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RESUMEN

Los esquistosomas son traiwdos sanguineosde la familia Schistosomatidae
compuest@or 13 géneros parasitando aves dulceacuicplamrines como sus hospederos
definitivos, y caracoles acuaticos como hospederos intermedi&wsresponsables de
cuadro zoonéticaonocido como dermatitis cercar(&8C), el cual ocurre por la penetracion
de furcocercarias liberadas por los caracoles hosped&togénero Trichobilharzia es
considerad@l mayor responsable ttes brotes deDC en seres humanes el mundoEstos
trematodos harsido ampliamente estudiasieen el hemisferio Norte, dondse han
determinaddreas de endemia de la parasitogiecientemente se ha planteado como una
enfermedad remergente, o incluso emergente en areas de poca atencion. Esto ultimo es el
escenari@xistenteen el Neotropico, donde las principales investigaciones solo provienen de
Argentina y Brasil no obstante, la sistematica de estos parasitos sigue siendo, en general,
pobremente abarcad&i bien en Chile existe un brotée dermatitis cercariakportadq y
otros dos registros de esquistosomas en aves silvestres, la identificacion espetiifloasde
esquistosomas en cada casalesconocido a la fecha.

En la presente tesis doctorse plantearon dos hipétesis: (Bi la mayoria de los
registros de esquistosomas aviares en Sudamérica provienen de la familia Chilinidae,
entonces los hospederos intermediarios de estos trematodos en los sitios a muestrear en las
zonas centro y sur de {Bhcorresponden a representantes de dicha fargii2)i Teni end o
en consideracion la especificidad de los esquistosomas aviares entre diferentes especies de
anatidos|as comunidades de esquistosomas de patos y cisnes de cuello negro somdistintas
Pam poner a prueba ambas hipotesexolectaron un total d2284caracoles dulceacuicolas
de cinco familias provenientes de las regiones del Nuble, Biobio y Los MEstes fueron
estimulados para liberacion cercaraldiseccionados para determinar la presencia de
esporoquistesAdemas, con el fin de determinar la presencia de esquistosomas viscerales
como nasalesse realizd la necropsia parasitare3% anatidosde cinco espees distintas
procedentesde las regiones antes mencionada®s parasitos colectados fueron
caracterizados morfoldgicamolecularmenteonsideranddos genes 28S y COI. Del total
de caracoles analizado8p caracolesde la especieChilina dombeyana(Chilinidae)
(Prevalencia=1,53%) provenientes de la Laguna Chica de San Pedro (regién del Biobio)

resultarornparasitadosontres linajes distintos de esquistosomas avigriesyjes |, 11 y ),
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dos de los cuale@ y Il) fueron caracterizadasolecularmenteEsta prevalencia coincide

con lo reportado previamente en otras areas geogréficas. Desde el punto de vista filogenético,
el Linaje | fue conespecifico comn taxdén descrito desd€ygnus melancoryphusn
Argentina, Nasusbilharzia melancorhyphMientras queel Linaje Il no formé parte de
ningun clado dgéneraconocidoy, por lo tantocon el potencial de corresponder a un taxén
nueva En el caso de las aves8 Prevalencia 61,05%) de ellas albergaragsquistosomas
concadaespecie resultaloparasitada con al menos un taxén de esquistosoma aviar visceral
y/o nasal.En el caso de lowisceralesse describieron cinco taxones para el género
Trichobilharziay cuatro par®endritobilharzia Mientras que en los nasales se describié un
taxon del génerdrichobilharziay otro de NasusbilharziaTodos los taxonegescritos con
excepcion ddos relacionados @&endritobilharzig obtuvieron soportes robustos en los
analisis filogenéticogle ambosgenes.Ademas, s expandid la distribucion geografica
conocidade Trichobilharzia querquedulag N. melancorhyphaa Chile Asi mismo, se
entrega evidenciaobre la especificidad de ciertos esquistosomas descritos hacia sus
hospederoglefinitivos Trichobilharzia sp. 4Mareca sibilatrix T. querquedula&patula
cyanopteray N. melancorhyph#&C. melancoryphydo cual fue soportadilogenéticamente
Adicionalmentese plantea la necesidad de andlisis filogenéticos adicionales para los taxones
de Dendritobilharzig génerogue ha resultaddistoricamenteonflictivo desde el punto de
vista morfologico, contando desafortunadamente con escasas secdendiadl parasu
comparaion. En relacion con los ciclos bioldgicos, se lograron dilucidar dos ciclos
biologicos indicando al menos un hospedero definitivo y uno intermediario para cada uno
el deN. melancorhyphaaislado desd€. melancoryphug C. dombeyanay el de un taxon

aun pendiente por describir aislado desde los mismos dos hospederos.

Es importante mencionar que enta tesis doctorale logré lacaracterizacion de
nueve taxonescon el potencial de corresponder naews especiespara la familia
Schistosoratidae, los cuales fueron colectados dedds cinco especies de anétidos
muestreadosEste notable registro plantea la necesidad de continuar la investigacion de los
esquistosomas aviares, cuya diversidad esta evidentemente subestimada.

Acorde a los resultados obtenidos, ambas hipétesis fueron aceptadas. Ademas, e
estudio corresponde & primera caracterizacion morfolégica como molecular de los

esquistosomas aviares presentes en Chiltregandosevidencia adicional a este grupo
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escasamente estudiado en el continente Sudamericano satkeapirtar a la discusion sobre
la especificidd de estos parasitos hacia sus hospederos aviares.

Palabras claveDigenea, Schistosomatidae, AnserifornemnosisNeotropico
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ABSTRACT

Schistosomes are blood trematodes belonging to family Schistosomatidas
composed by3genera parasitizing freshwater and marine birds as their definitive hosts, and
aguatic snails as intermediate ho3tkese parasites are responsible of a zoonotic illness
called cercarial dermatitis (CD), which occurs after the penetration of furcoeercaleased
by the snail hosts. GenuBrichobilharzia is considered the major responsible of CD
outbreaks around the world. These trematodes have been widely studied in the northern
hemisphere where endemic areas have been estabbstteicecently it halseen proposed as
acehThe latter
is the scenario present in the Neotropics, where most of the research has been leaded by

)
A

a reemerging disease, even as an emerging disease in areas withres

Argentina and Brazil, however, the systematics of thasasfies remains, in general, poorly
understood. Even though in Chile there is a recorded outbreak of CD, and other two records
of avian schistosomes in wild birds, the specific identity of such schistosomes remains
unknown until present.

Inthe presentalct or al thesis, two hypotheses were
of avian schistosomes in South America come from family Chilinidae, tinemtermediate
hosts for these trematodiesthe studyareasrom Central and Southern Chile correspond to
members of t hat fami |l yo athedspeifily offaiamk i ng i
schistosomes among different species of anatid lhhdsschistosome communities of ducks
and blacknecked swans are differ@nfTo test both hypothesea total of 2284 freshwater
snails of five different families from Nuble, Biobio and Los Rios regi@me collected
These snails were stimulated for cercarial release and dissected to determine the presence of
sporocysts. Besides, to determine the presenf visceral and nasal schistosomes, the
parasitic necropsy offanatid birds of dive different species coming from the same regions
above mentioned, was performed. The collected parasites were morphologically and
molecularly, considering genes 28S &I, characterized-rom the whole analyzed snails,
35 snails of the speci€hilina dombeyangChilinidae) (RPevalence 1.53%) from Laguna
Chica de San Pedro (Biobio region) resultedgitized by three different lineages of avian
schistosomes (Lineages I, Il and Ill), two of which were molecularly characterized. This
prevalenceagrees with previous reports from elsewhere around the world. From the

phylogenetic perspective, Lineage | was conspecific with a taxon describ&ggimus



melancoryphu$rom Argentina,Nasusbilharzia melancorhyph®eanwhile, Lineage Il did

not fit with any clade of known genera, thus, with the potential to correspond to a new taxon.
From the whole analyzed birds, 58€Ralence 61.05%) anatids hosteschisosomes, with

every avian species being parasitized by one taxon of visceral and/or nasal schistosome, at
least. In the case of visceral schistosomes, a total of five taxa for Geclusbilharziaand

four taxa forDendritobilharziawere describedMeanwtile, for nasal schistosomes one taxon

for Trichobilharziaand other foNasusbilharziavere described. All described taxecept

for those fromDendritobilharzig got robust supports in the phylogenetic analyses for both
genes. Furthermore, the geographic distributioMw¢hobilharzia querquedula@and N.
melancorhyphawas expanded to ChileSimilarly, evidence regard specificity of avian
schistosomes to their deitive hosts is given in some of the reported taachobilharzia

sp. 4Mareca sibilatrix T. querquedula&patula cyanopteraand N. melancorhyph#C.
melancoryphuswhich was phylogenetically supportdd.addition, the need for additional
phylogeneticanalyses is proposed fddendritobilharzia taxa, genus whicthas been
proposed historically asomplicated morphologically counting with just a few DNA
sequences for comparison. In relation with lifecycles, two lifecyslee elucidatedN.
melancorhyphasolated fromC. melancoryphuandC. dombeyanaand the other was from

an undescribed taxon isolated from the same hosts mentioned above.

It is important to mention that in this doctoral thesis the characterizatianeofaxa
with the potential to represent new species for Schistosomatidae family was achieved, all
which were isolated from the five anatid species sampled for this sty remarkable
record posgethe need to continue the research about avian schistosomes, whose diversity is
clearly underestimated.

According to the obtained resuyltsoth hypotheses were accepted. Besides, this study
corresponds to the first morphological and molecular charadierizaf avian schistosomes
present in Chile, giving additional evidence for this scarcely known group of parasites in
South Americaand contributing to the discussion about the specificity of these parasites to

their avian hosts.

Keywords Digenea, Schistosomatidae, Anseriformes, zoonotic disease, Neotropics.
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ANTECEDENTES GENERALES

1. BREVE REVISION ESQUISTOSOMAS AVIARES

Dentro de la subclase Digensmencuentra la superfamilia Schistosomatoidea Stiles
y Hassall, 1898, la cual se caracteriza por estar compuesta por trematodos cuyas cercarias
tienen la habilidad de penetrar las superficies corporales de sus hospederos definitivos, para
luego transforrarse en una esquistosomula. Esta ultima tiene la capacidad de migrar en el
torrente sanguineo para finalmente alcanzar el estadio adulto, el cual habitara el sistema
sanguineo de dichos hospederos. Esta superfamilia estd compuesta por 3 familias;
Aporocotylidae Odhner, 1912, Spirorchiidae Stunkard, 1921 y Schistosomatidae Stiles y
Hassall, 1898 (Bragt al.2008; Horaket al. 2014).

La familia Schistosomatidae esta compuesta p@éeherocuyas especies parasitan
el sistema circulatoride aves y mamifero®e estos,uno tiene como hospedero definitivo
a humanogSchistosom&Veinland, 1858 tres a otros mamiferoBifitellobilharziaVogel
y Minning, 1940 Heterobilharzia Price, 1929 SchistosomatiunTanabe, 1928y 13 a
especies aviares (Hor&k al. 2014 Floreset al. 2021 Lorentiet al. 2022. Respecto a las
especieqque infectan al humandas investigaciones se rhaentrado en tres especies del
géneroSchistosomadebido al perjuicio que representan para la salud hurBah&gstosoma
mansoniSambo, 190,/Schistosoma haematobiyBilharz, 1852)y Schistosoma japonicum
(Katsurada, 1904)Collins 2017.

Dentro del grupa los esquistosomas aviares, el gérnarchobilharzia Skrjabin y
Zakharow, 192@s el mas rico en especies con 40 especies descritas globapaeaggando
mayoritariamente patos de diversos géneros (Brant y Loker 2009). Respecia
descripcion deesquistosomas aviares en anatidos Sudamericanos, se han indicaissolo
especies, de las cuales en silatrose han dilucidado sus ciclos biologictiresen Brasily
unoen Argentingver Floreset al. 2015 202)). Adicionalmente, erstos dos paiseg han
encontrado cercarias de esquistosomas qse tan asignadmespecies descritas, y por lo
tanto podrian corresponder a nuevosiees(e.g.Pintoet al. 2014, 2017; Florest al 2015).

En el dltimo tiempo séha planteadajue ciertos esquistosomas aviangsdrian

manifestar especificidadhacia sus hospederos definitivos, con ejemplos como



Trichobilharzia querqueduladcLeod, 1937parasitando solo patos nadadodes clado
aliazulados ( Aid a b bl i n génerd 8patklas Boie, 1822 subfamilia Anatinae),
Trichobilharzia physellagTalbot, 1936) McMullen y Beaver, 1945 patos buceadores

(Adi ving duckso, s u f a rAmsérobitharziallygntadByamnt,aleuet,y Mer gi
Ferte y Loker, 2013n gansasAllobilharzia visceralisKk ol § So v § , Rudol fov§g,
Skirnisson, 200§ Nasusbilharzia melancorhyphéores, Viozzi, Casalins, Loker y Brant,

2021como parasito de cisndé 0 | § & al\2@6; Brant 2007Brant y Loker 2009Flores

et al. 202). Esta esecificidad podriadeberse adiferencias filogenética® contraste
ecolégicoentre las diferentes especies de anati@og. patos buceadores vs nadadores)

(Brant y Loker 200R Por otro lado, al comparar los hospederos intermediarios entre los
continentes, hay diferencias en la predominancia de las familias de moluscos que participan

en los ciclos biolégicos. Por ejemplo, en Eurlgganiembros de la familia Lymnaeidae son

los principales hospederos intermediarios, mientras que en Norteafo&wacaracoles de

la familia Physidae y secundariamente Lymnaeidae (Brant y Loker 2009).
Desafortunadamente, para el caso de Sudamérica dicha informaegras&on registros

en mienbros de las familias Cochliopidadmpullariidae, LymnaeidaePlanorbidae y
PhysidadPintoet al 2014, 2017; Florest al. 2015) Sin embargo, la mayoria de los registros

provienen dalistintasespecies de la familia Chilinidaes cualesconstituirianhospederos
intermediarios importantege esquistosomas aviams el Cono Sur (Florest al 2015).

Por otro lado, estos parasitos son responsables del cuadro cutaneo zoondtico conocido
como fidermati ti s c eantactorde parsonas cpulas ceroarias presentesr a s
en los cuerpos de agua (Horétkal. 2012). Si bien en Europa se han registrado zonas de
endemia para esta afeccién y en otras se creia ausente, recientemente se han registrado varios
brotes en dicho continge, probablemente asociados a factores antrépicos como climaticos,
y en consecuencia han sido catalogados como una enfermedialeer ge nt eetdl Kol §Sov
2013; Horéket al 2015). En Sudamérica existen escasos registros de dicha afeccion en
personas, sndo diagnosticados principalmente en Argentina y Brasil (Fiiras 2015),
ademas de un registro durante el verano del afio 2006 en la Laguna Chica de San Pedro, zona
CentroSur de Chile, por Valdovinos y Balboa (2008).

En el caso de Chile, los dos isgjos de esquistosomas en aves nativas no lograron

una identificacion especifica de los vermga que sélo se registraron tras un examen



histopatolégico (Parg Black 1999; OyarzUufRuiz et al 2019) Ademas, el Unico registro

qgue indic6 un género de esquistosoma aviar en caracoles dulceacuicolas (Valdovinos y
Balboa 2008) fue recientemente cuestionado desde el punto de vista de su identificacion
(Pinto et al 2014). Esta situacion revela la importand& identificar dichos parasitos y
establecer qué organismos vertebrados como invertebrados participan en sus ciclos
biolégicos. Es astomo la clasificacién sistemética de estos digeneos requiere de una
combinacion de técnicas morfolégicas y moleculares,qlie resultard en un mejor
entendimiento de este grupo de tasmdos subestimados en la regién Neotropical (Hetak

al. 2002; PAHO 2003; Florest al.2015 202)).

Queda pendientedentificar las especies de trematodos Schistosomatidae con
potencial zooatico en la zona Centro y Sur de Chile, como tambligscribirsus ciclos
biolégicos, ya que su conocimiento posee implicancias desde el punto de vista de la
biodiversidad parasitaria, medicina veterinayizn la salud publicaCon respecto a lo
primero, el conocimiento de este grupo de parasitoslimitado en el continente
Sudamericano y casi nulo en nuestro paist¢ et al 2014, 2017Floreset al. 2015, 2021;

Horaket al 2015 Ebbset al 2016, por lo que identificar los taxesinvolucrados en este

tipo de parasitismo sera una contribucion para entender su rango de hospederos e incluso la
posibilidad de identificar nuevas especies (Gomez y Nichols 2013). En retamiod

segundo punto, algunas especies de este grupo de gmas#tde causar enfermedades
neuroldgicas serias en aves silvestres, tal como se ha reportado en Anseriformest(Horak

al. 2002, 2015), por lo que identificar estos helmintos es de relevancia para ser incluidos en
los diagnoésticos diferenciales de estassalas cuales ademas de ser las menos estudiadas de
Sudameérica, estan en su mayoria con problemas de conservacion (&tgile2016; SAG

2017). De la misma forma, es importante para la clinica de pequefas especies, donde se han
reportado casos de dertitia cercarial en perrosSi bien no se ha establecido en detalle si
todas las especies de esquistosomas aviares son capaces de parasitar accidentalmente a los
mamiferos, se plantea que grande parte de estas tendrian el potencial déHharéded al.

2015). Por otro lado, no se debe ignorar que factores como el cambio climatico, urbanizacién
y presiones antropogénicas sobre sitios naturales como la eutrofizacion, podrian aumentar
las probabilidades de adquisicion de dermatitis cercarial, como consiecdemnn ambiente

mAas rico para la reproduccion y sobrevida de los moluSmdgnovéet al. 2013; Horaket



al. 2015). Por lo recién expuesto, la identificacion de los sitios con los mencionados
helmintos es valiosa, ya que puede sentar las bases desfoaimpafas preventivas y asi
alertar al publico que decida visitar dichos lugares, ya que los brotes en seres humanos,
especialmente nifios, puede provocar cuadros inflamatorios severos, ademas de poder
repercutir en la actividad turistica (PAHO 2003; &l¢et al.2015; Marszewskat al.2016).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A continuacion, sdetallala organizacion de las hipotesis y objetivos especificos para
cadaunodeloscapitulgshi p-tesi s 10 vy iiihvjveytviiov osse re8snp epca?rfti
del cap?2tulo 1. Mi entras que |iaii Vi Wiiypxot esi s 2

seran parte del capitulo 1l de la presente tesis doctoral.

2.1.Hipotesis

a. Hipotesis 1:

"Si la mayoria de los registros de esquistosomas aviares en Sudamérica provienen de la
familia Chilinidae, entonces los hospederos intermediarios de est@anesien los sitios

a muestrear en las zonas centro y sur de Chile corresponden a representantes de dicha

familia”.
b. Hipotesis 2:
ATeniendo en consideraci-n | a especificidad

especies de anatiddas comunidades de esquistosomas de patos y cisnes de cuello negro

son distintas .

2.2.0bjetivos

2.2.1. Objetivo general

Describir lasdiferentes poblacionede esquistosomas aviares mioluscos gasterépodos
dulceacuicolas yavesanatidascolectados ewliversasareas de las zonas Centro y Sur de
Chile, estableciendo los hospederos que participan en el ciclo biolégico de cada especie de

esquistosoma aviar identificado.



2.2.2. Objetivos especificos

Vi,

Vii.

viii.

Identificar y caracterizar morfol6gicaomo molecularmente las cercarias
esporoquistes dé&rematods Schistosomatidae aislados desde cada una de las
especies de moluscos dulceacuicolas.

Identificar y caracterizar morfolégicay molecularmente lostrematods
Schistosomatidae aislados desde cada una de las especies anatidas.

Determinar los hospederos definitivos e intermediarios que participan en los ciclos
biolégicos de cada especie de esquistosoma aviar identificado.

Estimar los descriptores parasitolégicos de prevalencia, intensidad media y
abundancia media de cercarias, aélemte la prevalencia de esporoquistes de cada
especiede trematodoSchistosomatidae aisladpara cada especie de molusco
muestreado.

