclo de
vida de ambas especies de piojos, y poder caracterizar las estrategias reproductivas que

utilizan para garantizar su éxito reproductivo.
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Capitulo VI

Evaluacion de la condicion corporal de tres
especies de focas: ¢existe relacion entre los
conteos leucocitarios y los parametros de
infestacion?

Los contenidos parciales del presente capitulo han sido publicados en:

Menéndez-Blazquez J, Soto FA, Negrete J, Colominas-Ciur6é R, Marin-Sierra A, Ricca
M, y Barbosa-Alcén, A. 2021. Leukocyte counts in blood smears of Antarctic seals and

penguins: a new less time-consuming method. Polar Biology.
http://dx.doi.org/10.1007/s00300-021-02950-0
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Introduccion

El sistema inmune constituye un mecanismo de defensa frente a infecciones mejorando
la supervivencia de los vertebrados (Lee, 2006; Sheldon & Verhulst, 1996). La respuesta
inmune (RI) celular, esta basada en la accién de los leucocitos o células blancas. Son
variables en nimero y estan divididos en dos grupos que acttian de forma integrada frente
a las infecciones (Juul-Madsen et al., 2008; Norris & Evans, 2000). En mamiferos, los
neutrdéfilos, eosindfilos y basofilos (también llamados granulocitos) forman parte de la Rl
celular innata actuando como primera barrera fagocitica no especifica (Claver & Quaglia,
2009; Roitt etal., 1993). Los linfocitos y monocitos forman parte de la RI celular
adquirida actuando a través del reconocimiento de los antigenos con sus anticuerpos.

Existen diversos métodos de anélisis del sistema inmunoldgico para determinar la
condicion corporal de los mamiferos, como pardmetros hematolégicos, hormonas,
inmunoglobulinas, entre otros. Su estimacién permite evaluar la respuesta de los
organismos ante factores estresantes del ambiente, tales como la presencia de patdgenos,
contaminantes, cambios en las condiciones ambientales y el efecto de la actividad
antropogénica (Beldomenico et al., 2008; Brock et al., 2013; Davis et al., 2008; DeRango
etal., 2019; Marcus et al., 2015). Particularmente para la fauna antartica la investigacion
sobre la respuesta inmune ha cobrado importancia en las Gltimas décadas debido a los
diferentes escenarios de cambio climatico (Norris & Evans, 2000; Roitt et al., 2001).

Para medir el estrés fisioldgico uno de los analisis leucocitarios que se utiliza es el
perfil leucocitario y consiste en el recuento total (RTL) y diferencial de leucocitos, que
indica las proporciones relativas de cada tipo de leucocito, y la relacién de
neutrofilos/linfocitos (relacién N/L). Esta relacion, representa una medida indicadora de
estrés debido la relacion con los niveles de glucocorticoides en circulacion (Davis et al.,

2008). Los glucocorticoides son hormonas que alteran la redistribucion de leucocitos
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desde la sangre a otros compartimentos corporales (Dhabhar, 2002; Sapolsky et al.,
2000), y estimulan la salida de neutrofilos desde la medula désea hacia el torrente
sanguineo (Bishop etal.,, 1968; Dhabhar etal., 1995). Esto genera un cambio
proporcional en la relacién N/L, por lo cual se la considera una herramienta util para
evaluar estrés en los organismos (Davis et al., 2008).

Dado que los pinnipedos son predadores tope, excelentes buceadores y tienen una
amplia distribucion circumpolar, los cambios en su fisiologia, comportamiento y
dindmica poblacional, en respuesta a cambios en el ambiente, permiten considerarlos
indicadores del estado del ecosistema marino (Bossart, 2011; Costa et al., 2010; Hindell
etal., 2017; Marcus et al., 2015; McMahon & Burton, 2005; Siniff et al., 2008). Ademas,
a lo largo de los afios han afrontado variaciones tanto en la disponibilidad de habitats, por
ejemplo, buscando nuevos sitios de reproduccion (van der Linde etal., 2022) o
cambiando los recursos alimenticios (Costa, 1993; Forcada et al., 2008), evidenciando de
este modo su capacidad de adaptarse a los cambios ambientales.