Estimar los descriptores parasitolégicos de prevalencia, intensidad media y
abundancia media para cada especiatratodoSchistosomatidae aislado desde
cada especie aviar colectada.

Analizar si hay una asociacion entre los descriptores parasitologicos de prevalencia
y abundancia de Idsematods Schistosomatidae respecto a los factores de tamafio
y especie de los moluscosiastreados.

Analizar si hay una asociacion entre los descriptores parasitologicos de prevalencia
y abundancia de ldsematodg Schistosomatidae respecto a los factores de especie,
edad y sexo de los anatidos muestreados.

Determinar el grado de especifiadide cada una de las especies de esquistosomas
aviares respecto de las especies de caracoles dulceacuicolas muestreados.
Determinar el grado de especificidad de cada una de las especies de esquistosomas

aviares respecto de las especies de anatidestreados.
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CAPITULO |

HOSPEDEROS INTERMEDIARIOS Y ETAPAS INTRAMOLUSCO DE
ESQUISTOSOMAS AVIARES EN LASZONAS CENTRO Y SUR DE CHILE

1. INTRODUCCION

Los esquistosomas aviares smmatods parasitos que habitan el torrente sanguineo de
aves dulceacuicolas como marinasddersos o6rdenes. Este grupo estd compuesto3or 1
géneros descritos, aunque el géndmichobilharzia Skrjabin y Zakharow, 192@s
considerado el mas rico en especies con 4énesdescritos D v o $8ak 2002; Brant y
Loker 2009a; Horakt al. 2015; Foreset al 2021 Lorentiet al. 2029. Sus ciclos biolégicos
involucran a las aves acuaticas como hospederos definitivos, donde los vermes adultos
copulan y liberan sus huevos a través del material fesglistosomas viscerales de las
secreciones nasaléssquistosomas nasalgSoldanovaet al 2013; Horaket al 2015.
Luego los miracidios eclosionan desde los huevos y bussanhospedero intermediario
especifico, un caracol acuatico. Dentro del gastergpeldmiracidio se transforma an
esporoquistemadre los cuales estan intimamente asociados al hepatopancreas del
gasteropodoy van a originar esporoquistes hijdsuego de varias semanas, entr&03
semanas dependiendo de la especie, estos esporodujissesomienzana producir las
furcocercariaslas cuales son liberadas a la columna de agua para iniciar la busqueda de su
hospedero definitivo y reiniciar el ciclo biologicelor §k y Kol §Setva8 2011 ;
2015.

Estas cercarias son capaces de penetrar la pielm@nos u otros mamiferos. Esta
situacion ocurre debido a la presencia de acidos grasos en lagpielales son compartidos
con las aves acuaticas, induciendo a la penetracion cutanea accidental de estos parasitos,
causando |l a zoonaoi delll aammada off ©a ropHdigkrymat i t i s
Kol §Sov§ 20 ethl2013;¢braks al 8015 Esta afeccion ocurre cuando los
humanos toman contacto con cuerpos de agua repletos de estos estadios larvales, debido a la
presencia de los hpsderos intermediarios. Sin embargo, en el primer contacto podria haber

una reaccion cutanea leve o ausencia total de cualquier reaccion, aunque la esquistosomula,



etapa posterior a la furcocercaria, podria alcanzar otros 6rganos luego de viajar &travées d

torrente sanguineaHor §k 'y Kol §Sov § 2t0aD 2013. Quantid lps Kol § S«

humanos se han expuesto de forma repetida a estas cercarias, la sensibilizacién toma lugar

causando una reaccion cutdnea que es caracterizada por erupciones madtdarasy er

urticaria acompafada por un intenso prurito, el cual podria culminar con pustulas debido a la

contaminacion bacteriana. Esta presentacion clinica puede durar de horas hasta semanas,

dependiendo el nivel de sensibilidad de los individuos afectatiosr § k y Kol §Sov §

Soldanovéet al 2013; Horaket al 2015;Marszewskaet al 2016). Ademas, se plantea que

grupos etarios vulnerables como nifios 0 ancianos parecen desarrollar una enfermedad mas

complicada con manifestacion de una fiebre severa @dacka et al 2016).

Adicionalmente, algunos autores, basados en experimentos en modelos murinos, sugieren

gue las cercarias pueden diferenciarse a esquistosomula en la piel humana, migrando a

diferentes 6érganos como el higado, pulmones, incluso el sisiewiaso central causando

un cuadro mucho m8s complicacdial20Hpr 8k y Kol §
La ocurrenciade dermatitis cercaridla sido bien documentaéa el hemisferio Norte

donde es consideradaa parasitosis endémica (Hoetkal. 2015; Marszewskat al 2016).

No obstante, su denunaa esporadica debidagae es confundidaabitualmenteon otras

afecciones cutaneas, y en consecueesgsubdiagnosticadaViarszewskeaet al. 2016. El

numerode personas afectadas en estos brotes es vagahlalgunoscasosaislados en

bafistas como en investigadores realizando estudios malacolégicos en cuerpos de agua

superficiales como lagunas (Cort 198®rt et al. 1940, brotes de mas de 1(personas en

Republica Checafa c h &1ak2018) y Polonia (Marszewsled al 2016),40 persoasen

Canada (Branét al. 2010) y sobre300 casos en el curso de un verano en Estados Unidos

(Lindblade 1998)Incluso, se han llegado a establecer nivelegaglos de su ocurrencia en

trabajadores de arrozales de Iran, con casi el 70% deeglibsncianddesiones cutaneas

tipicas de DQle un total de 951 personasshakiet al 202]). Recientemente, la dermatitis

cercarial se ha reportado como una enfermedad emergente, tanto por los recientes brotes en

areas donde la parasitosis era desconocida pamel incremento en el nimero de brotes

asociado al cambio climatico en paises conrecia de esta parasitosis de larga data (Horak

y Kol §Sov §etal®ald),; Hor §k
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Hay una notoria correlacion entre la familia de hospederos intermediarios y el continente
donde estos esquistosomas estan distribuidos. Por ejemplo, en Europa la neyasia d
caracolegjueactlan como hospederos de esquistosomas aviares soresabe la familia
Lymnaeidae, en Norteamérica es la familia Physidae seguido de Lymnaeidaee(Bxiant
2006; Brant y Loker 2009a, b; Soldanatéal 2013; Horalet al 2015). Sh embargo, para
Sudameérica hay varios t@axesalbergando larvas de esquistosomas aviares como las familias
Ampullariidae, Planorbidae, Physidae, Lymnaeidae, Cochliopidae, alaspspecies de la
familia Chilinidae son los hospederos de esquistosomas aviares mas frecuentemente
mencionados (ver Florest al 2015). No obstanteen Sudamérica hay una notoria
concentracion de la informacion sobre esquistosomas aviares, incluyendcripcais de
los vermes como de los casos humanos, en Brasil y Argentina @late2015, 2021; Pinto
et al 2014, 2017; Ebbst al 2016), mientras quenel restode los paises sudamericanos hay
una ausencia total de informacion (Floetsal 2015, #21) o conta®s reportegomo por
ejemploenChile (Paréy Black1999 Valdovinos y Balboa 2008; OyarzRuizet al 2019).

La sistematica de los esquistosomas neotropidalet de los esquistosomas marinos
como dulceacuicolags pobremente entendi(Rintoet al. 2014, 2017Floreset al 2015,
2021;Ebbset al. 2016; Branket al 2017). Hasta ahorajetegéneros yl1 especies se han
registrado en el Neotropico, aunque la mayoria de estos corresponden a registros antiguos sin
datos molecularg®intoet al 2014 Floreset al 2015, 2021Ebbset al 2016;Lorentiet al
2022. Ademas, hay aproximadamente 10 diferentes furcocercarias cuya identidad especifica
permanece desconocida (ver Szidat 1951, 1958; Martorelli 1984; Ebas2015). La
caracterizacion molecular es particularmente relevante para la identificacionegdealtiss
larvales reportados desde hospederos moluscos, los cuales son dificiles de clasificar al nivel
de especidebido a la morfologia y morfometria similar entre distintosrniag permitiendo
asi su comparacion con secuencias disponibles de potsntiakpederos definitivos,
contribuyendo al esclarecimiento de sus ciclos biolégicos (RBtaalt 2006; Brant y Loker
20094, b; Horélet al 2012, 2015).

En Chile, hay limitada informacién en relacién con los esquistosomas aviares con sélo
dos registros previos en aves acuaticas, el primero en el flamenco cRilermiCopterus
chilensisMolina, 1782) en el Norte del pais (Par8lack 1999) y el mas reciente refyis

en el cisne de cuello negf€ygnus melancoryphudolina, 1782) en el Sur de Chile
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(OyarzunRuizet al 2019). En ambos casos solo se registraron los vermes y huevos en cortes
histopatolégicos. Respecto a la dermatitis cercarial en elggdggeun Gnico registro de un

brote en la Laguna Chica de San Pedro, region del Biobio, en el afio 2006 (Valdovinos y
Balboa 2008). El esquistosoma responsable se identifico6 doinleobilharzia sp., sin
embargo, considerando los rasgos morfoldgicos de estasdtradas como el hospedero
intermediario involucrado, un caracol de la familia Chilinidae, su identidad fue recientemente
cuestionada (Pintet al 2014).

Chile posee una rica diversidad de moluscos dulceacuicolas, con 73 especies distribuidas
encincofamilias. De estas, las familias Chilinidae e Hydrobiidae albergan el mayor nimero
de taxonescon 30 y 22 especies, respectivaméxtddovinos 2006; Fuentealledt al 2010).
Globalmentecaracoles de las familias Chilinidae, Cochliopidae, Lymnaeidae y Phygsdae
han reportado como hospederos intermediariosl @iclo biologico de los esquistosomas
avi ar es efak20108Fbeet&l 2015; Horaket al 2015) Adicionalmente, est
cuatro familiaspose@ una amplia distribucion en las zonas Centro y Sur de Chile
particularmente los miembros de la familia Chilinigg#@ldovinos 2006 Fuentealbaet al
2010.

Aunque hay cierta informacion sobre la presencia de esquistosomas eniatggis,
no hay informacién especifica sobre su biologiemo la ecologia morfologia, ciclos
biologicosni secuencias de ADN. Asi, ptopositodel presente estudio fudentificar por
primera vez los hospeder@si como caracterizar faorfologiae informacion genéticde
esquistosomas aviares distribuidos en caracolegdio y sur d€hile. Ademas, establecer
un contexto para futuros estudios respecto a la biologia y sistematica deesstieds

desconodos en el Neotrépico.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipotesis 1

fiSi la mayoria de los registros de esquistosomas aviares en Sudamérica provienen de la

familia Chilinidae, entonces los hospederos intermediarios detestastods en los sitios

a muestrear en las zonas centro y sur de Chile corresponden a representantes de dicha

familiao.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo general

Describir lasdiferentes poblacionede esquistosomas aviares en moluscos gasteropodos

dulceacuicolas colectados @nersasareas de las zonas Centro y Sur de Chile

2.2.2. Objetivos especificos

Identificar y caracterizar morfologicacomo molecularmente las cercarias y
esporoquistes de trabodos Schistosomatidae aislados desde cada una de las especies
de moluscos dulceacuicolas.

Determinar los hospederos intermediarios que participan en los ciclos biologicos de
cada especie de esqushma aviar identificado.

Estimar los descriptoreparasitolégicos de prevalencia, intensidad media y
abundancia media de cercarias, ademas de la prevalencia de esporoquistes de cada
especie Schistosomatidae aislada para cada especie de molusco muestreado.
Analizar si hay asociacion entre los descriptgragasitologicos de prevalencia y
abundancia de lasematods Schistosomatidae respecto a los factores de tamafio y
especie de los moluscos muestreados.

Determinar el grado de especificidad de cada una de las especies de esquistosomas

aviares respecto deslaspecies de caracoles dulceacuicolas muestreados.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Materiales
3.1.1. Sitios de colecta de moluscos

Se realizdé la colecta de moluscos en estanques, humedales, lagos, lagunas y zonas
anegadas de las regiones del Nil), del Biobio(VIIl) y de Los RiogXIV). Los sitios
se caracterizaron por poseer abundante vegetacién acuatica con aguas trémauiks,
favorecela presencia de caracoles (Szidat 1951, 1958; Ostrowski de Nufiezch@82)Yle
aves anatidas, o al menosedqueran frecuentados por estdimas Todo lo anterior para
otorgarlas condiciones idoneas para que el ciclo biolégico de los esquistosomas aviares
pueda completarse. Ademas, tras cada visita en los sitios donde se colectaron los moluscos
se registraron las especies de aves acuaticas presentes en dichos sitios. riess artge
mencionadas fueron elegidas porque en la Laguna Chica de San Pedral@keBiohig se
reportaron tanto los primeros casos de dermatitis cercarial como de furcocercarias
(Valdovinos y Balboa 2008), ademas de un caso puntual en la Lagun&amagregion
del Nublg (Dato no publicad} y finalmente la region de Los Rios porque fue alli donde se
reportd por primera vez un anatido siendo parasitado por esquistosomas aviares en Chile
(OyarzunRuiz et al 2019) (Figura 1).

3.1.2. Colecta de moluscos

Paa la colecta de los moluscos, ésta se realizé durante las estaciones de primavera y
verano, ya que alli los caracoles presentan una mayor actividad, facilitando su colecta, y
comienzan a | i ber aetall2013). Respecto a taradicsratrél léstd § So v §
fue de2.284caracoles dulceacuicolas en total, tamafio basado en estudios previos (Ostrowski
de N¥%fez 1978 etall2010,2013; Kovdkt&l$012, 2015).

Los caracoles fueron colectados a mano desde plantas acuétiaggtroncos flotando
o sumergidos, como también mediante el uso de un colador con mango metalico de poco mas
de 1 metro de largo que permitié colectar aquellos especimenes que se encontraban a mayor
profundidad. La profundidad maxima de colecta de caracoles fl& deetros (Florest al
2015).

3.2.Métodos
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3.2.1. Hospederos
a. lIdentificacion de caracoles dulceacuicolas
i. Identificacion morfolégica

Mediante el uso de un pie de metro se registr6 en mm la longitud de las gonchas
considerando el borde anterior hasta el apedstleAdemassedeterming el lado en que se
dirigia la apertura de la conclmmo la coloraciéon ydisefi® en la mismaTodas estas
caracteristicasueron inicialmentecomparadas con las claves dicotomicaBse (1949,
1951) paraque luego un malacélogo expertn caracoles dulceacuicqlddr. Gonzalo
Collado de la Universidad del Biobio, confirrada identificacion.

3.2.2. Esquistosomas aviares
a. ldentificacion estadios larvarios
I. Emergencia cercarial y prospeccion estadios intramolusco

Los caracoles fueron dispuestos de forma individual en placas de cultivo celular de
12 pocillos bajo luz artificial durante 12 horas/dia por 3 dias consecutivos para estimular la
liberacion de cercarias. Cada caracol fue diariamente revisado bajo lumssipia
temprano en la mafiana (8 am), al mediodia, y en la tarde (6 pm). Las cercarias tipo
furcocercarias fueron colectadas con una pipeta de vidrio, disponiéndose sobre un
portaobjetos para ser tefiidas con tincion Rojo Neutral (Santacruz) mientras fue
observadas bajo microscopia de luz (Ostrowski de Nufiez 1978, 1992). Las furcocercarias
gue emergieron fueron observadas igualmente bajo estereomicroscopio para establecer su
comportamiento natatorio. Asi mismo, las respuestas conductuales a estiminasos y
mecanicogmovimiento del agua con ayuda de un asa mejdlieson evaluados. Ademas,
otros especimenes se preservaroatanolabsoluto (100%) para los analisis moleculares, y
etanol80% para la realizacion de microscopia electrénica dedarri ( K oet & 3040y §
Horaket al 2012;Christianseret al 2016; Marszewskat al 2016).

Al tercer dia los caracoles fueron diseccionados bajo lupa estereoscépica, haya
ocurrido o no liberacion cercarial, para determinar la presencia de estadio®losco, i.e.
esporoquistes, ademas de cercarias que se eraraentn desarrollo. Asi mismo, los
caracoles qumurieronantes del 3° dia fueron inmediatamente diseccionados. Se debe tener

en consideracion que la prevaleneitimadasolo en base a léberacion cercarial podria
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subestimar el valor real de dicho descriptor parasitolégico, por lo que la determinacion de
estos estadios intramolusco es importante (Hetad 2012, 2015). Los esporoquistes y/o
furcocercarias colectados durante la disec@i@ron depositados etanolabsoluto para los

andalisis moleculares.

il. Identificacion morfolégica

En cuanto a la morfologia interna, las cercarias vivas fueron tefiidas con Ro@on
Neutral (Neutral Red Solution, SANTACRUZ) mientras eran observadas bajo microscopia
de luz, permitiendo determinar el nUmero y patrén de las glandulas de penetraaddn com
también del sistema excretor en la superficie de su cuerpo, lo cual es de utilidad en la
identificacion de estas (Ostrowski de Nufiez 1978, 1992). Para realizar las mediciones y
calculo de proporciones de las diversas estructuras de las cercarias (@llerpfyrcas,
organo de penetracion, ocelos, acetabulo, primordio genital), un segundo pool de cercarias
no tefidasn vivofueron muertas y fijadas en etanol 96% para luegpreservadsenetanol
80%. Estas se tifieron con Alum Carmin, pasando paeodraciones crecientes dtanol
(70-100%), diafanizaas en aceite de clavo y finalmente montadas de forma permanente en
Balsamo de Canada para su caracterizacion bajo microscopia de lugt(@u2017). Las
mediciones se realizaron con el software idMdmnages Plus 2.0 asociado al microscopio
optico MOTICBA310 usando los objetivos 10x y 40x.

Adicionalmente, se destind un tercer pool de cercarias para la realizacion de
Microscopia electronica de barrido (MEB). Este procedimiento tiene la utilidad de
caracterizar detalladamente la superficie de las cercarias para determinar la presencia y
distribucion de estructurdales com@apilas y espinas sobre el cuerpo, tallo y furcas, los
cuales son de utilidad en la clasificacion de estos paréd<itod (§ & al\2@L0). Para llevar
a cabo dicha técnica, las cercarias fueron preservadas previametatecad0%, para luego
ser transferidaal liquido idnico por un maximo de 4 horas previo a la realizacion del. MEB
Los vermes fueron depositados sobna placa de fibra de carbono de 15 mm de diametro
(Astubo), l a cual f ue i n gde misr@scbpia etectronecd defi c 0 o |
barrido HITACHI SU 3500 para ser congelada-80°C y luego ser puesta al vacio. A

continuacion, y dependiendo das caracteristicas de los ejemplares, se establecié la
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configuracion del software (valores de spot-$PM, Kv y Pa) para obtener las imagenes
de los vermes.

La morfologia interng externa de las cercarias fueron comparadas con las claves
dicotbmicas deSzidat (1951, 1958), Ostrowski de Nufiez (1978, 1992), Martorelli (1984,
1989), Schell (1985), Horéadt al. (2002), Fernandezt al. (2013) y Floret al (2015).

Mediante la diseccién de los caracoles se determiné la presencia de esporoquistes, los
cuales se caracterizaron por ser largos y delgado, con células germinales o cercarias
inmaduras en su interior (Ostrowski de Nufiez 1978, 1992; Hetr@k 2002). Una vez
colectados fueron preservadosatanolabsolutg ya que al no poseer una morfologia t#pic
gue los distinga de otras familias tdematods, e.g. Diplostomidae, se requiere de técnicas
moleculares para confirmar su identificacion (Hoeékal 2012, 2015).

iii. Extraccion de ADN Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Dentro del grupo de cercarias colectadas se destiné un pool para la realizacion de
técnicas moleculares, debido a que la diferenciacion entre especies de un mismo género es
sumamente compleja. En el caso de ldadégs esporoquiste, todos estos fueron destinados
para la realizacion de técnicas de PCR.tt@matodo$ueronpreservados eetanolabsoluto
y a continuacion almacenadosla8 A C ( & al R08 (5 ldovaRt al 2012; Christiansen
et al. 2016). Se uliz6 ADN gendmico el cual fue extraido utilizando el kit DNeasy blood
and animal tissue (QIAGEN, Alemania) para el caso de las cercarias colectadas tras su
liberacion. En el caso particular de los esporoquistes, y teniendo en cuenta que éstos estan
asocialos profundamente al tejido de los caracoles, el ADN fue extraido mediante el kit
E.Z.N.A. Mollusc DNA kit (Omega Bidgek, Estados Unidos). Esta salvedad se debe a la
presencia de mucopolisacaridos en el tejido de los moluscos, los cuales son inhikithores d
PCR. En ambos casos se siguieron las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad de
ADN para cada muestra extrazda se midi- con
Las muestras con valores entre 1.6 y 2.0 para la proporcion de absork26@iA280
fueron consideradas puros y adecuados para la amplificacion mediante PCRetkdlare
2014). Finalmente, el ADN se preservé24°C hasta la realizacion del analisis molecular.

Un PCR Touchdown fue llevado a cabo para amplificaségsiencias parciales de
los genes citocromo oxidasa subunidad 1 (COlI ADNmt) y 28S (ADNr) (Brant y Loker 2009a;
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Pinto et al 2014). Para COIl una PCR seamidada fue realizada usando los cebadores
Cox1_schist_5' y Cox1_schist_3', sin embargo, cuando leemseeagion fallé debido a
problemas en las secuencias obtenidas, los cebadores CO1F15, CO1R15 y el cebador de
secuenciacion interno CO1RH3R fueron usados. Para 28S, una PCR anidada fue llevada a
cabo usando los cebadores U178, L1642, y los cebadores dadacion internos ECD2 y
DIG12. Para detalles de las secuencias de cada cebador ver Tabla 1g{T&h@000;
Lockyeret al 2003; Olsoret al 2003; Brant y Loker 2009a). Cada reaccion se realizé acorde
a | o suger ietald20@RpyHordderab (308.%); se agregd 3 pL de ADN templado
en un mx de Q3 pL Polimerasa DreamTaq (Thermo Scientific, USA) QL dNTPs
(0,2mM), 25 pL tampoén DreamTaq, 1 pL de cada cebador (10 pmol),¥ b de agua
ultra-pura para completar un volumen final de 25 pL

El protocolo de amplificacion vario acorde a cada gen. En el caso del gen COI fue:
15 ciclos de hibridacion a 50°C, 49°C, 48°C, 47°Cy 46°C con 3 ciclos cada uno durante 30
segundos. Luego 20 ciclos de hibridacion a 45°C por 30 segundos. La extemselizéa
72°C y la desnaturalizacion a 95°C. Mientras tanto para el gen 28S el protocolo considero:
15 ciclos de hibridacion 85°C, 54°C, 53°C, 52°C y 51°C con 3 ciclos cada uno por 30
segundos. Luego 20 ciclos de hibridacion a 50°C por 30 segundos. La extension se realizo a
72°C y la desnaturalizacion a 95°C. Los amplicones fueron dispuestos en electroforesis en
geles de agaros@% con la tincion GelR&d (Biotum, USA), y visualizados en el
transiluminador UV ENDUR®' GDS. Los amplicones del tamafio esperado fueron
purificados y secuenciados en ambas direcciones en Macrogen (Seul, Corea del Sur;

https://dna.macrogen.co)nkEn el caso de detectar dobles bandeos se solicité a Macrogen la

extraccidon en gel, con la posterior purificacion y secuenciacion.

iv. Andlisis filogenéticos

Se verifico la calidad y se editaron las secuencias con el pro@an&ous Prime®

version (v) 2021.2.2 https://www.geneious.comcon el fin de obtener las secuencias
consenso. Ademas, para comparaciosedlevaron a cablblsquedas de alineamiento local

basico con la herramienBLASTn (https://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAS)/ y secuencias

similares se descargaron de GenBankipé://www.ncbi.nim.nih.goyv (Tabla 2) para

construir multiples alineamientos en Geneious empleando el algoritmo MAFFT (Katoh y
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Standley 2013). Alternativamente se utilizo el software Mesquite para dicho alineamiento,
para luego ser revisado en el programa MEGA7 (Kwhat 2016).

Tabla 1. Cebadores usados en el presestedig detallando los parametros utilizados epretocolo
de PCR y el tamafio esperado de banda pam@elictode PCR.

Gen Cebador Secuencia To (C°)* Lo(r;) gt;;ud Referencias
COl Cox1_schist_5 TCTTTRGATCATAAGCG _ 1000 | ockyeret al
50-46 ciclo (2003)

Cox1_schist_ 3 TAATGCATMGGAAAAAAACA 1; 45 ciclo 2
CO1F15 TTTNTYTCTTTRGATCATAAGC 600 Brant v Loker
CO1R15 TGAGCWAYHACAAAYCAHGTATC  50-46 ciclo 6220369;’) ©
CO1RH3R 1; 45 ciclo 2
iterno TAAACCTCAGGATGCCCAAAAAA

28S U178 GCACCCGCTGAAYTTAAG 1500  Tkachet al
L1642 CCAGCGCCATCCATTTTCA 5551 ciclo Loéiggfgt’ N
DIG12 interno AAGCATATCACTAAGCGG 1; 50 ciclo 2 (2003), Olson
ECD2 interno CTTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG et al (2003)

*Temperatura observable

Para ambos genes, las reconstrucciones filogenéticas se realizaron mediante los
meétodos de Maxima Verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB) copriogramas 1Q
Tree v1.6.12 (Nguyeet al. 2015) y MrBayes v3.2.6 (Ronquittal 2012), respectivamente.
Los mejores modelos de sustitucion nucleotidica para los analisis de MV fueron
seleccionados usando | os c o-mdMRPHEMERGEDe Ip aalagor i
COl -m MFPO para 28S efdadl?).dmainzene paratehajuar la
robustez del arbol filogenético inferido con 1.000 psewdgbiicas de bootstrapping
ultrar8pido, se emplearon | os miltcoldionsbidneg op er
con IQTREE. Bootstrap ultrardpido con valores inferiores a 70 se consideraron como
soportebajo fo-significativog, entre 70 y 94 como soporte moderado, y sobre 95 como un
soporte estadistico robusto (Miehal 2013).

En el analisis de IB sasaron los siguientes comandos de MrBayes para seleccionar
los mejores modelos evolutivos: para el set de datos de COIl que fue particiortes en
particiones (codon1l, codon?2 y codon3d) el
ngammacat =40, y top der28S et tomasde t"nstnexed dades=gamma

ngammacat=4" (Huelsenbeekal 2004; Ronquistt al 2012). Todos los pardmetros fueron
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desligados (Aunlinkedo) entre | as pédrticion
generaciones y cuatro cadenas MCMCcerrieron simultaneamente, muestreando arboles

cada 1.000 generaciones, y removiemdg .|l daspr
probabilidades bayesianas posteriores (BPP)

fuerte soporte estadistico (Huelbenk y Rannala 2004).

Por otro lado, las secuencias analizadas para ambos genes a través de MV e IB fueron
concatenados. Estos sets de datos de secuencias concatenadas fueron creados con el programa
Mesquite v3.70 (Maddison y Maddison 2021). En el casdBgecuatro particiones se
establecieron: uno para 28S (nst=mixed rates=gamma ngammacat=4) y tres para COlI,
codonl, codon2 y codon3 (nst=mixed rates=invgamma ngammacat=4). Todos los
par 8metros entre | as partici onsesdetlatos,docsn des|
pruebas independientes de 8 ¥ B@neraciones y cuatro cadenas MCMC se corrieron
simultdneamente, con un muestreo de arboles cada 1.000 generaciones y removiendo los
primeros 25% c omnron og)u.e nkand ot so d(ofisb LpragamacTeasedo s, S e
v1.7.1. para confirmar la correlacion y tamafo de muestreo efectivo (ESS) de las cadenas de
Markov (Rambauet al 2018).

Las distancias genéticas entre los linajes aislados en el presente estudio y aquellos
utilizados en los analisis @igenéticos se estimaron usando el programa MEGA7 (Ketnar
al. 2016).

3.2.3. Descriptores parasitologicos YAnalisis estadisticos

Los descriptores parasitologicos de prevalencia (P), intensidad de infeccion (I),
intensidad media ) y abundancia media (A de cercarias, ademas de la prevalencia (P)
de esporoquistes fueron calculagasterpretadoacorde a Buskt al (1997)

La asociacion entre la longitud de la concha y la presencia/ausencia de furcocercarias
se analiz6 mediante Regresion logistica simpéeasociacion entre la longitud de la concha
(en mm) y la cantidad de furcocercar{abundancipse analiz6 mediante una Regresion
binomial negativa simple. Los andlisis mencionados se realizaron con el softata/BES
17 Stata Corp LLC

Se evalué la eggificidad de cada especie de esquistosoma aviar respecto a las

distintas especiede moluscosmediante el indice de Especificidad de Poulin y Moulliot
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(Sp) (Poulin 2007) que permite una comparacion entre diferentemdage parasitos
utilizando una gama de diferentes especies hospederas. Este indice mide la distincion
taxon-mica (n¥Ymero de fipasoso0 desde g®nero
parejas de especies hospederas usadas por una especie parasita. El valor del indice es
inversamente ppmorcional a la especificidad; un alto valor del indice significa que en
promedio los hospederos de una especie de parasito no estdn cercanamente relacionado. Al
comparar los valores det$Sentre diferentes parasitos, aquel con el menor valor indicara un
mayor nivel de especificidad, caso opuesto si el valor es mayor. El valape Sigiere

un parésito altamente especifico (Poulin 2007).
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Tabla 2. Secuencias obtenidas en GenB&lo se detalla la informacion de los esquistosomas aviares dentro o cercanamente relacionados con el

cladoDAS, mientras que el resto de losaaesforman parte dejrupo externd gutgroup .)

Taxon

Hospedador

Localidad

Cadigo de acceso
Genbank

28S

COl

Schistosomatidae sp. MSB Para 7973 Lineag
Schistosomatidae sp. MSB Para 7977 Lineag
Schistosomatidae sp. MSB Para 7970 Lineag

Schistosomatidae sp. MSB Para 7959 Lineag
Schistosomatidae sp. MSB Para 7969 Lineag

Nasusbilharzia melancorhypha

Schistosomatidae sp.

Schistosomatidae sp.

Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.

MSB Para 7954 Lineag

MSB Para 7952 Lineag

&delanoides tuberculata

CRAM2127

ex penguin JA 2014
w829

W636

W640

w217

Avian schistosomatid sp. W32aminoeaCA
Dendritobilharzia pulverulenta
Dendritobilharziasp. W499

Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.
Schistosomatidae sp.

2 W402
2W165
2 W480

Chilina dombeyangGastropoda, Chilinidae)
Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)

Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)
Chilina perrieri (Gastropoda, Chilinidae)
Cygnus melancoryphiéves, Anatidae)

Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)

Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)

Melanoides tuberculatéGastropoda, Thiaridae)
Spheniscus magellanic(aves, Spheniscidae)
Spheniscus demers(sves, Spheniscidae)
Larus dominicanugAves, Laridae)
Siphonaria lessoni{Gastropoda, Siphonariidae
Siphonaria lessoni{Gastropoda, Siphonariidae
Haminoea japonicgdGastropoda, Haminoeidae
Haminoea japonicé§Gastropoda, Haminoeidae
Gallus gallus(Aves, Phasianidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae)
Aix sponsgAves, Anatidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae)

Lago Mascardi, Argentina KC113055

Lago La Patagudrgentina
Chilina neuquenensig&astropoda, Chilinidae) Lago Correntoso, Argentin

Reserva Pellegrini,
Argentina

Lago Musters, Argentina
Lago Mari Menuco, Lago

Pellegrini, Argentina
Reserva Pellegrini,
Argentina
Lago Nahuel Huapi,
Argentina

Emiratos Arabes Unidos

Rio Grande, Brasil
Sudéfrica
Argentina
Argentina
Argentina

EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA
EUA

KC113059
KC113053

KC113065
KC113071

KC113073
KC113075

KC113078
KC113086

MWO000331 Mw012493

KC113051

KC113049

JX875068
MG670449
KM023789
KX302891
KX302889

GQ920620
AY157241

MF598180

MF598182

KC113072

JX875069
MG707172

KX302898
KX302897
KX302895
AY157187
KX302892
MF598175
MF598174
MF598176
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Schistosomatidae sp. 1 W847
Schistosomatidae sp. 1 W848
Gigantobilharzia huronensis

Avian schistosomatid sp. W2081

Trichobilharzia querquedulae
Trichobilharzia querquedulae
Trichobilharziasp. A SVB 2009 W149
Trichobilharziasp. B SVB 2009
Trichobilharzia physellae
Trichobilharzia physellae
Trichobilharzia franki

Trichobilharzia regenti

Trichobilharzia szidati

Trichobilharzia mergi
Trichobilharziasp. C
Trichobilharziasp. D W376Stagnicola
Trichobilharzia stagnicolae
Trichobilharziasp. E W332 Stagnicola
Trichobilharziasp. PYOLO010
Anserobilharzia brantae
Allobilharzia visceralis

Bilharziella polonica

Avian schistosomatid sp. W1285
Heterobilharzia americana
Schistosomatium douthitti
Schistosoma intercalatum
Schistosoma bovis

Biomphalaria glabratg{Gastropoda, Planorbida¢
Biomphalaria glabratg{Gastropoda, Planorbida¢

Agelaius phoeniceugves, Icteridae)

Ceratophallus natalensi&astropoda,
Planorbidae)

Spatula cyanopterfAves, Anatidae)
Spatula versicolofAves, Anatidae)
Mareca americangAves, Anatidae)
Mareca americangAves, Anatidae)
Bucephala albeolgAves, Anatidae)
"Mallard" (Aves, Anatidae)
Radixsp. (Gastropoda, Lymnaeidae)
Radix peregrgdGastropoda, Lymnaeidae)

Lymnaea stagnali€Gastropodal.ymnaeidae)

Mergus serratoi(Aves, Anatidae)
Lophodytes cucullatu@ves, Anatidae)
Stagnicolasp. (Gastropoda, Lymnaeidae)
Mergus merganseAves, Anatidae)
Stagnicolasp. (Gastropodd,ymnaeidae)
Radix rubiginosgdGastropoda, Lymnaeidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae)
Cygnus columbianu@ves, Anatidae)
Anas platyrhynchu@ves, Anatidae)
Biomphalaria sudanicgGastropoda, Planorbidax

Brasil
Brasil
EUA

Kenia

EUA

Argentina

EUA
EUA
EUA
EUA
Alemania

Republica Checa

Republica Checa,
Bielorrusia

Islandia
EUA
Canada
EUA
Canada
Tailandia
EUA
EUA
Ucrania
Kenia

MF598183
AY157242

AY858887
FJ174470

FJ174472

FJ174474
FJ711768
AY157244

AY157245
JX456158

FJ174481
FJ174478
FJ174480
FJ174466
EF114223
AY157240
AY858886
AY157246
AY157247
AY157262
FJ897156

MF598177
MF598178
AY157188

AY829247

KU057184
FJ174524
FJ174528

MK433251
FJ174530

AY157190

MT708491

JX456172
FJ174529
FJ174485
FJ174490
FJ174483
MW525202
MK433247
EF114224
AY157186
AY829246
AY157192
AY157193
AY157208
MK757181
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Schistosoma haematobium
Schistosoma mattheei
Schistosoma margrebowiei
Schistosoma leiperi
Schistosoma indicum
Schistosoma spindale
Schistosoma nasale
Schistosomaodhaini
Schistosoma mansoni
Schistosoma turkestanicum
Schistosoma edwardiense
Schistosoma incognitum
Schistosoma hippopotami
Schistosoma japonicum
Schistosoma mekongi
Schistosoma sinensium
Schistosoma malayensis
Bivitellobilharzia nairi
Bivitellobilharzia loxodontae
Macrobilharzia macrobilharzia
Schistosomatidae sp. W688
Austrobilharziasp.
Austrobilharzia terrigalensis
Austrobilharzia variglandis
Ornithobilharzia canaliculata
Spirorchis scripta

Learedius learedi
Hapalotrema mehrai

AY157263
AY157265
AY157260
AY157261
AY157258
AY157257
AY157259
AY157256
AY157173
AY157254
AY197344
AY157255
AY197343
746504

AF465922
AF465924
AY157252
AY858888
JN579949
AY858885
KF672860
JF742195
AY157249
AY157250
AY157248
AY222174
AY604707
AY604708

AY157209
AY157211
AY157206
AY157207
AY157204
AY157203
AY157205
AY157202
NC002545
KC456234
MT886702
AY157201
AY197346
EU325879
AY157199
AY157197
AY157198
JQ975011
IN579948
AY829248

AY157195
AY157196
AY157194
AY829243
OK039252
AY829244

24



4. RESULTADOS
4.1.Caracoles dulceacuicolas como hospederos intermediarios

Se coledb un total de 284 caracoles dulceacuicolas de seis especies provenientes de
tres regiones de la zona Cenr8or del pais; Nuble, Biobio y Los Rios (Figura 1). Entre las
especiesle caracolesstan:Ancylussp. (Planorbidae) (n= 24) colectado desgdsitio en la
region del Biobip Chilina dombeyangowerby, 1838 Chilinidae) colectado desdegna
localidad en la region del Nuble (n= ®essitios en la region del Biobio (n= 481)dps
sitios en la region de Los Rios (n= 224ymnaeasp. (Lymnaeidae) desdma localidaden
la region del Biobio (n= 56) y otro en la regién de Los Rios (ns RBysella acuta
(Draparnaud, 1805) (Physidae) desdslocalidadesen la region del Nuble (n= 354Jps
en la region del Biobio (n= 819)cpatroen la region de Los Rios (n= 22§)Potamolithus
spp. (Tateidae) desdenalocalidad en la region del Biobio (n= 57jrgssitios en la region
de Los Rios (n=224). La Tabla 3presentael detalle del sitio especifico para cadadtarn
cada region considerada en el presente estudio.

De todbs los taxones de caracoles detallag anteriormente, solo la espedi
dombeyangproveniente de la Laguna Chica de San Pedro de la Paz, region del Biobio,
(36 A5006% B3 AD O B le8uRGd parasitada con estadios intramolusco de
esquistosomas aviares, incluyendo esporoquigt@scocercarias. La prevalencia total,
considerandaodos los caracoles colectados, fue de 1,53% (35/2284), mientras que la
prevalencigenla especie de molusco parasitado fue d&%,€5/714) De los 35 caracoles
parasitados, 25 liberaron un total de 3893 furcocercarias durante el periodo de estimulacién
luminosa (b= 155,72; R= 1908; Au= 5,45). Se describieron tres linajes de furcocercarias
[, 'y lll. LosLinajes |y Il se describieron morfol6égig moleculamente mientras que el
Linaje IIl solo pudo describirse morfolégicameri.Linaje | (n= 662 furcocercarias) se
aislé desdeinco caracoles, el Linaje Il (n= 32Ztrcocercariasdesde 22 caracoles y el
Linaje Il (n= 4 furcocercarias) desdm caracol. Ademas, tres caracolesdewnciaron ce
infeccion entre los Linajes | y Il

Se registrda presencia del simbiontehaetogastesp. (Annelida: Naididae) en cada
una de las especies de caracoles colecaEdésssiguientes porcentajes; 3,65% (26/7&8)

C. dombeyana0,79% (11/1390gnP. acutay 123% (181) en Potamolithusspp. En los

gasterépodosAncylus sp. y Lymnaeasp. este simbionte no fue registrado. En el caso
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particular de los 3%. dombeyangarasitados por esquistosomas aviares, en 9 de ellas se

registro dicho simbionte.

72°0 N
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¢
{ RioNuble " o .o
e G Rt \_ AT 4y 20°8 20°s
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Figura 1. Mapa de las regiones consideradas en el presente estudio, especificando los sitios
muestreados. Abreviaturas: UdeC= estanque de la Universidad de Concepcion, UACh= potreros

inundados de la Universidad Austral de Chile.