Los analisis leucocitarios son Utiles en el campo de la ecofisiologia de la conservacién,
dado que permiten un analisis del estado de salud en animales de vida libre y la evaluacién
del impacto de factores estresantes del entorno. En este contexto el objetivo en este
capitulo es evaluar la relacién entre los parametros de infestacion y la condicién corporal

del hospedador a partir de la evaluacién del perfil leucocitario de cada especie de foca.
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Materiales y métodos

El area de estudio y metodologia empleada es la misma para las tres especies bajo
estudio y fue descripta en el primer capitulo, asi como la imposibilidad de disponer de los
datos de morfometria y peso para esta Tesis, por lo cual el analisis de condicién corporal
se limitd a los conteos leucocitarios. Para los andlisis leucocitarios las muestras fueron
tomadas durante los afios 2019- 2020.

Para la construccion de las matrices de correlacion se trabajé con la abundancia media
para evaluar las posibles relaciones entre los diferentes tipos de leucocitos, abundancia

media de piojos.

Perfil leucocitario

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena intravertebral extradural en la region
lumbar inferior, usando una aguja espinal de 18 G x 31/2", siguiendo el método descrito
por Geraci y Smith (Geraci & Smith, 1975). Posteriormente se utilizd una gota de sangre
fresca, directamente de la jeringa, para realizar el extendido sobre un portaobjeto, el cual
se secO al aire y se fijo durante 3 min con etanol al 96%. Los extendidos de sangre,
conocidos como frotis sanguineos, fueron coloreados bajo la técnica de tincion de May-
Grinwald-Giemsa derivada del método de Romanowsky (Menéndez-Blazquez et al.,
2021). Este método se basa en que los diversos elementos celulares y tisulares adquieren
color violeta bajo la accidon de una sustancia colorante, la cual se une a los tejidos por

enlaces idnicos, covalentes o de hidrogeno.

Recuento total de leucocitos

El recuento total de leucocitos se basd en la técnica de conteo de leucocitos en 10
campos microscopicos, propuesta por Menéndez-Blazquez y colaboradores (2021). Los

frotis sanguineos fueron observados por la misma persona mediante microscopio optico
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(objetivo 40x), seleccionando campos donde las células se distribuian en monocapa y con
densidad de eritrocitos similar (200 aproximadamente). Se contabiliz6 la cantidad de

leucocitos observados en 10 campos a 400x en cada frotis sanguineo.

Recuento diferencial de leucocitos

El recuento diferencial de leucocitos, implica la identificacion y conteo de los
diferentes tipos de leucocitos hasta alcanzar los 100 leucocitos a 1000x (Dufva &
Allander, 1995), utilizando un objetivo de 100x con aceite de inmersion. Dicho conteo se
realizo por triplicado, por la misma persona, para realizar el calculo de repetibilidad. La
relacion N/L fue calculada a partir del recuento de neutréfilos y linfocitos observados en
cada frotis sanguineo.

Para determinar la proporcion relativa de los distintos tipos de leucocitos: neutréfilos,
linfocitos, eosindfilos, monocitos y basoéfilos, se realizé el calculo de repetibilidad con el
fin de corroborar la eficacia de los recuentos. Se consideraron valores repetibles aquellos
que oscilaron entre 74% y 98%, segun Lessells y Boag (1987).

Adicionalmente, se realizaron matrices de correlacion para evaluar las posibles
relaciones entre los diferentes tipos de leucocitos, la abundancia media de piojos, la
relacion N/L y el RTL.Para este analisis se utilizo el software R v3.6.3 “Holding the

Windsock” (R. Core Team, 2020)

Resultados

Recuento total de leucocitos

La media de RTL por especie y por afio fue en 2019, para focas cangrejeras (n=10):
32,20£4,29; focas de Weddell (n=10): 38,00+5,46 y para las focas leopardo (n=13):
23,00£2,80. Y en el 2020, focas cangrejeras (n=3): 42,8 + 6,83; focas de Weddell (n=6):
43,50 £ 5,26 y para las focas leopardo (n=8): 37,20 + 4,34.