4.2.Liberacion, comportamiento cercarid y sobrevida

En cuanto a la periodicidad de la emergencia cercarial, gran parte de las cercarias
liberadas fueron registradas durante las horas de la mafiana entre las 08 am y 12 pm,
aproximadamente, mientras que s6lo unas pocas cercarias se registrare @utarde
(18:00). Los caracoles que liberaron furcocercarias fueron aquellos colectados entre
noviembre 2019 y febrero 2020.
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Tabla 3. Localidades consideradas en el presente estudio, incluyendo el tamafio muestral por
localidad para cada especie deacol.

Especie de caracol (n)

Localidad Coordenadas Physella  Chilina  Lymnaea Potamolithus Ancylus
acuta  dombeyana  sp. spp. Sp.

Region del Nuble
36°39'31.22"S,

El Quillai 72°12'11.760 20 0 0 0 0
. i 36°38'4.00"S,

Rio Chillan 72°4'56 540 1 0 0 0 0
Co 36°34'59.40"S,

Rio Nuble 72°13'49 340 330 8 0 0 0

Regién del Biobio

Universidad de 36°49'41.75"S,

Concepcion (Udec) 73°2'13.450 0 25 0 0 0

Laguna Chicade  36°50'54.34"S,

San PedrgSP) 73°5'5.160 57 47 56 57 0

Laguna Grande de 36°51'21.04"S,

San Pedr¢SP) 73°629.850 102 9 0 0 24

Regién de Los Rios

Humedal de 39°51'23.21"S,

Angachilla 73°14'5.710 - = 0 S 0

Jardin Botanico 39°48'10.46"S,

(Valdivia) 73°14'56.070 R 15 0 14 0

Laguna de Los 39°48'35.85"S,

Patos (Valdivia) 73°15'23.130 10 g 0 S 0

Universidad Austra 39°48'11.76"S, 111 0 19 0 0

de Chile (UACh)  73°15'19.210

Tras emerger del caracol, las furcocercarias se reunieron en la zona mas iluminada del
pocillo, sugiriendo un comportamiento fototactico positivo. Estas nadaron sacudiendo
enérgicamente el cuerpo y principalmente la cola de forma circular, para luegzaespl
hacia adelante con el cuerpo, aunque no necesariamente en una direccidn recta, incluso
haciendo movimientos en circulos durante dicho desplazamiento. Ademas, algunos
ejemplares, realizando los mismos movimientos descritos, pero se desplazabafucoada
hacia adelante, e incluso alternando entre ambos movimientos. Después de unos pocos
segundos de nado (~10 segundos) quedan en posicion de reposo con el cuerpo en su lado
ventral totalmente extendido en la superficie del agua con ayuda del azetdieatras que
el tallo estd en un angulo no superior a 45° respecto al cuerpo y las furcas en un angulo
cercano a los 90° respecto del tallo, con movimeotasionales débiles de plegamiento de
estas Ultimas. Este comportamiento de reposo tuvo unai@unads breve, de unos ~5

segundo aproximadamente, para luego reanudar el nado. Mientras tanto, otras cercarias se
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adhirieron al borde del pocillo con ayuda del acetdbulo permaneciendo alli por mayor tiempo
(~1 minuto) con movimientos ocasionales del paer cola, siempre en asociacion a la zona
mas superficial del agua donde llegaba con mayor intensidad la luz. No obstante, unas pocas
furcocercarias se adhirieron al fondo del pocillo con ayuda de su acetabulo, manteniéndose
casi en paralelo con el fondo.

Tras mover con una fuerza moderada la superficie del agua con un asa metatita
5-10 segundqdas furcocercarias que estaban en reposo, tanto en la superficie del agua como
aquellas adheridas al pocillo, reanudaron su movimiento enérgico enraneotle agua, lo
cual plantearia un comportamiento mecanicamente positivo. Al colocar las furcocercarias
entre cubrey portaobjetos, varias continuaron nadando hasta que el exceso de agua fue
removido con papel absorbente, y tras ello comenzaron a aghedn su acetabulo al
cubreobjetos, iniciando la liberacion enzimatica desde el 6rgano cefalico. TragQunos
minutos bajo el cubreobjetos desprendieron su cola y el movimiento de la furcocercaria
comenzo a disminuir paulatinamente hasta cesar totalntkameo paso a la degradacion de
la pared corporal. Todo el comportamiento descrito fue replicado pairiags | y Il de
furcocercarias aislados. Para el caso del Linaje Ill no se caracterizé su comportamiento.

En relacion con la sobrevida de las furcocercarias, teniendo en consideracion desde el
momento en que fueron liberadas hasta el hallazgo de furcocercarias muertas en el fondo del
pocillo, se sugiere que estas no son capaces de sobrevivir mas alla desadlh@ambiente

bajo las condiciones del laboratodetalladas en el presente estudio.

4.3.Descripcion morfologica de los estadios intramolusco

a. Esporoquistes

Los esporoquistes se encontraron asociados a la glandula digestiva de los caracoles, y
cuando la parasitosis con estos era masiva, abarcaban ademas las areas circundantes a dicho
organo como por ejemplo el buche (Figura 2). Estos se organizaban comoduna re
adhiriéndose profundamente al tejido digestivo del caracol ya que la Unica forma de
removerlos era bien rompiendo los esporoquistes o desgarrandolos con el tejido del molusco.
Al ser observadas en detalle estas presentaban movimientos pulsatiles yléindes
romperse, liberaban las furcocercarias que estaban desarrollandose en su interior. Algunos

especimenes fueron dispuestos entre poytacubreobjetos para observarlos bajo
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microscopio. Alli se pudo constatar el desarrollo de furcocercarias Schstidae en su

interior, contdndose hasta 4 cercarias oceladas, las cuales bajo la presion del cubreobjetos se
movian de forma muy activa, por lo cual probablemente estos eran los responsables del
movimiento observado en los esporoquistes. Estos espoesjeistn grisaceos, de pared
delgada y con forma tubular, con una longitud maxima de unos 5 mm, la superficie corporal

era lisa en toda su extension.

Figura 2. Esporoquistes en red penetrando la glandula digestiva del c@ratoa dombeyana
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b. Furcocercarias

Las furcocercarias presentaron un cuerpo fusiforme espinoso, una cola con un tallo
delgado y largo compuesto de mdltiples nucleos y células dispueatgmaimente una
frente a la otra, ademas de presentar dos furcas. Presentaron un par de ocelos pigmentados
conformados por unas pocas células circulares entre el limite del primer y segundo tercio del
cuerpo. En el tercio anterior del cuerpo se obsen&@gdno de penetracion notorio de
desarrollo muscular variable, desde la cual son liberados los componentes enzimaticos
durante la penetracion cutanea. Presentaron un acetabulo circular de marcado desarrollo,
muscular y pulsatil. El cuerpo y tallo de laaaarecen de un velo natatorio, mientras que
las furcas presentaron un velo natatorio delgado sin espinas a lo largo de toda su superficie
dorseventral, extendiéndose levemente desde el borde caudal de cada furca. Tallo
compuesto por multiples células ifiasmes organizadas de forma diagonatiescolumnas,
siendo separadas entre si por un canal delgado y central. El canal excretor desemboca en el
borde posterior de las furcas. Se determiné la presenciinde pares de glandulas de
penetracion las cuaese organizaron como se detalla a continuacion: dos pares de gran
tamafno anterior al acetabulo, otras dos pequeinas en ubicacion lateral respecto al mismo
organo, otro par de glandulas pequefias posterior al acetabulo, y finalmente otro par de
glandulas denayor tamafo que se extendian hasta el borde anterior de la vesicula excretora.
Los ductos de estas glandulas convergian con anterioridad al acetabulo, pasando de forma
ondulada entre los ocelos, hasta desembocar en el borde posterior del 6rgano eefalico d
penetracion (Figura 3). Esta organizacion de dichas glandulas fue compartida entre todas las
furcocercarias aisladas.

Respecto a las mediciones y proporciones entre estructuras, se pudieron identificar tres
linajes. El Linaje | se aislo desdenco caraoles, el Linaje Il se reporté en 22 caracoles, y
finalmente el Linaje Il se aisld sélo desde un caracol con un totalateofurcocercarias.

Asi mismo, entres caracoles se reportdé una-icdeccion entre lod.inajes | y Il. Las

caracteristicas de estos linajes se detallan a continuacion (Figlraaldla 4).

30



125 pm

Figura 3. Furcocercarigschistosomatidae. Se destaca con diferentes colores la organizacién de las

glandulas de penetracion.

1 Linaje |

Las furcocercarias montadas presentaron las siguientes caracteristicas bajo la
microscopia oOptica: cuerpmotoriamente mas ancho respecto al tallo y cubierto
homogéneamente por pequefas espinas en su superficie, ocelos redondeados pigmentados
ubicads en &€segundo tercio. Organo de penetracion con base muscular muy desarrollada,
pudiendo evidenciarse las fibras musculares transversales. El contenido de las 1° a 4° par de
glandulas de penetracion es de granulos grandes, mientras que el Gltimo par estastoesmp
por granulos finos y hialinos. Primordio genital evidente a la tinciérAdmm Carmin pero
no con la tinciénRojo Neutral. Este es semircular, compuesto de muiltiples células
organizadas de forma compacta y se ubica casi inmediatamente céaoddégiosterior del
acetdbulo. Cuerpo casi de la misma longitue eltallo. Las furcas son de longitud
considerablemidenaproximadamente la mitad de la longitud del tallo.

Se caracterizé el sistema protonefridial compuesto por unas células ciladaddb

células flama, las cuales se organizaronanoo pares de células flama en el cuerpo y otro
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par en el tallo. Las ubicadas en el cuerpo se organizaron de la siguientedfuspsaes de

células flama ubicados en el area entre los ocelos y acmtaboh el primer par
inmediatamente posterior a los ocelos y el otro par a media distancia entre los ocelos y el
acetabulo; y otrotrespares de células flama posterior al acetabulo, con el primer par a la
altura del borde posterior del acetdbulo, otmealia distancia, y el tercer par lateral a la
pequefia vesicula excretora. Ademas, el Ultimo par de células flama se ubicé al inicio del
tallo, poco después de su union con el cuerpo de la cercaria. Dicho lo anterior se plantea la
siguiente formula protongdlial: 2[(2)+(3)+(1)]= 12 (Figura4A y 5A, B).

(A)

2[B)+3)H(D)]= 14

Figura 4. Organizacion de las células flama en el cuerpo y tallo de la cola del Linaje | (A) y linaje Il

(B). Abreviatura: Ace= acetabulo.
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Figura 5. Imagenes microscopicas de los linajes aislados y tefiidos con Alum CarrByL{#aje

. (A) Furcocercarian toto, nétese la longitud similar del cuerpo y del tallo de la cola. (B) Organo de
penetracion en el tercio anterior del cuerpo con su musculatralesarrollada la cual es evidente

en su base (punta de flecha). Imagen insertada: Detalle de la region acetabular. Nétese la proximidad
entre el acetdbulo (asterisco) y el primordio genital (punta de flechd)) (Gnaje Il. (C)

Furcocercarian toto, notese la diferencia entre la longitud del cuerpo y el tallo de la cola, la cual es
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casi el doble que la primera. (D) Tercio anterior del cuerpo donde es evidente el érgano de penetracion
(punta de flecha), sin embargo, su desarrollo muscular es mspect@al linaje I. Imagen insertada:
Notese la distancia entre el acetabulo (asterisco) y el primordio genital (punta de fleEh&jngie

lll. (E) Furcocercarian toto, esta cercaria fue el linaje mas pequefio aqui aislado. (F) Cuerpo con un
organo @ penetracion débilmente desarrollado (punta de flecha blanca). Notese la corta distancia
entre el acetabulo (asterisco) y el primordio genital (punta de flecha negra).

En cuanto a las caracteristicas del tegumento obsex®adl MEB (Figura 6) se pued
destacar la presencia de pequefas espinas densamente organizadas sobre el tegumento del
cuerpo, principalmente en la zona anterior al acetabulo, y con un mayor nimero sobre el area
del organo cefalico, el cual ademas posee un aspecto globoso. Estas déspron
disminuyendo en densidad en la zona ventral y lateral del cuerpo, hasta desaparecer en torno
al borde posterior del cuerpo, en la unién con el tallo caudal. En el caso de la zena post
acetabular dorsal, dicha disminucién de las espinas se obs@ediatamente a la altura del
acetabulo para luego desaparecer totalmente a poca distancia. En las zonas laterales esta
disminucién gradual en las espinas se torna absoluta a media distancia entre el acetabulo y
borde caudal del cuerpo. Mientras que,la&rzona ventral posicetabular, el nimero de
espinas se reduce gradualmente, hasta desaparecer recién poco antes de llegar al borde caudal
del cuerpo. En el borde apical del 6rgano cefalico se pueden observar las multiples aperturas
desde donde se excrethcontenido enzimatico de dicho érgano. Asi mismo se observan
algunas estructurasmilares apapilas bordeando dichas aperturas. El acetabulo extruido
carece de espinas, excepto en su borde apical, donde unas pocas espinas pequefias y mas
cortas que ladel cuerpo se presentan de forma irregular en su organizacion, aunque muy
juntas entre si. Adicionalmente, el tegumento-peetabular del cuerpo presenta una menor
concentracion de espinas en comparacion al resto del citegumentalel cuerpo tiene
un aspecto poroso en toda su extension. El tallo caudal estd densamente cubierto de espinas
de mayor tamafio que las del cuerpo, presentandose de forma densa y en toda su extension.
Adicionalmente, el tegumento del tallo caudal, en su primer tercio, @siErto por una
malla con aspecto de panal de abejas, patron que va desapareciendo gradualmente hasta ser
apenas perceptible en el segundo tercio del tallo y totalmente ausente en el Ultimo tercio. Las

furcas también presentan espinas, aunque mas fihgs mas largas que las del tallo caudal,
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no obstante, su densidad es similar. En estas furcas se observa claramente la presencia de un

velo natatorio dorseentral el cual carece de espinas.

1 Linaje ll

Las furcocercarias montadas presentaron sagiientes caracteristicas bajo la
microscopia Optica:uerpo cubierto homogéneamente por pequefias espinas en su superficie,
el ancho del cuerpo es levementayorrespecto al talloOcelos redondeados pigmentados
ubicadas en el segundo terdai@l cuerpo Organo de penetracion con base muscular
débilmente desarrollada. Se obsertraéspares de papilas sin pelos sensitivos evidentes en
el borde del cuerpajospares en el borde anterior del 6rgano de penetracion y el otro par
ubicado de forma lateral a lase de dicho 6rganonoa cada lado. El contenido del primer
par de glandulas de penetracion, craneal al acetabulo, es de granulos gruesos, incluso con
algunos pigmentos oscuros en ciertas areas, distribuyéndose hasta la base del érgano de
penetracion. Meéntras tanto las demas glandulas tienen granulos mas finos y hialinos. El
primordio genital es evidente a la tincion cAlum Carmin pero no con la tincioRojo
Neutral. Este es ovalado, compuesto de mdltiples células organizadas de forma compacta y
se ubca aproximadamente a media distancia entre el acetabulo y borde caudal del cuerpo.
Largo del cuerpanide aproximadamente la mitad de la longitud del tallo. Furcas cortas
respecto al tallanidenaproximadamente un tercio de su longitud.

El sistema protorfedial estdorganizadoen seispares de células flama en el cuerpo y
otro par en el tallo. Las ubicadas en el cuerpo se organizaron de la siguiente forma: el primer
par de células flama se ubica a poca distancia del borde posterior del érgano cefalico, en los
bordes laterales del cuerpsiendo en algunos especimenes dificiles de localizar; el segundo
par de células flama se ubica inmediatamente posterior a los ocelos y el otro par
aproximadamente a media distancia entre los ocelos y el acetalngdmtrostrespares de
células flamaestan en el area pemtetabular, con el primer par a la altura del borde posterior
del acetabulo, otro a media distancia, y el tercer par craneal a la pequefa vesicula excretora.
Ademas, el ultimo par de células flama se ubicé al inicio del tallo, pespuds de su union
con el cuerpo de la cercaria. Dicho lo anterior se plantea la siguiente formula protonefridial:
2[(3)+(3)+(1)]= 14 (Figura4B y 5C, D).
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Figura 6. Imagenes MEB del tegumento del linaje 1. (A) Organo de penetracion en elahsesean

un par de estructuras tipo papilas en el borde del 6rgano (punta de flecha). (B) Tegumento del cuerpo
con aspecto poroso (asterisco) que se observa claramente posterior al acetabulo. (C) Acetabulo
cubierto en su extremo exterior por pequefias aspiensamente agrupadas (punta de flecha) que
contrastan con el resto del acetdbulo donde no se observan espiap3efio posterior del cuerpo

donde las espinas desaparecen gradualmente (puntas de flecha) hasta ya no presentarse el borde
posterior. (B Obsérvese también el mayor tamafio de las espinas del tallo de la cola en comparacién
con las del cuerpo. (F) Tallo de la cola con una delicada malla en forma de panal sobre su tegumento.

36



El cuerpo de las furcocercarias observasiogelMEB (Figura 7)presenta un tegumento
cubierto por pequefias espinas densamente agrupadas en toda su extensién y notoriamente
concentradas en el area del 6rgano cefalico, el cual tiene una forma alargada. En dicho 6rgano
se observaron algunas estructwgiasilares gpapilas circundando sus aperturas glandulares.

Asi mismo, en la base del mismo 6rgano se observaron un par de pequefias aberturas. Es
probable que en estas se hayan encontrado insertas algunas estructpeds 8positivo,

sin embargo, estas no fueron obseasaén el MEB El acetabulo se caracteriza por la
presencia de pequefias espinas bordeando su aperiemtras quel tegumentale su tronco

carece de espinas en su superfigi&. mismo hay dos pequefios parchesegementouno
preacetabular y otro postcetabular, los cuales estan desprovistos de espinas.
Adicionalmente, en el parche paeetabular se observaraos estructurassimilares a

papilas, uno a cada lado en el borde craneal. El cuerpo posee espinas en toda su extension
dorseventral como latel, incluyendo el borde caudal del cuerpo. La superficie del
tegumento esta cubierta en toda su extension de pequefios poros. El tallo caudal presenta
espinas en practicamente toda su extension, las cuales son de mayores dimensiones y mas
espaciadas entrd gjue las presentes en el cuerpo. No obstante, en una pequefia area
inmediatamente posterior a la union con el cuerpo se registré ausencia de espinas, las cuales
comienzan a aparecer a corta distancia. En el primer cuarto del tallo, y en torno a las primera
espinas, se observa un pate@@mejando upanal de abeja, el cual posteriormente ya no es
perceptible. En direccion anterior a posterior, las espinas del tallo disminuyen en tamafio y
densidad desde el segundo tercio. Las furcas también presentanrsartegcubierto de

espinas espaciadas entre si en toda su extension, y de un tamafio mayor a las presentes en el
ultimo segmento del tallo caudal. Ademas, se observa claramente la presencia de un velo

natatorio dorseventral sin espinas.
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Figura 7. Imagenes MEB del tegumento del linaje Il. (A) Vista ventral del cuerpo de la furcocercaria
completamente cubierto de pequefias espinas sobre su tegumento. (B) Vista apical del 6rgano de
penetracion con sus aberturas glandulares (punta de flecha) y alggel®do glandular sobre estos
(asteriscos). (C) Porcion basal del 6rgano de penetracion en la que se observan estas dos aberturas,
probablemente portadoras de pequefios pelos sensitivos. (D) Acetabulo invertido con algunas espinas
pequefias sobre su borfiinta de flecha negra). Notese la presencia de dos parches carentes de
espinas, una anterior y otra posterior al acetabulo (asteriscos). En la base del acetabulo se observan
un par de estructuras parecidas a papilas (puntas de flecha blancas). (teydm ahterior del tallo

38



de la cola se aprecia una pequefia zona carente de espinas (punta de flecha). (F) Detalle de la delicada
malla en forma de panal sobre el tegumento del tallo de la cola, que también se ve en la figura 3E.