62



Recuento diferencial de leucocitos

Se identificaron los diferentes tipos de leucocitos segun caracteristicas morfoldgicas y
colores de tincion (basofilos/acidofilos) observadas en microscopio Optico (Figura 6.1).
Los neutréfilos y linfocitos fueron los leucocitos mas abundantes para las tres especies de
focas y a su vez fue mayor la proporcion de neutréfilos que de linfocitos en todos los
casos. La Tabla 6.2 resume el recuento diferencial de leucocitos para cada especie de
foca. El recuento de cada tipo de leucocito, se corrobor6 con los valores de repetibilidad
obtenidos. Estos fueron para neutréfilos r= 0,85, linfocitos r= 0,81 y eosinofilos r= 0,83;
los cuales superaron el valor umbral de 0,70 propuesto (Lessells & Boag, 1987). Los
monocitos y basofilos no fueron considerados para este calculo debido a su baja
frecuencia en los extendidos sanguineos analizados. No se observaron relaciones
significativas entre ninguno de los tipos de leucocitos y la abundancia media en ninguna

de las especies (Tablas 6.3)

Tabla 6.2 Proporcion media (rango) de leucocitos, relacion N/L y prevalencia por especie de

foca y por afio de muestreo.

Basofilos Eosinodfilos Linfocitos Monocitos Neutrofilos N/L Prevalencia %
(1C 95%)

Cangrejeras 05(0-2) 85(3-14) 32 (17-40)  2(0-3) 57 (45-78) 1,7 (L1-45) 80,0 (44,4-97,5)
2019

(n=10)

Cangrejeras 3 (1-5)  7,5(2-14) 29(15-33)  2(0-3) 585 (44-  2,0(1,3-48)  100,0 (29,2-
2020 (n=3) 77) 100)
Weddell 1(0-3) 16,5(2-28) 34 (18-43) 2 (0-5) 49,5 (32- 1,6 (0,9-2,5) 50,0 (18,7-81,3)
2019 59)

(n=10)

Weddell 3(1-4) 9 (2-11) 29 (16-32) 3(1-9) 56 (30-66) 1,9 (1,4-2,6) 100,0 (54,1-
2020 (n=6) 100,0)
Leopardo 0 14 (2-26) 29 (18-40) 2 (0-4) 56 (31-65)  2,1(0,9-3,6) 23,1 (5,0-53,8)
2019

(n=13)

Leopardo 3(0-4) 12 (3-14) 28 (15-38) 3(0-3) 54 (44-77)  1,9(1,3-25) 13,5(0,3-52,6)
2020 (n=8)
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Figura 6.1 Foto de un campo de un frotis sanguineo observado a 40X. Detalle de los diferentes

tipos de leucocitos observados a 100X a) neutrdéfilo, b) monocito, ¢) linfocito, d) basofilo y e)

eosindfilo. Células azules: eritrocitos.

Tabla 6.3 Matriz de correlacion en conteos realizados en focas cangrejeras, para evaluar las
posibles relaciones entre los diferentes tipos de leucocitos, la abundancia media de piojos, la
relacion N/L y el RTL.

Ab. Media Neutréfilos Linfocitos Eosinéfilos N/L RTL

Ab. Media 1,000 -0,108 -0,189 0,398 0,077 -0,096
Neutrofilos -0,108 1,000 -0,786 0,088 0,896 0,020
Linfocitos -0,189 -0,786 1,000 -0,452 -0,906 0,335
Eosindfilos 0,398 0,088 -0,452 1,000 0,227 -0,229
N/L 0,077 0,896 -0,906 0,227 1,000 -0,187
RTL -0,096 0,020 0,335 -0,229 -0,187 1,000

Tabla 6.4 Matriz de correlacion en conteos realizados en focas de Weddell, para evaluar las
posibles relaciones entre los diferentes tipos de leucocitos, la abundancia media de piojos, la
relacion N/L y el RTL

Ab. Media Neutrofilos Linfocitos Eosinéfilos N/L RTL

Ab. Media 1,000 0,353 -0,109 -0,190 0,166 -0,485
Neutrofilos 0,353 1,000 -0,221 -0,618 0,512 -0,287
Linfocitos -0,109 -0,221 1,000 -0,612 -0,921 -0,104
Eosinofilos -0,190 -0,618 -0,612 1,000 0,300 0,331
N/L 0,166 0,512 -0,921 0,300 1,000 0,016
RTL -0,485 -0,287 -0,104 0,331 0,016 1,000




Tabla 6.5 Matriz de correlacion en conteos realizados en focas leopardo, para evaluar las
posibles relaciones entre los diferentes tipos de leucocitos, la abundancia media de piojos, la
relacion N/L y el RTL

Ab. Media Neutrofilos Linfocitos Eosindfilos N/L RTL

Ab. Media 1,000 0,103 -0,130 -0,026 0,066 -0,061

Neutréfilos 0,103 1,000 -0,696 -0,544 0,791 -0,040

Linfocitos -0,130 -0,696 1,000 0,198 -0,962 -0,101

Eosindfilos -0,026 -0,544 -0,198 1,000 0,046 0,225

N/L 0,066 0,791 -0,962 0,046 1,000 0,181

RTL -0,061 -0,040 -0,101 0,225 0,181 1,000
Discusion

Los analisis leucocitarios son utiles en el campo de la ecofisiologia de la conservacion,
dado que permiten un analisis del estado de salud en animales de vida libre y la evaluacion
del impacto de factores estresantes del entorno (DeRango et al., 2019; Marcus et al.,
2015). Debido a esto, las evaluaciones inmunitarias resultan esenciales para monitorear
el estado de salud de poblaciones animales. Si bien los parametros hematoldgicos
analizados fueron limitados, en este capitulo se exploraron los resultados basales que
permiten monitorear la salud de estas especies de focas dependientes del hielo marino en
la Peninsula Antértica.

En el recuento total de leucocitos (RTL) la presencia de piojos fue un predictor positivo
ya que las especies con mayores prevalencias de piojos (focas de Weddell y cangrejeras)
tuvieron un mayor nimero de leucocitos en 10 campos, que las focas leopardo, que tienen
una prevalencia mucho mas baja. Ademas, los individuos que tenian piojos, en las tres
especies, mostraron una mayor proporcién de linfocitos al igual que lo descripto para las
focas de Weddell (Leonardi et al., 2019). Siendo la media de RTL en 2019 para focas

cangrejeras: 32,20+4,29; para focas de Weddell: 38,00+5,46 y para las focas leopardo:
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23,00+2,80. Y en el 2020, focas cangrejeras: 42,8 + 6,83; focas de Weddell: 43,50 + 5,26
y para las focas leopardo: 37,20 + 4,34.

En el recuento diferencial de leucocitos se observo un predominio de los neutréfilos
seguido de los linfocitos en las tres especies. Los valores medios obtenidos para dichos
tipos de leucocitos, fueron relativamente méas elevados en comparacion con los valores
hallados afios anteriores en las mismas especies de focas, siendo para focas (Leonardi
etal., 2019). Los resultados muestran un menor valor de N/L en las focas muestreadas
por (Leonardi et al. 2019) en comparacion con las focas muestreadas en los afios 2019 y
2020. Siendo que los primeros afios el N/L para focas cangrejeras fue de 1,5 (0,6-3,8);
para focas de Weddell 1,3 (0,3-2,5) y focas leopardo 1 (0,5-2,0) (Leonardi et al., 2019).
Esto podria estar asociado a un mecanismo de respuesta ante factores estresantes del
ambiente, ya que la circulacion periférica de dichas células inmunoldgicas puede verse
afectada por la presencia de glucocorticoides, las cuales incrementan los niveles de
neutrofilos y reducen los niveles circulantes de linfocitos (Bishop et al., 1968; Sapolsky
et al., 2000); aunque no es posible asegurarlo en un periodo tan corto de tiempo.

En esta muestra la proporcion de eosinofilos fue mayor en focas de Weddell y leopardo
que en focas cangrejeras. Dado que los eosindfilos actian principalmente en la defensa
contra parasitos (Yamanishi et al., 2017), era esperable encontrar valores mas altos en
focas cangrejeras y de Weddell que son las que presentan parametros de infestacion mas
elevados, pero no fue el caso. Lo mismo sucedié con las matrices de correlacién, no
encontrando relacion entre el nimero de eosinofilos y el RTL o la relacion N/L para
ninguna de las especies. Esto podria estar indicando que la abundancia media de piojos
no tiene un efecto en el nimero de eosindéfilos, por lo que los piojos no generarian una

respuesta que se vea reflejada en el perfil leucocitario.
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No obstante, si se hubiera evaluado la carga de endoparasitos de todos los individuos la
informacidn de los perfiles leucocitarios seria mas completa. En este caso no fue posible
colectar las heces para evaluar endoparasitos de los mismos individuos a los que se tomo
muestras sanguineas porque eso implica que defequen en el mismo momento en el que se
toman las muestras, lo que es poco frecuente. Respecto a los conteos de monocitos y
basofilos dieron valores muy bajos oscilando entre 1 y 3 por individuo, por lo que no es
posible vincularlos con ningun tipo de infeccion. Respecto a los valores de prevalencia
para las tres especies los valores mas elevados estuvieron asociadas a valores mas altos
de N/L y esto podria asociarse con una menor condicién corporal de los individuos
analizados en ese periodo.