1 Linaje Il

Las furcocerarias montadas presentaron las siguientes caracteridi@as la
microscopia opticacuerpo de aspecto fusiforme, cubierto homogéneamente en su superficie
por espinas apenas perceptibles, ocelos ovalados pigmentados ubicados en el segundo tercio.
Organo & penetracion pequefio con base pobremente desarrollada desde el punto de vista
muscular. El contenido de las glandulas de penetracion es granular, hialino, distribuyéndose
en casi toda la extension del cuerpo hasta la base del 6rgano de penetracion, selemas
observaron unos pocos granulos oscuros concentrados en la base del érgano de penetracion.
Primordio genital evidente con la tincion odlum Carmin, triangular, compuesto por cuatro
células organizadas de forma compacta y se ubica aproximadamertia alistancia entre
el acetabulo y borde posterior del cuerpo. Largo del cuerpo aproximadamente la mitad de la
longitud del tallo. Furcas cortas respecto al tatiajenaproximadamente un tercio de su
longitud. Es la mas pequeiia de las furcocercariastegfas en el presente estudio (Figura
5E, F. Debido al reducido nimero de furcocercarias se opto por no realizar tinciones vitales,
no pudiendo determinarse el nUmero de glandulas de penetracion ni la formula protonefridial.

Asi mismo, no pudeealizarse su montaje para MEB.
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Tabla 4. Medidas(en um)de las furcocercarias registradas anteriormente en espe€idida, incluidos materialdel presente estudio. Adaptado
de Florest al (2015).Valores expresados como rangeguido deoromedio y desviacion estandar entre paréntesis

Species

Taxén Linaje | Linaje Il Linaje Il inquirenda c. cfllllnae c. Cn"mae . .C.' Linaje 1 Linaje 2 Linaje 2 Linaje 2 Linaje 3
N chilinicola
Hospedador C.
domgéyane domﬁéyane domﬁéyane dom%éyane C. fluminea C. fluminea C. gibbosa C. gibbosa C. gibbosa C. perrieri Cf;l::l)n domtc):(.eyana,
neuquenensit
Localidad Reservorio
(pai9 Cl:‘ﬁ%:nge Cl:_k?i?::n(?e (Ij_r?i?::nc?e (I:‘ﬁi%:n;e Delta Delta Reservorio Pell_lgggnl, Reservorio Rio Santa Larga Lago
Parana Parana  Pellegrini Pellegrini Cruz Larga Mascardi
San Pedro San Pedro San Pedro San Pedro (AR) (AR) (AR) Nahuel (AR) (AR) (AR) (AR)
(CHI) (CHI) (CHI) (CHI) Huapi
(AR)

n cercarias 23 96 1 - - - - - 10 25 5 20
o 1067 @907+ 685 684121z 930 990 1010 0% go5g75  gogr0ss 10%% 816931
(1.010,06 + 4108) - ) ’ 1.140 ) 1114

31,31) ’
L. cuerpo 342-432 185315
(37824 + (26245 175 - 280 280 330 400435 245270 259317 259278 269307
22,12) 24,36)
A. cuerpo 61-92 45-84
(7959 + (6392 + 57 - 70 70 110 90-100 60-65 5877 67-77 83
8,92) 7,35)
L.tallodela 354467 358488
cola (42221 + (42255 387 - 650 530 510 410450 405450 528576 595624 582624
29,04) 26,35)
L. furcas 193228 131-176
(20961 + (15547 + 123 - - 180 170 235290 125175 163211 182211 192-240
9,39) 9,28)
L. x A 109135 54-93
6rgano de (11982+ (7355+
penetracion  7.31) x40 6,07)x28 49 x 35 - - - 00x50 TOPLISX 058X 77,40 OT1X 99xag
62 (5159 + 52 (3919 +
5,07) 4,26)
D. ocelos 7-11 6-10
(9,18 + (822 + 8 - - - - - - - - -
1,05) 0,96)
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Posicion 2do tercio  2do tercio  2do tercio

ocelos
Células 12 14 )
flama
D. Ace 22-39 20-36
(3L86 + (2631 26
3,83) 3,01)
Distancia Ea 199270 91-188
Ace (23495 + (14369 + 73
19,58) 17,13)
L. cuerpo: L. . 1:046-0,78
tallo de la %(') g'ie’alﬁ 062+  1:045
cola T 0,07)
L.tallodela 1:1,65219 1:232-314
cola: (2,02 + 2,72 = 1:315
L. furcas 0,14) 0,17)
L. prim 1529 1534
(21,87 = (21,25 = 18
3,49) 3,67)
Distancia 13-46
Ace-prim 04_1% gj? (3273 28
- 6,95)
Fijador
utilizado E96 E96 E96
Tincion
utilizada AC, RN AC, RN AC, RN

Referencia Presente  Presente  Presente
estudio estudio estudio

lertercio 2dotercio 2dotercio 2do tercio

2do tercio

12

29-38

193

1:04-0,6

1:24-3,3

FC

?

[4]

Simbolosy abreviaturas*= citado asTrichobilharziasp.; AR= Argentina; CHI= Chile; L= longitud; A= ancho; D= diameti@= Extremo anterior; Ace=

Acetabulo; prim= primordio genitaP= informacién no especificada por autofeigadores E96= etanol 96%H70= agua caliente a 70°€C= formalina 4%
caliente Tinciones AC= alum carmin RN= rojo neutral Referencias[1] Valdovinos y Balboa (2008), [2] Szidat (1951), [3] Martorelli (1984), [4] Fleteal

(2015).
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4.4.Relaciones filogenéticas de las furcocercarias aisladas

Los analisis de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana de ambos genes soportaron
el diagnéstico morfologico de dos de los esquistosomas aviares aislados, Linajes | y II. Estos
linajes fueron asociados con otros dos linajes registeadagentina poiFloreset al (2015,
2021) El Linaje | se relaciond con el linaje 1Nasusbilharzia mancorhyphaFlores,
Viozzi, Casalins, Loker y Brant, 202&portados en Argentina (Floresal 2015, 2021)y
el Linaje 1l se asoci6 con dihaje 2reportado en Argentina (Flores al. 2015) En ambos
casos con un alto soporte nodal para MV e IB. EBt@ges estuvieron cercanamente
relacionados al claddAS (anteBTGD), el mayor clado de esquistosomas aviares acorde a
Brant y Loker (2009a).os analisis filogenéticos de MV e IB para el gen COI naostrgue
los tres linajes conocidos de esquistosometcionados &hilina se agruparon en un gran
clado monofilético, separados del resto dem@sasociados al cladDAS, aunque con un
soporte nodal moderad@1/0.82) El Linaje 1l del presente estudio y el lindjale Argentina
estancercanamente relacionados, aunque con un soporte nodal moderado (Figuaral 8).
caso delgen 28S, los tres linajes se separaron en tres clados diferentes, cada uno bien
soportadd100/1, cada una)tal como en el analisis filogenétidel gen COI. Sin mbargo,
el Linaje | conformé un clado bien soportado con una ubicacion basal a la mayoria de las
especies del claddAS, excepto poBilharziellapolonica(Kowalewski, 1895) Loos4,899
Por otro lado, los esquistosomas aviares del Linaje 1l estuvieron cercanamente relacionados,
y con un soporte nodal robusto, con los esquistosomas aviares del linaje 3 de Argentina y
otros esquistosomas aviares no identificados transmitidos por diterértelias de
gasterépodos (Figura 9). Ademas, los andlisis de MV e IB de las secuencias concatenadas
mostraron un arbol de topologia similar al de 28S; Linajes Il y 3 cercanamente relacionados
en un clado monofilético con un soporte nodal robusto, y ¢ihbasal a casi todo el clado
DAS excepto porB. polonica con un soporte nodal robusto, incluyendo el género
Allobilharzia visceralisKk o1 § So v §, Rudol f ov§8, , eHaahpatasity Sk2rn

cisnes (Figura 10).
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C791furco Lineage | Chilina dombeyana CH
Schistosomatidae sp. 7954 Lineage 1 Chilina gibbosa AR
*
| €293furco Lineage | Chilina dombeyana CH

Schistosomatidae sp. 2 W402
* | Schistosomatidae sp. 2 W165
il Schistosomatidae sp. 2 W480

% | Schistosomatidae sp. 1 W847
1 Schistosomatidae sp. 1 W848
9 Lineage Il Chilina dombeyana CH
ineage Il Chilina dombeyana CH
. 7969 Lineage 2 Chilina perrieri AR
Il Chilina dombeyana CH
. 7959 Lineage 2 Chilina gibbosa AR
Lineage Il Chilina dombeyana CH
eage Il Chilina dombeyana CH

ypha ex Cygnus yphus AR

71/0.82 |

06! r Lineage Il Chilina dombeyana CH
Schistosomatidae sp. 7973 Lineage 3 Chilina dombeyana AR
Schistosomatidae sp. 7977 Lineage 3 Chilina gibbosa AR

86/0.78
*

0.7 —— Trichobilharzia querquedulae
| Trichobilharzia sp. C
'L Trichobilharzia franki

Trichobilharzia sp. A
— Trichobilharzia sp. B
1 Trichobilharzia physellae

[ Trichobilharzia regenti
99| "L Trichobilharzia sp. PYOLO10
Trichobilharzia mergi

Trichobilharzia szidati
Trichobilharzia sp. E
—— Trichobilharzia sp. D

Tri i ia stagni
0.7 g
Anserobilharzia brantae
% —— Dendritobilharzia pulverulenta
74/0.7 — Dendritobilharzia sp. W499
% | Schistosomatidae sp. W640
86/- Sai " Schistosomatidae sp. W829
iﬁ Schistosomatidae sp. W217
94/0.99 oo idae s, edMenoloD
95/1) : Avian schistosomatid sp. W2081
——90/0.86
Gigantobilharzia huronensis
Avian i id sp. W1285
9210.77, ————————— Bilharziella polonica
* Schi ium douthitti

Heterobilharzia americana

== - | Schistosoma spp. (17)
rJ Bivitellobitharzia spp. (2) -

Macrobilharzia macrobilharzia

sy :] Austrobilharzia spp. (2)
Omithobilharzia canaliculata

Spirorchis scripta

Learedius learedi

Hapalotrema mehrai

03

Figura 8. Arbol filogenético deMaxima Verosimilitud (MV) para un subconjunto de datos de
secuencias de esquistosomas para el gen COI. Esta filogenia fue inferida de un alineamiento de 1.188
pb. Los modelos de substitucion calculados para MV e IB fueron TIM2+F+I+G4 (partl),
GTR+F+I+G4 (@rt2), TIM2+F+I1+G4 (part3), W2o1, M13s, Mie2, M1ss, M20s, M134, M1g3 (partl),Mae,

Moz, Mes, M71, Me1, Mss, Migo (part2), Mizs, Mios, Migz Mo2oo, Mi1gs, M2os, Miss, Mes (part3),
respectivamente. Los mejores modelos se eligieron usando el Criterio de Informacién Bayesiano
(Cl B) . Los valores Bootstrap O70 (izquierda)
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presentan en cada nodo. Un asterisco (*) indica soparpleto (100/1). Las secuencias generadas

en el presente estudio se indican en negrita.

secuencias se colapsaron con el numero de secuencias detalladas entre paréntesis.

* Schistosomatidae sp. 7973 Lineage 3 Chilina dombeyana AR
+ Schistosomatidae sp. 7977 Lineage 3 Chilina gibbosa AR
Schistosomatidae sp. 7970 Lineage 3 Chilina neuquenensis AR

‘ Schistosomatidae sp. CRAM2127
‘ Schistosomatidae sp. ex penguin JA 2014

Schistosomatidae sp. W640
Schistosomatidae sp. W829
—— Gigantobilharzia huronensis
Schistosomatidae sp. 2 W402
g7/1 | Schistosomatidae sp. 2 W480
Schistosomatidae sp. 1 W848
L Il Chitina CH
urco Lineage Il Chilina dombeyana CH

ge Il Chilina dombeyana CH
Lineage Il Chilina dombeyana CH

*r

94/1

Avian schistosomatid sp. W327 Haminoea CA
Dendritobilharzia pulverulenta

Avian schistosomatid sp. W2081

83074 9 2 Chilina perrieri AR
Trichobilharzia querquedulae

; Trichobilharzia sp. A
~ Tnichobilharzia physellae
‘ Trichobilharzia franki

Trichobilharzia regenti
Trichobilharzia mergi
Trichobilharzia szidati

* Trichobilharzia sp. D
*f Trichobitharzia stagnicolae

*

—— Trichobilharzia sp. E

* Anserobilharzia brantae
g2 Allobilharzia visceralis
~ C791furco Lineage | Chilina dombeyana CH
C293furco Lineage | Chilina dombeyana CH
ﬁ» Nasusbilharzia melancorhypha ex Cygnus melancoryphus AR
* o C297espor Lineage | Chilina dombeyana CH
4’> Schistosomatidae sp. 7954 Lineage 1 Chilina gibbosa AR

Schistosomatidae sp. 7952 Lineage 1 Chilina gibbosa AR

99/0.91|

-10.97 | Bilharziella polonica
Avian schi: id sp. W1285
-10.9 % - Heterobilharzia americana

* — Schistosomatium douthitti
84/0.91 e } Schistosoma spp. (17)
—— — 88/0.98 s
—J Bivitellobilharzia spp 2)

98/1 *

Schistosomatidae sp. W688
* % < Austrobilharzia spp. (3)
O}n{rlwobf!hania canaliculata
Spirorchis scripta
Learedius learedi

—— Hapalotrema mehrai

0.03

Figura 9. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud (MV) para un subconjunto de datos de
secuencias de esquistosomas para el gen 28S. Esta filogenia fue inferida de un alineamiento de 1.699
pb. Los modelos de substitucién calculados para MV e IB fueron GTR+R+R4s Migs, Maoo,
respectivamente. Los mejores modelos se eligieron usando el Criterio de Informacién Bayesiano
(Cl B) . Los valores Bootstrap O70 (izquierda)
presentan en cada nodo. Un asterisco (*) inslogeorte completo (100/1). Las secuencias generadas
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en el presente estudio se indican en

secuencias se colapsaron con el numero de secuencias detalladas entre paréntesis.

%  Schistosomatidae sp. 7973 Lineage 3 Chilina dombeyana AR
Schistosomatidae sp. 7977 Lineage 3 Chilina gibbosa AR
C294furco Lineage Il Chilina dombeyana CH
C662furco Lineage Il Chilina dombeyana CH
= | Schistosomatidae sp. 7959 Lineage 2 Chilina gibbosa AR
Schistosomatidae sp. 7969 Lineage 2 Chilina perrieri AR
Schistosomatidae sp. CRAM2127

Gigantobilharzia melanoidis
75/0.98
% : Schistosomatidae sp. W640
| Schistosomatidae sp. W829

991 Dendritobilharzia pulverulenta

Gigantobilharzia huronensis

Avian schistosomatid sp. W2081

* ‘ Schistosomatidae sp. 2 W402

98/1 Schistosomatidae sp. 2 W480

Schistosomatidae sp. 1 W848
Trichobilharzia querquedulae
81/0.99 L A . . A
Trichobilharzia franki
Trichobilharzia sp. A
[ Trichobilharzia physellae
% | —— Trichobilharzia regenti
Trichobilharzia mergi

Trichobilharzia szidati

Trichobitharzia sp. E

oo || |
’— Trichobilharzia stagnicolae
Trichobilharzia sp. D
Anserobilharzia brantae
4* 99/1
Allobilharzia visceralis

86/0.7 . .
| X | C791furco Lineage | Chilina dombeyana CH

— Schistosomatidae sp. 7954 Lineage 1 Chilina gibbosa AR
C293furco Lineage | Chilina dombeyana CH

Nasusbilharzia melancorhypha ex Cygnus melancoryphus AR
Bitharziella polonica

Avian schistosomatid sp. W1285

94/1
] Schistosomatium douthitti
Heterobilharzia americana
0911 i = f::j::i | Schistosoma spp. (19)
Bivitellobilharzia spp. (2)
il

Macrobilharzia macrobilharzia

" | Austrobitharzia spp. (2)

Ormnithobilharzia canaliculata

Spirorchis scripta

Learedius learedi

Hapalotrema mehrai

0.2

Figura 10. Arbol filogendico de Maxima Verosimilitud (MV) para un subconjunto de datos de

secuencias de esquistosomas para los gene€Q8&oncatenados. Esta filogenia fue inferida de un

negr.i

alineamiento de 2894 pb. Los modelos de substitucién calculados para MV e IB fueron GHG4-F+I
(nonCoding), TIM2+F+1+G4 (partl), GTR+F+I+G4 (part2), TIM2+F+I+G4 (part3Mat7, M1gg,
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M1gs, M2oz(NonCoding) M13s, M201, M162, M1gg, M203, M193, M134(partl),M2e, Msa, Mes, Ms1, M14s, M160

(part2), Miss, Mig1, Mi2s, M2oo, Maos (part3), respectivamente. Los mejores modelos se eligieron
usando el Criterio de Informaci-n Bayesiano (CI
probabilidades posteriores O0.7 (derecha) se pre
competo (100/1). Las secuencias generadas en el presente estudio se indican en negrita. Los grupos
externos (fioutgroupso) con m8s de dos secuenci a

detalladas entre paréntesis.

No se pudieron realizar analisis malres al Linaje |1l aqui descrito debido al reducido
namero de cercarias y esporoquistes. Se realiz6 la extraccion de ADN para estas muestras,
aunque sin resultados satisfactorios.