Cabe mencionar que tal como se sugiere en el trabajo de Whelan y colaboradores
(1990), podria haber diferencias en la metabolizacion de los anestésicos y / o diferencias
inherentes en la sensibilidad del tejido receptor del farmaco relacionadas con diferentes
estados fisioldgicos. Esto podria interferir en la redistribucion de los leucocitos en
circulacion periférica, dado el tiempo que transcurre entre la sedacion y la toma de la
muestra sanguinea (aproximadamente 15 minutos). Por lo que a futuro se propone tomar
las muestras de sangre utilizando la técnica de “seal prick” (Galimberti et al., 2007) para
evitar la sedacion de las focas y eliminar la respuesta de los glucocorticoides ante el efecto
de los anestésicos utilizados.

Es importante destacar que ciertos analisis, como la determinacidn de concentracion de
inmunoglobulinas en el suero de las focas, no se pudieron realizar por las restricciones
producto de la pandemia por COVID19. El sistema inmune, incluyendo las
inmunoglobulinas como componente principal de la respuesta inmune humoral, es la
principal via por qué organismos se enfrentan a la infestacién. Un alto nivel de

inmunoglobulinas podria haber indicado un mayor impacto de parasitos y/o patdgenos
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(Barbosa et al., 2006). De todas formas, aunque hubiera sido ideal contar con mas
parametros sanguineos, la relacion N/L ha sido ampliamente utilizada en ecologia animal
para detectar el estrés fisiologico (Davis et al., 2008; Dhabhar et al., 1995; Leonardi et al.,
2019), por lo que resulta un buen estimador para evaluar el sistema inmune de estos
pinnipedos e indirectamente su condicién corporal.

Dadas las limitaciones que implican el acceso y la toma de muestras en ambientes
antarticos, y la manipulacion de individuos de gran tamafio como las especies estudiadas,
los resultados aqui obtenidos pretenden brindar informacion de base sobre la condicién
corporal de estos pinnipedos. Realizando un monitoreo de la salud de estas focas
dependientes del hielo marino en el rango norte de su distribucién, la Peninsula Antartica,

ya que esta region esta experimentando un cambio ambiental sin precedentes

68



Capitulo VII

Consideraciones finales: principales
conclusiones, nuevos interrogantes y
propuestas a futuro

ceoe
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Los piojos de la familia Echinophthiriidae son de los pocos insectos que han colonizado
con éxito el medio marino. Sin embargo, sus huevos no sobreviven bajo el agua, por lo
que solo pueden reproducirse cuando su hospedador permanece en los bandejones de
hielo el tiempo suficiente para garantizar su desarrollo. En consecuencia, las generaciones
de piojos por afio estdn limitadas por los patrones de entrada y salida al agua del
hospedador. El objetivo principal de la presente Tesis fue estudiar la ecologia parasitaria
de tres especies de piojos presentes en focas asociadas a los bandejones de hielo en la
Peninsula Antartica. Para el abordaje del estudio de los pardmetros de infestacion se
trabajo con las tres especies por separado; a continuacion, se detallan las conclusiones
mas importantes.

Tal como se predijo en la primera hipotesis general, los parametros de infestacion
estuvieron asociados al grado de sociabilizacion de sus hospedadores; fueron mayores en
las especies de fécidos de habitos sociales, es decir, la foca cangrejera y de Weddell, y
menores en la foca leopardo.

Respecto a la segunda hipdtesis sobre el ciclo reproductivo de los piojos, se observo
que su proceso de reproduccion se ajusta exactamente al momento que los hospedadores
pasan fuera del agua, en este caso durante el periodo de muda. Los piojos
Antarctophthirus lobodontis de las focas cangrejeras y A. ogmorhini de las focas leopardo
se estarian reproduciendo, dado que se encontraron todos los estadios del ciclo de vida.
Sin embargo, en el caso de A. carlinii de las focas de Weddell, no se reproducirian durante
este momento del ciclo anual.

Es importante mencionar que se observaron huevos viables de A. lobodontis, por lo que
se destaca la necesidad de seguir realizando estudios experimentales para determinar los

tiempos de supervivencia de cada estadio del piojo bajo el agua.
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En relacion a la tercera hipotesis, la evaluacion de la condicion corporal, no se pudo
abordar de la manera que se habia planteado, ya que solo se analizaron los conteos
leucocitarios. De todas maneras, los resultados obtenidos permiten determinar que la
relacion Neutréfilos/Linfocitos es un buen estimador para evaluar el sistema inmune de
los pinnipedos e indirectamente su condicidn corporal. Mientras que, en el Recuento Total
de Leucocitos, la presencia de piojos resulté un predictor positivo, siendo las focas con
mayores prevalencias de piojos las que presentaron mayor proporcion de leucocitos.

En las ultimas décadas se han realizados numerosos estudios en el continente Antartico,
los cuales han brindado informacidn de calidad para la comprension de su ecosistema; sin
embargo, queda en evidencia que la Antartida ya no es un continente aislado y pristino.

En este sentido, la informacion presentada en esta Tesis contribuye, no solo con el
conocimiento de estas asociaciones ecoldgicas entre focas y piojos, sino que también
brinda una linea de base del estado sanitario de estos tres pinnipedos antarticos, que por
ser predadores de niveles tréficos altos se consideran buenos centinelas del estado de
salud del ecosistema antartico. Ademas, por ser especies longevas, con ciclos de
reproduccion lentos, son mucho méas vulnerables que otras especies a las perturbaciones
ambientales, tales como como la alteracidn del habitat, disponibilidad de presas y efectos
antropicos entre otros. En lo que respecta al estudio sanitario de estas especies, la
informacién disponible es escasa. Y una de las preguntas que surge ante este escaso
conocimiento es ¢como afectara el cambio climatico el riesgo de propagacion de
infecciones emergentes en la Antartida?

En este contexto, y dado que sigue siendo un desafio determinar como el cambio
climatico afectara el riesgo de propagacion de enfermedades infecciosas emergentes en
la Antartida, la propuesta a futuro es evaluar el estado sanitario de estos pinnipedos

antarticos. Estos estudios permitiran conocer la magnitud de los dafios causados por los
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posibles patdgenos e incluso evaluar su potencial riesgo zoondtico. Para ello son de gran
utilidad los datos y las muestras obtenidos en esta Tesis, asi como también las
exploraciones futuras de la presencia de patdgenos y vectores de patdgenos, como
herramienta para el monitoreo a largo plazo de la salud de estas poblaciones y del

ecosistema de la Peninsula Antartica.
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Anexo 1

Tabla Al. Datos crudos por especie de piojo-hospedador. Se detalla el sexo y la clase de edad

del hospedador como asi también los diferentes estadios del piojo. Siendo N1: ninfal; N2:

ninfa2; N3: ninfa3 M: macho y H: hembra. Primera tabla, A. lobodontis en focas cangrejeras

segunda tabla correspondiente a los datos de A. carlinii en focas de Weddell.

Especie | Sexo | Clase Edad | Intensidad N1 N2 N3 M H
Lcl ND Juvenil 99 0 18 7 25 49
Lc2 H Adulto 0
Lc3 H Adulto 0
Lc4 M Adulto 0
Lch H Adulto 0
Lc6 H Juvenil 303 0 204 86 6 7
Lc7 H Juvenil 0
Lc8 ND Adulto 0
Lc9 M Juvenil 67 3 31 19 3 11
Lc 10 H Juvenil 35 0 7 13 5 10
Lc11 M Juvenil 0
Lc12 H Adulta 0
Lc 13 M Adulto 0
Lc 14 M Adulto 0
Lc 15 H Juvenil 35 0 15 14 1 5
Lc 16 H Juvenil 2 0 0 1 0 1
Lc17 M Juvenil 0
Lc 18 H Adulto 0
Lc 19 H Juvenil 7 0 0 0 4 3
Lc 20 M Adulto 0
Lc 21 M Adulto 0
Lc 22 M Adulto 0
Lc 23 H Adulto 0
Lc 24 H Adulto 0
Lc 25 H Juvenil 8 0 0 3 3 2
Lc 26 M Adulto 0
Lc 27 M Adulto 0
Lc 28 H Juvenil 28 0 4 2 12 10
Lc 29 H Adulto 0
Lc 30 H Juvenil 41 0 1 14 10 16
Lc31 M Adulto 24 0 0 8 2 14
Lc 32 M Juvenil 56 1 2 7 17 29
Lc 33 H Juvenil 15 1 1 5 2 6
Lc 34 H Adulto 0
Lc 35 H Adulto 0
Lc 36 M Adulto 0
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Lc 37 H juvenil 7 0 0 0 3 4