Las distancias genéticas para cada gen entre las secuencias generagassente
estudio y aquellas de otros taxones cercanamente relacionados, segun lo mencionado en los

analisis filogenéticos, se pueden observar en las Tafflas 5
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Tabla 5. Distancias genéticas para el gen COI entre los taxones del presente estudio y otros esquistosomas aviares depGstaBlasken el

1 C293_lineage_I
2 C791_lineage_ I
3 C294_lineage II
4 C297_lineage II
5 C662_lineage_II
6 C759_lineage II
7 C762_lineage_II
8 C1069_lineage II

9 Schistosomatidae_sp_7954_lineage 1

10 Nasusbilharzia_melancorhypha

11 Schistosomatidae_sp_7959_lineage_2
12 Schistosomatidae_sp_7969_lineage_2
13 Schistosomatidae_sp_7973_lineage_3
14 Schistosomatidae_sp_7977_lineage_3

15 Bilharziella _polonica
16 Trichobilharzia _querquedulae

17 Schistosomatidae_sp_ex_Melanoides

18 Gigantobilharzia _huronensis
19 Dendritobilharzia _pulverulenta
20 Allobilharzia_visceralis

21 Anserobilharzia _brantae

22 Schistosomatidae_sp_1_W848
23 Schistosomatidae_sp_2_W402
24 Schistosomatidae_sp_2_W480
25 Schistosomatidae_sp_W640

26 Schistosomatidae_sp_W829

27 Avian_schistosomatid_sp_W2081
28 Awvian_schistosomatid_sp_W1285

0.002

0.194 0.197

0.194 0.197 0.000

0.197 0.199 0.002 0.002

0.194 0.197 0.000 0.000 0.002

0.197 0.199 0.002 0.002 0.000 0.002

0.194 0.197 0.000 0.000 0.002 0.000 0.002

0.065 0.062 0.165 0.165 0.168 0.165 0.168 0.165

0.139 0.141 0.194 0.194 0.197 0.194 0.197 0.194 0.163

0.199 0.201 0.005 0.005 0.002 0.005 0.002 0.005 0.170 0.199

0.194 0.197 0.000 0.000 0.002 0.000 0.002 0.000 0.165 0.194 0.005

0.141 0.139 0.149 0.149 0.151 0.149 0.151 0.149 0.149 0.192 0.153 0.149

0.146 0.144 0.151 0.151 0.149 0.151 0.149 0.151 0.153 0.197 0.151 0.151 0.010

0.177 0.175 0.216 0.216 0.218 0.216 0.218 0.216 0.177 0.206 0.216 0.216 0.209 0.213

0.163 0.165 0.182 0.182 0.185 0.182 0.185 0.182 0.168 0.177 0.187 0.182 0.156 0.161 0.189

0.206 0.204 0.211 0.211 0.213 0.211 0.213 0.211 0.211 0.233 0.216 0.211 0.173 0.175 0.235 0.185

0.187 0.189 0.187 0.187 0.18% 0.187 0.189 0.187 0.192 0.199 0.189 0.187 0.189 0.192 0.223 0.194 0.211

0.187 0.189 0.230 0.230 0.233 0.230 0.233 0.230 0.199 0.221 0.235 0.230 0.201 0.204 0.204 0.194 0.223 0.237

0.165 0.168 0.163 0.163 0.163 0.163 0.163 0.163 0.165 0.218 0.165 0.163 0.161 0.158 0.189 0.165 0.216 0.189 0.194

0.168 0.165 0.204 0.204 0.206 0.204 0.206 0.204 0.173 0.206 0.206 0.204 0.153 0.156 0.185 0.149 0.175 0.199 0.192 0.151

0.153 0.156 0.177 0.177 0.180 0.177 0.180 0.177 0.161 0.173 0.182 0.177 0.161 0.163 0.192 0.153 0.209 0.170 0.216 0.168 0.165

0.177 0.180 0.163 0.163 0.165 0.163 0.165 0.163 0.177 0.170 0.168 0.163 0.177 0.180 0.192 0.163 0.218 0.194 0.221 0.165 0.189 0.141

0.177 0.180 0.165 0.165 0.168 0.165 0.168 0.165 0.177 0.170 0.170 0.165 0.180 0.182 0.192 0.163 0.221 0.194 0.221 0.165 0.189 0.141 0.002

0.201 0.204 0.216 0.216 0.218 0.216 0.218 0.216 0.216 0.225 0.218 0.216 0.204 0.204 0.218 0.213 0.199 0.201 0.206 0.221 0.194 0.201 0.218 0.218
0.199 0.201 0.216 0.216 0.218 0.216 0.218 0.216 0.213 0.223 0.218 0.216 0.204 0.204 0.216 0.211 0.199 0.199 0.204 0.218 0.192 0.199 0.218 0.218 0.002
0.204 0.206 0.187 0.187 0.189 0.187 0.189 0.187 0.209 0.223 0.192 0.187 0.177 0.180 0.218 0.161 0.197 0.192 0.199 0.170 0.182 0.165 0.197 0.197 0.206 0.204
0.185 0.187 0.213 0.213 0.216 0.213 0.216 0.213 0.201 0.201 0.218 0.213 0.175 0.177 0.197 0.156 0.201 0.211 0.201 0.156 0.173 0.187 0.173 0.173 0.204 0.201 0.192
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Tabla 6. Distancias genéticas para el gen 28S entre los taxones del presente estudio y otros esquistosomas aviares depGsitdisken el

1 C293_lineage_I

2 C297_lineage_I 0.000

3 C791_lineage_I 0.000 0.000

4 C280_lineage I 0.045 0.045 0.045

5 C282_lineage_II 0.047 0.047 0.047 0.001

6 C294_lineage II 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001

7 C303_lineage_II 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001 0.000

8 C662_lineage 1T 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001 0.000 0.000

9 C762_lineage_II 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000
10 C1069_lineage_II 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000

11 Schistosomatidae_sp_7954_lineage_1 0.000 0.000 0.000 0.045 0.047 0.045 0.045 0.045 0.045 0.045

12 Nasusbilharzia _melancorhypha 0.000 0.000 0.000 0.045 0.047 0.045 0.045 0.045 0.045 0.045 0.000

13 Schistosomatidae_sp_7959_lineage_2 0.047 0.047 0.047 0.001 0.003 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.047 0.047

14 Schistosomatidae_sp_7969_lineage_2 0.045 0.045 0.045 0.000 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.045 0.045 0.001

15 Schistosomatidae_sp_7973_lineage_3 0.065 0.065 0.065 0.044 0.045 0.044 0.044 0.044 0.044 0.044 0.065 0.065 0.045 0.044

16 Schistosomatidae_sp_7977_lineage_3 0.064 0.064 0.064 0.043 0.044 0.043 0.043 0.043 0.043 0.043 0.064 0.064 0.044 0.043 0.001

17 Bilhar=iella _polonica 0.052 0.052 0.052 0.057 0.059 0.057 0.057 0.057 0.057 0.057 0.052 0.052 0.059 0.057 0.084 0.083
18 Trichobilharzia _querquedulae 0.036 0.036 0.036 0.023 0.024 0.023 0.023 0.023 0.023 0.023 0.036 0.036 0.024 0.023 0.045 0.044 0.051
19 Gigantobilharzia _huronensis 0.048 0.048 0.048 0.029 0.031 0.029 0.029 0.029 0.029 0.029 0.048 0.048 0.028 0.029 0.049 0.048 0.061 0.033

20 Schistosomatidae_sp_ex_Melanoides 0.057 0.057 0.057 0.041 0.043 0.041 0.041 0.041 0.041 0.041 0.057 0.057 0.043 0.041 0.056 0.055 0.071 0.043 0.047
21 Dendiritobilharzia _pulverulenta 0.045 0.045 0.045 0.029 0.031 0.029 0.029 0.029 0.02% 0.029 0.045 0.045 0.031 0.029 0.049 0.048 0.060 0.028 0.029 0.047

22 Allobilharzia_visceralis 0.044 0.044 0.044 0.036 0.037 0.036 0.036 0.036 0.036 0.036 0.044 0.044 0.037 0.036 0.047 0.045 0.053 0.032 0.040 0.049 0.041

23 Anserobilharzia _brantae 0.055 0.055 0.055 0.044 0.045 0.044 0.044 0.044 0.044 0.044 0.055 0.055 0.045 0.044 0.051 0.049 0.067 0.037 0.052 0.063 0.044 0.032

24 Schistosomatidae_sp_1_W848 0.061 0.061 0.061 0.044 0.045 0.044 0.044 0.044 0.044 0.044 0.061 0.061 0.045 0.044 0.064 0.063 0.077 0.045 0.044 0.056 0.052 0.048 0.067

25 Schistosomatidae_sp_2_W402 0.055 0.055 0.055 0.039 0.040 0.039 0.039 0.039 0.039 0.039 0.055 0.055 0.037 0.039 0.064 0.063 0.068 0.043 0.036 0.051 0.041 0.048 0.061 0.037

26 Schistosomatidae_sp_2_W480 0.055 0.055 0.055 0.039 0.040 0.039 0.039 0.039 0.039 0.039 0.055 0.055 0.037 0.039 0.064 0.063 0.068 0.043 0.036 0.051 0.041 0.048 0.061 0.037 0.000

27 Schistosomatidae_sp_W640 0.052 0.052 0.052 0.031 0.032 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.052 0.052 0.032 0.031 0.051 0.049 0.069 0.035 0.031 0.053 0.033 0.048 0.053 0.048 0.048 0.048

28 Schistosomatidae_sp_W829 0.052 0.052 0.052 0.031 0.032 0.031 0.031 0.031 0.031 0.031 0.052 0.052 0.032 0.031 0.051 0.049 0.069 0.035 0.031 0.053 0.033 0.048 0.053 0.048 0.048 0.048 0.000

29 Avian_schistosomatid_sp_W1285 0.068 0.068 0.068 0.064 0.065 0.064 0.064 0.064 0.064 0.064 0.068 0.068 0.065 0.064 0.092 0.091 0.061 0.057 0.071 0.081 0.061 0.067 0.071 0.084 0.076 0.076 0.071 0.071
30 Avian_schistosomatid_sp_W2081 0.053 0.053 0.053 0.039 0.040 0.039 0.039 0.039 0.039 0.039 0.053 0.053 0.040 0.039 0.055 0.053 0.065 0.040 0.036 0.056 0.039 0.044 0.059 0.051 0.053 0.053 0.043 0.043 0.072
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4.5.Relacion entre longitud de concha y parasitismo y especificidad

El rango de longitud de labncha de los caracol€s dombeyanaedidos, considerando
parasitados y no parasitados, vario @6 hasta 287 mm (n= 354 caracoles). De estos, los
caracoles que se encontraron parasitados, i.e. presencia de furcocercarias/esporoquistes,
presentaron una longitud minima de 12.13 rehtaracol que presentd la mayor liberacion
cercarial, 908 furcocercarias, mid&8.57 mm, mientras que el que presentd la menor
liberacion cercarial, 1 furcocercaria, midi6,@2 mm, no obstante, algunos caracoles de
menor talla presentarama elevaddiberacion cercarial, e.g. 8L mm de largo de concha
con 177 furcocercarias litealas. El caracol de menor longitud que resulté parasitado sélo
presento esporoquistes en sus tejidos, sin liberacion cercarial. Respecto al analisis estadistico
se observo una asociacion positiva significativa entre la longitud de la concha y la presencia
de furcocercarias en los caracops0,05) (Tabla 7), como también se observo asociacion
positiva significativa respecto a la abundancia de furcocercarias efefy@) (Tabla 8).

No se consideraron dentro de los analisis estadisticos la localidadespecie de
molusco parasitado, ya que solo se obtuvo una variable para cada uno: una especie de caracol
parasitado proveniente de una sola localidad.

Respecto a la especificidad de los esquistosomas aqui aislados, y teniendo en
consideracion que los wdinajes se registraron desde una Unica especie de molusco, se
plantea que el nivel de especificidad de cada uno, segun el Sididee de 1, indicando

una alta especificidad.

Tabla 7. Analisis de Regresion logistica simple considerando como varialbbegyitud de la concha

de los caracoles y presencia de furcocercarias.

NUmero de obs = 354

LR chi2(3) =42,77
Prob > chi2 = 0,0000
Logaritmo de verosimilitud =83,711256
. . Error .
schistos | Odds ratio . z P>|z| [Intervalo de confianza 95%
estandar
largoconchg 1,306804 0,06813¢ 5,13 0,000 1,179851 1,447417
_cong 0,0006887 0,000757z -6,62 0,000 0,000079¢ 0,005941¢




Tabla 8. Analisis estadistico de Regresion binomial negativa simple considerando como variables
la longitud de la concha y la abundancia de furcocercarias.

NUmero de obs = 354

LR chi2(14) =19,03
Dispersion: media Prob > chi2 = 0,0000
Logaritmo de verosimilitud =226,96666
nfurcocercarias Coeficiente Error estanda z P>|z| [Intervalo de confianza 95%

largoconcha 0,459984: 0,1059981 4,34 0,000 0,252231¢ 0,667736¢
_cong -6,723537 1,71723 -3,92 0,000 -10,0892¢ -3,357828

prueba de razén de verosimilitud (LR) de alfa=0: chibar2(01) = 1,7e+ Prob >= chibar2 = 0,000

4.6.Ecosistema de los caracolgsarasitados

Todos los caracoles parasitados con esquistosomas aviares provinieron de la Laguna
Chica de San Pedro, en la localidad de San Pedro de La Paz, region del Bisbio. L
ejemplares de&hilina parasitads fueron colectadas desde una zona alejada de cualquier
actividad recreacional humana, la cual se caracterizdé por una alta presencia de material
vegetal acudatico, troncos en descomposicion y actividad anaerdbica en el fondo de dicha
zona. Los caracoles futen colectados debajo de troncos, adheridos a las rocas o sobre el
basural presente en el borde de dicha zona. Ademas, en primavera y verano, se observo un
aumento evidentde huevos adheridos a los mismos sustratos antes mencianacaisda
gue avanzabados meses, para ydinales de marzo y mediados de abril el nimero de dichos
caracoles caydramaticamente, siendo muy dificil encontyin ejemplar

Igualmente se muestrearon moluscos presentes en las zonas adyacentes al sitio destinado
a los bafists, sin embargo, el nivel de intervencién humana es tal que los caracoles solo se
encontraron, y de forma muy escasa, a varios metros de distancia (~200 metros) del area
principal de actividad, probablemente debido a la ausencia de vegetacion acud@s en e
zonas. Dentro de las aves habitualmente observadas en la Laguna Chica de San Pedro, se
pueden mencionar a la tagua comuan (GruiforrReica armillata Vieillot, 1817), cisne de
cuello negro (Anseriforme<€. melancoryphus huala (Podicipediforme$odceps major

(Boddaert, 1783) picurio (PodicipediformesPodilymbus podicepgLinnaeus, 1758)
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cormoran yeco (Suliformed?halacrocorax brasilianugGmelin, 1789), garza grande
(PelecaniformedArdea albalinnaeus, 1758 Chucao (Passeriformescelorclius rubecola

(Kittlitz, 1830)) y sietecolores (Passeriformé&achuris rubrigastra(Vieillot, 1817)). De
todasesbs aves se observaron al cisne de cuello negro y a la tagua comun anidando durante
la primavera, y cuidando y alimentando a sus polluelos durante el verano, en el borde de la

laguna donde los caracoles fueron colectados.
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5. DISCUSION

Los resultados obtédos en el presente estugiermiten aceptda hipétesis dearacoles
Chilinidae comdos principakshospedersintermediaris de esquistosomas aviares las
zonas centro y sur de Chileste estudio es el primero en describir tanto morfolégicao
molecularmente los esquistosomas aviares presentes en Chile, incluyendo su
comportamiento cercarial. Tres diferentes linajes de esquistosomas aviares se regstraron
C. dombeyanacada uno distinto del otro en su morfologia, morfometria y soportado por
datos moleculares. Todos los caracoles infectados provinieron del mismo sitio, Laguna Chica
de San Pedro, dondéaldovinos y Balboa (2008)eportaron un brote de sarpullido del
nadalor. Este brote se asoci¢ al taximchobilharziasp., sin embargo, éste no fue descrito
adecuadamente, no incluyendo todas las mediciones ni una caracterizacion molecular, los
cuales son requeridos para determinar la identidad de las furcocercariase{Biaf006,
Brant y Loker 2009a, b; Horat al 2012; Helmeet al 2021).

Las caracteristicas morfométricage los Linajes | y Il estuvieron en completa
conformidad con aquellos dieslinajes 1 y 2 de ArgentinarespectivamentéMientras tanto,
el Linaje Ill fue el mas pequeio en comparacion con todas las furcocercarias aisladas desde
caracoleglel génerdChilina en Argentina por Szidat (1951), Martorelli (1984) y Floges
al. (2015). No obstanteiertas mediciones como el diametro del acetabulo, longitud del
primordio genital y las proporciones entre la longitud del cuerpo, tallo de la cola y furcas,
fueron similares a lolsinajes Il y 2(ver Tabla 4)

Las furcocercarias tieinaje | yaquellas dllinaje 1de Argentinacompartieron algunos
rasgos morfolégicos coB@ercaria chilinicoladescrito poiMartorelli (1984) talescomo la
musculatura bien desarrollada en la base del 6rgano de penetracién, el cual no se observé en
los demas linajes. Sin emtyo, las cercarias de Martorelli (1984) difirieron respecto al Linaje
| porque estas cercarias se describieron como completamente cubiertas de espinas pequefias,
lo cual no se observé en el Linaje |. Ademéasplaslidasde la longitud del cuerpo, tallo de
la cola, furcas, y las proporciones entre estas estructuras fueron diferentes entreoest®s tax
Floreset al (2015) sugirié que el linaje 2@. chilinicola corresponderian al mismo tax
porque comparten varios rasgos morfologicamgrfométricos Una situacion similar se
observd con nuestras furcocercarias del Linaje I, sin embargo, hay algunas diferencias

morfolégicas como las nombradas a continuacién: ocel@s clglinicola estan en el primer

52



tercio del cuerpo en comparacion con el resto de dqeistosomas asociadosCailina,
incluyendo nuestras muestras, las cuales estan en el segundo tercio del cuerpo. Ademas, los
esporoquistes d€. chilinicola fueron diferentes respecto al Linaje 1l y Idado queel

primero es redondeado en un extremo gncdos puntas también redondeadas en el otro
extremo,mientras qudos esporoquistes de los linajes aislados redondeados con una

Unica punta en cada extremo.

En el caso d€ercaria chilinae Idescriapor Szida{1951), la longitud total del cuerpo
y la proporcién de la longitud corporal:longitud de furcas estuvieron dentro de los rangos
observados en &lnaje II, aunque la longitud del tallo de la cola fue ligeramente mayor y la
proporcion de la longitud coopallongitud del tallo de la cola fukgeramentemenor.

Acorde a Ostrowski de Nufiez (1992), chilinae landll probablemente corresponden al
mismo taxdn, esto debido a que las diferencias observadas fueron insignificantes. Nosotros
coincidimos cordicha sugerencia, porque lasedidapara ambos esquistosomas (ver Tabla

4; Szidat 1951) estan incluidas en el rangondelidagpara el Linaje Il del presente estudio,
excepto por la longitud del tallo de la cola y la longitud total que fueron ligeramente
supeiores. Estas diferencias morfométricas podrian estar relacionadas a la constriccion de
los vermes como consecuencia del uso de diferentes fijadetaso)( formalina),
temperatura ambiental, tamafio del hospedero o a su variabilidad morfométricatRinto
2017; Helmeret al. 2021). Szidat (1951) no especifico el medio de fijacién de los vermes,
no obstante, en el presente estudio estos fueron muertos y fijados utiktandi®6%,
siguienddo indicado poBrant y Loker(20099.

La organizacion de las glandulas de penetracion fue la misma para los tres linajes aqui
reportados, no obstante, estos difirieron respecto a los linajes descritos en Argentina por
Floreset al (2015). Acorde a estos autores, el linaje 2epodos pares dglandulas
preacetabulares y otros tres postacetabulares. Mientras tanto para el linaje 3, hay dos pares
anteriores, dos pares al nivel del acetabulo, y un par posterior a éste. ADeamdgicola
tiene dos pares de glandulas preacetabulares, y los &s pares son postacetabulares
(Martorelli 1984) Sin embargo, los vermes del presente estudio tienen solo dos pares de
glandulas preacetabulares, un par paracetabular y dos pares postacetabulares. Esta
organizacion se establecié en cercarias vivasldsiton la tincion Rojo Neutral, situacion

gue no fue detallada por los autores mencionados arriba. La formula protonefridial del linaje
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1 descrito porFloreset al (2015) no se habia detallado hasta ahora, asi, el presente estudio
lo menciona por primarvez. Mientras tanto, para el Linaje Il fue diferente en comparacion
con el linaje 2 de Argentina; acorde a Flageal (2015) hay 12 células flama, sin embargo,

en el presente linaje se observaron un par de pequefas células flama ubicadas arsterior a lo
ocelos y caudal a la glandula de penetracion, dando un total de 14 células flama, con 6 pares
de células flama en el cuerpo en vez de 5 pares de células flama. Tanto la organizacion de las
glandulas de penetracion y la formula protonefridial del Lindjeotresponde con las
descripciones d€. chilinae ly Il enChilina fluminea(Maton, 1811)de Argentina (Szidat

1951). En consecuencia, y a pesar de las pequefias diferencias en los datos morfométricos,
los resultados sugier@ue estos probablemente padeen a la misma especie.

Una estructurgaudal al acetabulo a distancia variable, segun el linagenpuesta por
multiples células pequefias fue visible so6lo en las furcocercarias tefiidas coCaxiuim.
Martorelli (1984) sugiri6 que esta podria corresponder al primordio genital. Este
conglomerado de células no ha sido mencionado para ningun esquistosoma aviar aislado
desde caracoles chilinidogef Szidat 1951; Florest al 2015), excepto par@. chilinicola
(Martorelli 1984). Su posicion variable denota un rasgo que podria ser considerado de
importancia taxondémica, no obstante, su presencia y ubicacion deberia establecerse en el
resto de los taones

Las imagenes MEB permitieron informar rasgos morfologicos caue @esconocidos
para estos esquistosomas, como la distribucién y tamafio de las espinas sobre el cuerpo,
acetabulo, tallo de la cola y furcas, ademas de la presencia de @asameglando upanal
sobre la superficie del tallo de la cola paralosjes ly Il. En lo que a nosotros concierne,
ninguna de estas particularidades del tegumento ha sido mencionados antes para ninguna
cercaria de esquistosoma aviar en el Neotrépico. En consecuencia, estos hallazgos denotan
la importancia del MEB en la caracterigat del tegumento de las furcocercarias. Estudios
adicionales estableceran si estos rasgos son exclusivos para los esquistosomas parasitando
especies d€hilina o si son compartidos con taxesno relacionados. Por otro lado, y en
relacion con las espinasgumentales, hay un conflicto respecto a la descripcion de Szidat
(1951) quién establecié que el cuerpddehilinae lera liso excepto en el area del 6rgano
cefélico. Sin embargo, para los linajes aqui reportados, y para el relstotdeonesde

Argentina, hay claramente espinas pequefas distribuidas sobre el cuerpo, aunque es cierto
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gue estas estdn mas densamente agrupadas sobre el 6rgano mencionado arriba. Considerando
la sinonimiapreviamente propuespara esta cercaria con el Linaje 11, es newesavisar el
material descrito por este autbmaterial colectado en la localidad tipo

En relaciéon con el taxén reportado por Valdovinos y Balboa (2008), la longitud total
mencionada esté incluida dentro de los tres linajes aqui descritos, con elllLinamo la
furcocercaria mas pequena, el Linaje | como el mas grande, y el Linaje Il con valores entre
las dos mencionadas. Aunque estos autores realiabsanvaciones MEB, ninguno de los
rasgos aqui reportados fue descrito en dicho estudio.

La desripcion del comportamiento cercarial es importante patarkcterizaciodelos
taxonesen el proceso de identificacion ttematods (Ostrowski de Nufiez 1992; Horék
al. 2015). Asi, este estudio describe por primera vez el comportamiento y respuesta
diferentes estimulos de estos esquistosomas compartidos con Argentina, pacapto
Linaje Ill. Szidat (1951) y Martorelli (1984) describieron q@e chilinae 1y II, y C.
chilinicola, respectivamente, eran positivamente fototacticos y que después de nadar,
descansaban adheridos a la pared del frasco que contenia los caracoles o en la superficie del
agua con la cola en un angulo de 90°. Las furcocercarias aqui descritas mostraron un
comportamiento similar, sin embargo, el angulo de la cola fue inferior con un angulo maximo
de 45° en relacion con el cuerpo. La sobrevida de las furcocercarias fue de aproximadamente
24 h, tal como Szidat (1958¢portq aunque Martorelli (1984) registré aisobrevida mayor
con 3236 h.Este ultimo autor indicdé una temperatura del agua 20°C, mientras que en el
presente estudio, aunque no se midi6é dicha temperatura en los pocillos, si se establecié una
temperatura ambiental similar. Dicha temperatura podfiairi en la sobrevida de las
cercariastalc o mo t b i k 4)sugikogestgbl2anBouna temperatura optima 8&C
para lasobrevidale furcocercarias derichobilharzia ocellatgLa Valette St. George, 1855)
Brumpt, 1931y B. polonicaambos taxonesuropeosl,os cuales fueron capacessidrevivir
hasta 130 hEn contraste, temperaturas de 20&@ujeron la sobrevida de las furcocercarias
a 70 h Futuros estudios delir establecersi existe una temperatura Optima para las
furcocercarias de esquistosomas neotropicales.

La caracterizacion molecular ha probado ser una excelente herramienta para la
identificacion de las especies de esquistosomas, particularmente para las etagas larval

permitiendo unir diferentes estadios del ciclo de vida sin la necesidad de estudios
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experimentales los cualésvan muchdiempo ysondificiles de lograr (Horakt al 2012,
2015; Pintoet al 2017). En el presente estudio, dos linajes se alineasanotros
esquistosomas previamente registrgairsisitando &hilina spp.de Argentina (Florest al
2015), soportando la delimitacion morfoldgica de las furcocercarias aisladas. Ademas, uno
de los linajes, Linaje I, se aline6 con un esquistosoma aciantemente descrienel cisne
de cuello negrale Argenting N. melancorhyphdFloreset al 2021), expandiendo asi su
distribucién geografica a Chile, donde este cisneasgiamentalistribuido (Martinez y
Gonzalez 2017). Por lo tan&gria esperablencontrar este esquistosoemefuturos estudios
parasitologicos de aves acudticas. Aunque el Linaje Ill no pudo ser molecularmente
caracterizadocorresponderia a un @x no descrito, al menos desde el punto de vista
morfolégico. Dicho lo anterior, y cwmiderando los registros previos de Szidat (1951),
Martorelli (1984), Florest al (2015, 2021), junto a los resultados aqui mencionados, un
total de cinco linajes diferentes de esquistosomas aviares estarian parasitando el género
Chilina, i.e. Linaje I, Linaje 11/2, Linaje Ill, Linaje 3 yC. chilinicola, con cuatro de ellos
pendientes de ser descritos al negbecifico Sin embargo, la caracterizaciéon molecular del
Linaje Il y C. chilinicolapermanece pendiente.

Para el arbol de 28S y el arbol corereado de 28€0l, losLinajes 11/2 y 3 conformaron
un clado comun, con un alto soporte nodal, junBeadritobilharziaSkrjabiny Zakharov,
192Q GigantobilharziaOdhner, 191§ otros taxnesno descritos de esquistosomas aviares
de ecosistemas dulceacuicolas como marinos transmitidos por gasteropodos no relacionados,
e.g. planorbidos y siphonaridos, con algunos de ellos causando brotes ocasionales de
dermatitis cercarial a una escala locay (Brantet al. 2010; Pintcet al 2017), contrastando
con las especies deichobilharziaSkrjabin y Zakharow, 192ue son responsables de la
mayoria de los brotes a una escala global (Het&t 2015). Ademas, Linaje I/1 se ubicé
en una posicion baka casi todos los taxesdel cladoDAS, incluyendo lod.inajes 11/12 y
3, con un alto soporte nodal como Floe¢sl (2015) también sugirié. Floret al (2015)
hipotetiza que dicha posicion filogenética basal plantea a estos esquistosomas transmitidos
por Chilina como taxonesclaves en el origen de los esquistosomas aviares en el continente
americano. No obstante, para soportar mejor este supuesto aun faltan mas informacién
respecto a la filogenia de estos pardsitos, particularmente aquellos prasrdeht

continente Sudamericano.
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En contraste, el arbol de COI mostré a los tres linaj&hiaa en un clado comun con
otros taxnes no descritos, aunque con un soporte moderado, mientras que el clado
incluyendo @endritobilharzig Gigantobilharziay otros esquistosomas aviares no descritos
fueron basales al resto del clddAS. Este arbol del gen COIl tuvo una topologia similar a la
de Floreset al (2021) para el esquistosoma awWamelancorhypha

Hasta ahora, la identidad especifica de los linajes 2 y 3 de Argentina, y el Linaje Il de
este estudio, no ha sido establecida. Considerando su posicién en los arboles filogenéticos
para ambos genes, y las distancias genéticas entre los presentes liatajesggneros de
esquistosomas aviares, estos corresponderian a diferentes especies o incluso géneros
distintos, tal como Florest al (2021) recientemente confiancon la descripcion del nuevo
géneroNasusbilharzia En consecuencia, diferentes especieisres, no necesariamente
relacionadas al cisne de cuello negro, albergarian a los vermes adultos de estxs tax
Ademas, otras especies aviares simpatricas de diferentes 6rdenes, y habitando el mismo lugar
de donde se colectaron los caracoles padamsigodrian representar hospederos definitivos
potenciales para estos esquistosomas, e.g. taguas (Gruiformes), cormoranes (Suliformes),
garzas (Pelecaniformes) y zambullidores (Podicipediformes). Es interesante mencionar que
todos estos érdenes de aves b@o reportados como hospederos de esquistosomas aviares
en otras partes del mundo (Horékal 2015). Aunque algunas de estas aves han sido
estudiadas desde el punto de vista parasitolégico en Chile (ver OyRuig Gonzalez
Acuiia 2022), todos estosstudios se han enfocado principalmente en los parasitos
gastrointestinalespor lo cual la presencia de esquistosomas probablemente se encuentre
subestimada

Se registré una cinfeccidn en tres caracoles colectados duraatéembre2019 entre
las cercaas de losLinajes | y Il. La intensidad total de infeccién vari6 de 16 a 85
furcocercarias en estos caracoles, con sélo una pequefa parte de estas cercarias perteneciendo
al Linaje | (85vs 7,57 vs 1,y 16 vs 1 cercarias). Asi, se establece una epiddpntainancia
del Linaje 1, lo cual también se aplicé para el resto d€lubna parasitadoscon el Linaje
Il como el taxdn mas prevalente. Aunque hay ejemplos defeccion entre esquistosomas
aviares y otrodrematods comoestrigeidos(Strigeidag, heteréfidos (Heterophyidae) y
equinostomas (Echinostomatidae) (Lie 1973; Walke®18dldanovat al 2013), a nuestro

conocimiento, la c@currencia de esquistosomas aviares en el mismo caracol hospedero no
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ha sido documentado en la literatura. Estdlargo podria ser atribuido a una
inmunosupresion de los caracoles o que ambos esquistosomas son capaitaisideen el
mismo hospedero (Walker 197 Ademas, un grado de competencia entre ambos linajes
podria ser sugerido, lo cual acorde a Lie (19#Bbiera ser considerado como un
antagonismo indirecto entre los esporoquistes, donde el taxdn dominante causa un desarrollo
retrasado en el taxdn subordinado, con una marcada reduccion o ausencia del dltimo dentro
del caracol. No obstante, en este cdadiberacion de furcocercarias ocurrié para ambos
linajes, aunque en nameros reducidos para uno de ellos, sugiriendo la presencia de un taxén
dominante (Linaje Il) y uno subordinado (Linaje 1). Asi, y siguiendo las definiciones de Lie
(1973) esto deberigatalogarse como un antagonismo indirecto débil porque no hay una
reduccion absoluta en la salida larval del taxon subordinado. Sin prejuicio de lo anterior,
incluso para el linaje dominante se registro0 una reducida liberacion cercarial, lo cual se
confirmé después a través de la diseccion de estos caracoles, con un numero reducido de
esporoquistes, sugiriendo una infeccion temprana. Por lo tanto, y para entender mejor los
mecanismos subyacentes que causan tal interaccion, estudios experimentales sdosteque

Se observo una asociacion positiva y significativa de la longitud de la concha respecto a
la liberacion cercarial comoon la abundancia de estas ultimas. En otras palabras, la
posibilidad de encontrar un caracol parasitado y que esté liberando una mayor cantidad de
furcocercarias en la columna de agsanayoa medida quel caracol sea de mayor longitud.
La misma asociaén se ha reportado previamente@ndombeyangero en asociacion a
otrostrematodas larvales (Olmos y Georgéascimento 1997). Las posibles explicaciones
de esto pueden reducirse a dos; primero relacionado a la ontogenia de los moluscos, con los
caracolesde mayor longitud de concha siendo aquellos individuos de mayor edad en
comparacion a los pequefios, que seria individuos juveniles (Olmos y BEsgmento
1997). Si bien la biologia especifica de este molusco no es conocida en Batltedlba
et al 2010, en general, se plantea que los caracoles viven por 1 afio, por lo que los individuos
parasitados de mayor tamafio, hasta 3 cm de largo, podrian corresponder a especimenes de la
temporada anterior, lo cual les da un mayor tiempo de exposicién acdiyerasitos, en
este caso a los miracidios que estén siendo liberados por las avest @CA1940; Sorensen
y Minchella 2001). Y segundo, el gigantismo, el cual es un aumento del tamafio del

hospedero inducido de forma indirecta por ciertos paraptos garantizar una mayor fuente

58



de recursos, i.e. mas tejido del caracol hospedero, para su desarrollo. Este gigantismo ocurre
como consecuencia de la castracion ejercida por el mismo parasito, dejando energia adicional
al hospedero para crecer (Olmos go®@eNascimento 1997; Sorensen y Minchella 2001,
Seppélét al 2013). Existen varios estudios reportando esto en los esquistosomas, aunque la
mayoria se han enfocado en el esquistosoma huBehistosoma mansoSambo, 1907 y

su caracol hospedeBiomphdaria spp. (Planorbidae). No obstante, hay un ejemplo para los
esquistosomas aviares, a través del parasitismd. decellata en Lymnaea stagnalis
(Linnaeus, 1758) (Lymnaeidae) (Sorensen y Minchella 2001). Para comprender mejor la
naturaleza de esta asamin entre el parasitismo y el tamafio de este caracol se requieren
estudios experimentales (Sorensen y Minchella 2001) para cada linaje y asi establecer si
todos tienen un efecto similar o incluso si difieren.

El valor Sp dePoulin y Moulliotfue de 1, lo cual significa que cada uno de los linajes
es altamente especifico p&adombeyan@Poulin 2007), esto de forma preliminar hasta que
se realicen mayor investigacion en otras especies de este género en el pais. Ya que acorde a
los estudios pevios de Martorelli (198), Szidat (1951) y Florest al (2015), otras especies
deChilina son capaces de albergar esquistosomas aviares, iugnineay Chilina gibbosa
Sowerby, 1838las cuales también estan distribuidas en Chile (Valdovinos 2686).
futuras investigaciones debieran considerar muestrear estas y otras especies para evaluar si
son capaces de albergar a los mismos linajes aqui reportados u otros aun sin describir. Si bien
el géneroChilina esté restringido al Neotrépico, son contattissesfuerzos respecto a la
sistematica de estos caracoles (Floe¢sal 2015; Borquezet al. 2020), lo cual es
particularmente importante considerando que hay 30 especies descritas morfoldgicamente en
Chile, con la mayoria de ellas concentradas en mir€g Sur de Chile (Valdovinos 2006;
Fuentealbat al 2010). En lo sucesivo, una caracterizacion molecular de estos hospederos
intermediarios permitiria establecer, por ejemplo, el grado de especificidad de los
esquistosomas aviares dentro de la fantihdinidae con mayor exactitud.

Physella acutaes un caracol norteamericano que es capaz de tolerar marcados cambios
en la composicion abidtica de los ambientes acuaticos, ventaja que les permite ser una especie
invasora exitosa a una escala global, inehdo Chile (Fuentealbat al 2010; Collado
2017). Ademaés, esta especie de molusco actia como hospedero intermediario de

esquistosomas aviares zoonoticos en Norteamérica, como por ejéngsiobilharzia
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physellae (Talbot, 1936) McMullen y Beaver, 194% Trichobilharzia querquedulae
McLeod, 1937Brant y Loker 2009a, b), y recientemente fuera de su distribucion natural, en
Europa (Helmeret al 2021). Considerando las prevalencias reducidas asociadas a estos
parasitos (e.g. Brant y Loker 2009b; Horak y Kbl v § 20 1 1 ; et M&016; Ale ws k a
Juburyet al 2021), la ausencia de parasitismo por esquistosomas en el resto de las especies
de caracoles aqui muestreados, R.@cuta podria relacionarse al pequefio tamafio muestral
por area, por especie de cafammalgunos casos, o incluso podria ser un resultado esperado.
No obstanteP. acutaresultdé negativa a pesar de su mayor tamafio muestral en comparacion
conC. dombeyanal390 vs 714 caracoles, respectivamente. Esto podria estar relacionado a
otros factoes bioticos como la presencia de densas poblaciones de hospederos definitivos en
el area muestreada, e.g. areas de crianza de las avegei{BbB916; Helmeet al 2021), o
gue este caracol physido requiere de aves acuaticas migratorias como fuafgecdn
(Pintoet al 2014).

El anélidoChaetogastesp. fue identificado en una pequefa proporciorsuperior al
4% en tres de las especies de caracoles aqui muestre@dakymbeyanaP. acutay
Potamolithussp. Esteectasimbionteha sido catalogado como un importante controlador del
parasitismo en los moluscdslceacuicolaa los cuales esta asociado, depredando sobre los
miracidios que intentan parasitar a los caracoles como las cercarias que estos liberan (lbrahim
et al 2007;Soldanovét al. 2013 Giannelliet al 2016. En un estudio publicado por Ibrahim
et al (2007) se encontrana correlacion negativantrela prevalencia deChaetogaster
limnaeivon Baer, 182% el parasitismo parematods en el caracdiospederpsugiriendo
un rol protector de este anéliddo obstante, en el presente estudio, se encontraron estos
anélidos e® de 35 caracolague si resultaron parasitados con esquistosomas aBabésn
Su presencia podria considerarse como un féabtico interesante en la ecologia de estas
furcocercarias (Soldanow al 2013 Horaket al 2015 Giannelliet al 2016, se requieren
condiciones controladas para evaluar el impacto Qdegntener sobre estas una vez han
abandonado al caracol.

Durante el periodo de muestreo no hubo reportes de dermatitis cercarial, lo cual podria
explicarse debido a la distancia importante entre el sitio de las actividades recreacionales
acudticas y el bordele la laguna donde se colectaron los caracoles parasitados,

aproximadamente 800 m de distancia. A pesar de lo anterioet@br1940),Szidat (1958)
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and Sckrabuli®t al (2020) han reportado que las furcocercarias pueden ser transportadas
por corriettes acuaticas a distancias relativamente largas, de costa a costa, causando la
afeccion cutanea lejosldagardonde los caracoles parasitados estan ubicados. Asi, el riesgo

de dermatitis cercarial no debe descartarse a pesar de la ausencia de carastigsdqs en

el &rea inmediata de las actividades acuéticas recreacionales. Ademas, acorde a los salvavidas
de la Laguna Chica de San Pedro, cada verano algunos bafistas aparecen con erupciones
cutaneas luego de bafarse, aunque ellos lo asocian a osas camo bacterias o toxinas
(OyarzunRuiz, P.Datos no publicadgs Esto podria considerarse evidencia de la actual
transmision de estos parasitos luego de 17 afios desde el primer brote en dicha laguna
(Valdovinos y Balboa 2008).

Otro punto pendiente para evaluar es el potencial zoondtico de los linajes aislados.
Aunque Valdovinos y Balboa (2008) asociaron el brote en la mencionada laguna a
Trichobilharziasp., con los resultados discutidos es ahora sabido que estedae@pond
atres taonesdistintos. Asi, estudios experimentales son requeridos para establecer cual de
estostagnespodr 2 a causar el Asarpullido del nadad ¢
de causar tal afeccion. El solo reporte de tres linajes diferezpessenta un hallazgo
importante, representando una advertencia para una potencial emergencia de una enfermedad
parasitaria asociada a activi dacdteab20tyumanas |
Ademas, otro punto importante es que el Linaje | cpmedié a un esquistosoma naddl,
melancorhyphaAunque no hay datos sobre el potencial zoonoético de la mencionada especie,
este grupo de parasitos, cbrichobilharziaregentHor §k, Kol §Sov§ y DvoS§
la especie modelo, son de preocupaciormgperen modelos murinos experimentales son
capaces de migrar al sistema nervioso, causando severos cambios patologicos en los sistemas
nervioso central y periférico de mamiferos como paralisis y disfuncién motora, alteraciones
que podria extrapolarse a humnos ( Hor 8§k y Kol ®tSa 2®1; 2001 ;
Lichtenbergovét al. 2011; Marszewskat al 2016).

Las probables implicancias del cambio climéatico sobre los parasitos han sido sugeridas
mediante cambios en los hospederos y rango geogréfico, desamcalerado, y
patogenicidad incrementada hacia los hospeddfosel caso de lostrematods, el
incremento de la temperatura del agua aceleraria las tasas de desarrollo dentro de los

caracoles hospederos causando la emergeneiakegenciae estos parasitos (Adlagtial
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2015). En consecuencia, para los esquistosomas zoonéticos esto se traduciria en una
transmision exacerbada hacia los seres humanos, causando brotes de dermatitis cercarial
(Hordk et al 2015; ARJuburyet al. 2021). El esenario climatico actual es preocupante,
destacando la necesidatk un mayor nUmero deinvestigacones relacionada con la
temprana identificacién de esquistosomas potencialmente zoondéticos en areas no estudiadas
como ocurre en Sudamérica. Adicionalmetdealteracion de los ecosistemas relacionado a
actividades antropicas como los cuerpos de agua artificiales y eutrofizacién juegan un rol
adicional a esta emergencia de parasitosis (Valdovinos y Balboa 2008; Soldanova y
Kostadinova 2011; Soldanowt al 2013; Marszewskaet al 2016). Este proceso de
contaminacion promueve un crecimiento excesivo de la vegetacion acuatica la cual sirve de
refugio y como sitios de alimentacion de caracoles, con el consecutivo incremento de la
poblacién de moluscos (Horak Yokl § So v § 2 0 ktlat 2013)0 thl dogha acwrg en
Laguna Chica de San Pedro. Ademas, los ecosistemas modificados atraen invertebrados,
como moluscos, y aves acuaticas, incrementando las posibilidades que los ciclos de vida de
los parasitos, tal comtns esquistosomas aviares, se desarrollen (Hetakl 2015;
Marszewskat al. 2016).