Lc 38 M Adulto 0

Lc 39 M Adulto 1 0 0 0 0 1

Lc 40 H Juvenil 37 0 1 5 15 16

Lc4l H Adulto 0

Lc 42 M Juvenil 9 0 0 1 2 6

Lc 43 M Adulto 1 0 0 1 0 0

Lc 44 M Juvenil 56 18 7 6 11 14

Lc 45 H Juvenil 65 18 26 6 7 8

Lc 46 M Adulto 0

Lc 47 H Juvenil 661 178 290 142 27 24

Lc 48 M Juvenil 380 71 106 72 25 24

Lc 49 H Juvenil 2317 1070 895 329 10 13

Lc 50 H Adulto 0

Lc5l M Adulto 4 0 1 2 0 1

Lc 52 H Juvenil 73 12 10 20 7 24

Lc 53 M Juvenil 22 1 6 5 2 8

Lc 54 M Juvenil 59 5 6 7 8 33
Especie | Sexo | Clase Edad | Intensidad N1 N2 N3 M H

Lw1l ND Adulto 2 0 0 0 0 2

Lw?2 ND Adulto 6 0 0 1 1 4

Lw3 ND Adulto 1 0 0 0 1 0

Lw4 ND Adulto 0

Lw5 M Juvenil 9 0 0 1 4 4

Lw 6 H Adulto 0

Lw7 H Adulto 21 0 0 1 4 16

Lw 8 H Adulto 7 0 1 2 0 4

Lw9 M Adulto 0

Lw 10 M Juvenil 0

Lwil H Adulto 0

Lw 12 M Adulto 0

Lw 13 H Adulto 1 0 0 0 0 1

Lw 14 H Adulto 0

Lw 15 H Adulto 0

Lw 16 H Juvenil 9 0 0 0 3 6

Lw 17 M Adulto 0

Lw 18 H Adulto 0

Lw 19 M Juvenil 0

Lw 20 H Juvenil 5 0 0 0 0 5

Lw 21 H Adulto 0

Lw 22 H Adulto 0

Lw 23 H Juvenil 5 0 0 0 1 4
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Lw 24 H Adulto 2 0 0 0 0 2
Lw 25 M Adulto 0

Lw 26 H Adulto 0

Lw 27 H Adulto 0

Lw 28 M Juvenil 0

Lw 29 M Juvenil 4 0 0 0 0 4
Lw 30 M Juvenil 13 0 0 0 6 7
Lw 31 H Adulto 0

Lw 32 H Adulto 0

Lw 33 M Juvenil 8 0 0 0 2 6
Lw 34 M Adulto 0

Lw 35 H Adulto 2 0 0 0 1 1
Lw 36 M Adulto 0

Lw 37 M Adulto 3 0 0 0 0 3
Lw 38 M Adulto 4 0 0 0 2 2
Lw 39 H Adulto

Lw 40 M Adulto 2 0 0 1 0 1
Lw 4l M Juvenil

Lw 42 M Juvenil 4 0 0 1 2 1
Lw 43 M Adulto

Lw 44 M Adulto 1 0 0 0 0 1
Lw 45 M Juvenil

Lw 46 H Juvenil 2 0 0 0 0 2
Lw 47 M Adulto

Lw 48 H Adulto 4 0 0 0 0 4
Lw 49 H Juvenil 5 0 0 1 1 2
Lw 50 M Adulto 25 0 0 8 5 12
Lw51 M Juvenil 1 0 0 0 0 1
Lw 52 M Adulto 8 0 0 5 1 2
Lw 53 M Adulto 4 0 0 0 1 3
Lw 54 H Juvenil 11 0 0 4 2 5
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