Futuros estudios con mayores tamafios muestrales para cada especie de caracol y
considerando distribuciones geograficas mas amplias podrian revelar la ocurrencia de un
mayor numero de tanesde esquistosomas aviares, incluso el descubrimiento de nuevas
especies para la ciencia. En el Sur de Chile hay multiples lagos, lagunas y humedales que
albergan una rica biodiversidad de caracoles acuaticos (Fuenttad#ia2010) y son
usualmente usados para actividades recreacionales como balneario, buceo, kayaking,
avistamiento de aves, entre otros; constituyendo asi areas de riesgo para brotes de dermatitis

cercarial, siendo de interés para su investigacion (Hetrak 2015).
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CAPITULO Il

ESQUISTOSOMAS AVIARES EN AVES ANATIDAS DEL CENTRO Y SUR DE
CHILE

1. INTRODUCCION

Los esquistosomas (Digene&chistosomatidae) son trematodos habitantes del
torrente sanguineo de aves y mamiferos, incluyendo el gBokistosom&Veinland, 1858,
el cual tiene al ser humano como hospedero definitivo, siendo asi el mas estudiado. Dentro
de esta familia se indicam total de 17 géneros, de los cuales 13 parasitan a diversos ordenes
de aves acuaticas bien dulceacuicolas o marinas (Gbab2002; Horalet al. 2015; Flores
et al 2021; Lorentiet al 2022). No obstante, el género mas diversd reshobilharzia
Skrjabin y Zakharow, 1920, siendo representado por aproximadamente 40 especies
distribuidas globalmente con las aves del orden Anseriformes como sus principales
hospederos definitivos (Hord al. 2012, 2015).

El ciclo biologico de estos parasitos estretanente mas simple en comparacion con
otros digeneos, ya que requiere de solo un hospedero intermediario, un caracol acuatico. El
ciclo inicia cuando las aves liberan los huevos a la columna de agua, bien a través de las
heces 0 mediante las secrecionasales, para que luego eclosione un miracidio el cual
buscara de forma especifica a su hospedero intermediario, desarrollandose asi los estadios
larvarios para que finalmente emerja una furcocercaria que buscara a su hospedero definitivo
en el agua (Hordy Kol § Sov § etad 2012). Urtd wez §okne contacto con su
hospedero final, esta furcocercaria se convertira en una esquistosomula, la cual viaja a través
del torrente sanguineo para madurar sexualmente y reiniciar su ciclo biolégico. No obstante,
estas furcocercarias pueden igualmente parasitar a seres humanos, causando brotes de una
afeccidn cutanea conocida como dermatitis cercarial (Hetrak 2015).

Si bien histéricamente se ha reconocido la especificidad de los esquistosomas aviares
haciass di ferentes hospederos interenaddl®d,ri os ( H
so6lo recientemente se ha discutido sobre la especificidad de los esquistosomas adultos hacia

sus hospederos definitivos (Brant y Loker 2009). Entre algunos ejemplos se pitada
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Allobilharzia visceralisK ol § Sov §, Rudol fov§, |Iaasifaido vy Sk2
exclusivamente a cisnes en el hemisferio Na&teserobilharzia branta8rant, Jouet, Ferte

y Loker, 2013 en gansoBtichobilharzia physellaéTalbot, 1936) McMullen y Beaver, 1945

en patos buceadoresTyichobilharzia querquedula®icLeod, 1937en patos alazulados

( Ko | $&b20@5; Brant 2007; Brant y Loker 2009; Branial 2013; Ebbet al 2016).

Si bien pareae ser casos particularesl uso de las herramientas moleculares y analisis
filogenéticos permitird establecer si este fenOmeno se extiende a otras especies de
esquistosomas aviares (Brant y Loker 2009).

En Sudamérica existen contados esfuerzos relacionadoda clasificacion y
sistematica de los esquistosomas parasitando aves acuaticas en generat(&la2645,

2021; Ebbset al 2016; Pintoet al 2017; Lorentiet al 2022). Mientras que en el caso
particular de los anatidos neotropicales, sdilco especies han sido reggadas como
hospederos definitivos de esquistosomas aviares, entre estas especies silvestres se encuentran
el pato gargantilloAnas bahamensisnnaeus, 1758), el pato jergon granfdeds georgica

Gmelin, 1789)pato capuchinddpatulaversicolor(Vieillot, 1816)] y el cisne de cuello negro

[Cygnus melancoryphiybolina, 1782)] en Argentina y Brasil (Travassisal 1969; Ebbs

et al 2016; Florest al 2021), y el pato criolloQairina moschatgLinnaeus, 1758)] como

especie doméstian Brasil (Freitas y Costa 1972; Legtieal. 1978, 1979; Pintet al 2017).

Si se considera la riqgueza total de aves anatidas en el Neotrdpico, s6lo una pequefia
fraccion de estas han sido reportadas como hospederos definitivos de esquistosomas, sin
embago, esto no seria debido a una reducida riqueza de estos parasitos, sino mas bien a un
limitado enfoque en el estudio de su helmintofauna como tal (Agiieo2016; Oyarzin
Ruiz y GonzéleAcufia 2021). A pesar de este pequefio abanico de hospedehas) se
descrito cinco especies pertenecientes a tres géneros de esquistosomas aviares,
Trichobilharzia Nasusbilharzia Flores, Viozzi, Casalins, Loker y Brant, 2021
DendritobilharziaSkrjabin y Zakharow, 1920 ¢ite et al 1978 Floreset al 2015; Ebb®t
al. 2016), ademas de otros dos taxones de clasificacion indieithpbilharziasp. enS.
versicolor(Szidat 1951) Yschistosoma pirajairavassos, 1932 ¢k bahamensiglravassos
et al. 1969), y uno aun no descrito con el potencial de correspondegénero nuevo (Pinto
et al 2017).
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Respecto a las especies de esquistosomas adultos descritos en Sudiangoah|
géneroTrichobilharziase puede mencionarTaichobilharzia jequitibaensiteite, Costa y
Costa, 1978 parasitanddCa moschatan Brasil (Leiteet al 1978) yT. querquedulaensS.
versicolorde Argentina, con sélo el segundo analizado a nivel molecular €Elbb2016).
En el caso @l génerdNasusbilharziasolo la especibasusbilharzia melancorhyphores,
Viozzi, Casalins, Lokey Brant, 2021 ha sido caractezatanto morfolégica como
molecularmente (Florest al 2021).En el caso d®endritobilharziaSkrjabin y Zakharow,
1920, éste ha sido mencionado en dos ocasioDegdritobilharzia pulverulentgBraun,
1901) Skrjabin, 184 enC. moschatacomo hospedero definitivo en Brasil (Freitas y Costa
1972; Leiteet al. 1982), yDendritobilharzia rionegrensidlartorelli, 1981 en la tagua de
frente roja Fulica rufifrons Philippi y Landbeck, 1861) en Argentina (Martorel81).
Ninguno de estos dos ultimos ha sido caracterizado a nivel molecular. Es asi como queda en
evidencia la falta de mayores analisis, especificamente filogenéticos, en los esquistosomas
parasitando aves dulceacuicolas. Desafortunadanestdesituadin no es muy diferente en
el caso de las aves marinas sudamericanas (Brah2017; Vanstreelst al. 2018; Lorenti
et al 2022).

En el caso de Chile, si bien existen dos registros de esquistosomas adultos desde dos
aves acuaticas, flamencahileno (Phoenicopterus chilensisMolina, 1782) y C.
melancoryphusninguno de estos dos estudios realizd una caracterizacion morfologica ni
molecular de dichos trematodos, ya que fudraltazgoshistopatobgicos (Paré y Black
1999; OyarzurRuiz et al. 2019). Dicho eso, este estudiascacaracteriza morfologica y
moleculamentede los esquistosomas aviares parasitando anatidos en Chile, contribuyendo
asi al conocimiento de este grupo de parasitos escasamente estudiados en el continente

Sudamericano.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1Hipotesis 2

ATeniendo en consideraci-n | a especificidad
especies de anatiddas comunidades de esquistosomas de patos y cisnes de cuello negro

son distintas .

2.20bjetivos

2.2.1. Objetivo general

Describir lagdiferentes poblacitesde esquistosomas aviares en ar@#idasolectadas en
diversasareas de las zonas Centro y Sur de Chile, estableciendo los hospederos que participan

en el ciclo biologico de cada especie de esquistosoma aviar identificado.

2.2.2. Objetivos especificos
I. Identificar y caracterizar morfologicacomo molecularmente los tretndos
Schistosomatidae aislados desde cada una de las especies anatidas.

ii. Determinar los hospederos definitivos que participan en los ciclos bioldgicos de cada
especie de escibsoma aviar identificado.

iii. Estimar los descriptores parasitologicos de prevalencia, intensidad media y
abundancia media para cada especie deatoelm Schistosomatidae aislado desde
cada especie aviar colectada.

iv. Analizar si hay una asociacion entre losagtores parasitolégicos de prevalenciay
abundancia de los tremodos Schistosomatidae respecto a los factores de especie,
edad y sexo de los anatidos muestreados.

v. Determinar el grado de especificidad de cada una de las especies de esquistosomas

aviaregespecto de las especies de anatidos muestreados.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1Materiales
3.1.1. Colecta de aves

Se realiz6 un muestreo de aves pertenecientes al orden Anseriformes durante el
periodo comprendido entre enero de 2019 a enero de 2021 en estanques, humedales, lagos,
lagunas y zonas anegadas de las regiones del Nuble, Biobio y Los Rios. Debido al delicado
estado de conservacion de algunas especies anatidas en territorio nacional, como el cisne de
cuello negro, y a la restriccion en cuanto a especie, nimero y periodo de caza de otras
especies de patos (SAG 2017), se realizé un muestreo por conveniericladedes.

En una primera instancia, se acudio a CONAF de la Region de LosaRjigs, tras
aprobael @A Per mi so de Investigaci-n en Creas Sil
carcasas de las aves encontradas muertas durante los recorridos rutinarios por parte de
guardaparques del sitio Ramsar Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter. Dicho
muestreo fue especialmente dirigido hacia la colec@ deelancoryphydos cuales poseen
una importante colonia reproductiva en dicha area protegida (CONAF 2019). Asi mismo, se
considerd dentro del muestreo aquellos cisnes de cuello negro que fuar@asiagios en el
Centro de Rehabilitacion de Fauna Silvestre de la Universidad de Concepcién, sede Chillan.
El nUmero minimo de cisnes a muestrear fue de 21 ejemplares por afio, valor establecido a
partir del estudio realizado por OyarzRniz et al (2019),quienes en el transcurso de 1 afio
pudieron colectar dicho nimero de carcasas desde el sitio Ramsar antes indicado. Se
establecio arbitrariamente este nimero y no mediante un calculo de tamafio muestral, ya que
esta especie se encuentra protegida por lale€yaza del estado, prohibiéndose en territorio
nacional su caceria durante todo el afio (SAG 2017), por lo que sélo se pudo acceder a sus
carcasas a través de la colecta que realiza CONAF periddicamente. Por otro lado, se recurrio
a cazadores certificadp®r el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) acorde a la Ley 19.473
de la misma institucion para la colecta de anatidos de otras especies en las regiones del Nuble,
Biobio y Los Rios. Segun lo establecido por la Ley, el periodo de caza estd comprendido
entreel 1 de abril a 31 de julio de cada afio, con las siguientes especies de anseriformes
incluidas en dicha ley, respetando las cuotas permitidas para la temporada d&. caza;
georgica Anas flavirostrisVieillot, 1816 Mareca sibilatrix (Poeppig, 1829) \Spdula

cyanoptera(Vieillot, 1816) (SAG 2017). Asi mismo se consideré como parte del muestreo
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aquellas aves anatidas, provenientes bien de la regién del Biobio o del Nuble, que llegaron
al Centro de Rescate de Fauna Silvestre de la Universidad de Concspd®Ghillan, y

gue por distintas razones fueron eutanasiadas.

3.2Métodos
3.2.1. Hospederos
a. ldentificacion aves y tamafio muestral

La identificacion de las especies aviares y especificacion del sexo como de la edad
(juvenil, adulto) de cada una, se determin6 acorde a lo descrito por Martinez y Gonzalez
(2017).El tamafio muestral de las aves a colectar mediante el permiso de Caa&ds S

calculo en base a la siguiente férmula:

=(4*p*q)/L

n =
( 95 %)

Esta f-rmula permite un c8lculo del tamaf

en una poblacion de tamafio desconocido, pero con la prevalencia del parasito de interés

previamente registrada; npo representa | a
(prevalencia del par8sito), mientras que nqo
al ®ste, y por ende compl e me n trarradnosible @ A p o,

0,05) Se eligi6é arbitrariamente la prevalencia indicada por Brant y Loker (2009), 94%, ya
gue fue un estudio que abarco la caracterizacion de las diferentes especies de esquistosomas
presentes en diversas especies de patos y cisnesy@ijmilar al propuesto en el presente

proyecto. Dicho esto, el tamafio muestral calculado correspondio a 90 aves en total.

3.2.2. Esquistosomas aviares
a. ldentificacion trematodos adultos
i. Necropsia parasitaria

Las carcasas colectadas en las regiones del Nuble y Biobio fueron trasladadas al
Laboratorio de Parasitos y Enfermedades de Fauna Silvestre, Facultad de Ciencias
Veterinarias, de la Universidad de Concepcion, mientras que aquellas aves colectadas en la
regon de Los Rios fueron trasladadas al Laboratorio de Parasitologia Veterinaria, Facultad

de Ciencias Veterinarias, de la Universidad Austral de Chile. En ambos laboratorios se
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examinaron mucosas y conchas nasales, corazén y sus grandes vasos sandafieos, ar
mesentéricas y sus ramificaciones, higado y rifion, segun lo indicado pet Blit¢2017).

Los trematodos aislados fueron relajados en solucion salina citratada para a continuacion ser
fijados y preservados eetanol 80%. Dicha concentracion dsanol permite tefiir, usar
microscopia electrénica de barrido (SEMEalizartécnicas moleculares los especimenes

( Kol $Sab208; Lutzet al 2017).

il. Identificacion morfolégica

Para realizar la caracterizacion morfolégica de los verastgs fueron tefiidos con
Alum Carmin, deshidratlbs en concentraciones crecientes dganol (70-100%),
diafanizalosen aceite de clavo y finalmente matiade forma permanente en Balsamo de
Canada para su revision bajo microscopia de luz @tk 2017. Las capturas de imagenes
como las mediciones de los trematodos se realizaron con el software Motic Images Plus 2.0
asociado al microscopio 6ptico MOTEA310, usando los objetivos 4x, 10x y 40x. Del total
de imagenes obtenidas se eligieron algunaslae ghra luego imprimirlas, calcar su silueta
y los 6rganos de mayores dimensiones, que ademas fuerondasilizamo guia para
finalmente dibujar las estructuras internas mas pequefas de cada trematodo mientras estos
eran observados bajormicroscopio optico con los objetivos 10x y 40x.

A continuacion, se compararon las mediciones y morfologia interna como externa
con las claves taxonémicas Hain (1955 1956, 1959),Travasso%t al (1969), Ulmer y
Vande Vusse (1970), Farley (1971), Le#teal (1978), Vande Vusse (1980), Martorelli
(1981), McDonald (1981), Blae Islam (1983), Schell (1985), Islam (1986), Rind (1989),
Gibsonetal. ( 200 2) , etklq20@B)5Brantgy Loker (2009Rrantet al (2013), Flores
et al (2021) y Daviset al (2022).

La microscopia electrénica de barrido (MEB) se realiz6 utilizando el mismo

protocolo ya mencionado en la seccion de Material y Métodos del capitulo I.

ili. Extraccion de ADN y Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
De los vermes colectados eada especie aviar se destiné un pool para la realizacion
de técnicas moleculares, debido a que la diferenciacion entre especies es compleja. Los

vermes fueron preservados etanol absoluto y a continuacion almacenadosl@ °C
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( Ko | &tb2019; Hoéket al 2012; Christianseet al 2016). Se utiliz6 ADN genémico
el cual fue extraido utilizando el kit DNeasy blood and animal tissue (QIAGEN, Alemania)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad de ADN para cada muestra
extraidss e mi di - con un Espectrofot-metro EpochE
entre 1.6 y 2.0 para la proporcion de absorbancia A260/A280 fueron consideradas puros y
adecuados para la amplificacion mediante PCR (Kéad 2014). Finalmente, el ADN se
preservo a24°C hasta la realizacion del analisis molecular.

El PCR Touchdown, cebadores, volimenes de reactivos en cada reaccion y
protocolos de amplificacion para los genes COIl y 28S fueron los mismos detallados en la
seccion de Material y Métodos del dayo I.

iv. Andlisis filogenéticos

La verificacion de calidad y edicion de secuencias, construccion del marco
filogenético como las reconstrucciones filogenéticas (inferencia bayesiana [IB] y maxima
verosimilitud [MV]) de los genes 28S y COI, como el concatl 28SCOI se realizaron
acorde a lo detallado en la seccion Material y Métodos del capitulo I. Las secuencias que

formaron parte del marco filogenético estan detalladas en la Tabla 1.

3.2.3. Descriptores parasitoldgicos y Analisis estadisticos

Los descriptore parasitologicos de prevalencia (P), intensidad de infeccion (1),
intensidad media () y abundancia media (A delos esquistosomas adultes calcularon
e interpretaromcorde a Bushkt al (1997).

La asociacion entre la especie, eglaskxo del ave, y la localidad de origen del ave
con la presencia/ausencia de parasitos se analiz6 mediante regresiones logisticas
multifactoriales. La asociacion entre las mismas variables y la abundancia de paeasitos
analizé mediante regresiones binomiales negativas multifactoriales. En el caso de la especie
de ave, se establecio a la espédiesibilatrix como categoria de comparacion, y las otras
especies como variabl es 6 du nablecgdadocalidachde e | cas
Reloca (Camino a Cato, region de Nuble) como categoria base de comparacion, y las otras
|l ocali dades se consideraron variables &6dummi

regresiones binomiales negativas, se comenzd comatlonmas complejo (con todas las
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variables mencionadas) y se eliminaron las variables de a una, removiendo la variable con
mayor valor de probabilidad asociada (la menos significativa estadisticamente). EI mejor
modelo se selecciond mediante la pruebaad@én de verosimilitud; de tal modo que la
remocion de cualquiera de las variables del modelo seleccionado signifique la pérdida
significativa de verosimilitud. Los andlisis mencionados se realizaron con el software
Stata/BE 17 StataCorp LLC

Se evalué laespecificidad de cada especie de esquistosoma aviar respecto a las
distintas especies aviares, mediante el indice de Especificidad de Poulin y Mou#)ot (S
(Poulin 2007) que permite una comparacion entre diferentes taxa de parasitos utilizando una
gama @ diferentes especies hospederas. Este indice mide la distincion taxonomica (nimero
de fNApasoso desde g®nero a Phyl um) promedi o
hospederas usadas por una especie parasita. El valor del indice es inversamenignaloporc
a la especificidad; un alto valor del indice significa que en promedio los hospederos de una
especie de parasito no estan cercanamente relactoeatte ellosAl comparar los valores
del Sp entre diferentes parasitos, aquel con el menor valocargiun mayor nivel de
especificidad, caso opuesto si el valor es mayor. El valorrgelSsugiere un parasito
altamente especifico (Poulin 2007; Powtral 2011).
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Tabla 1. Secuencias obtenidas en GenB&o se detalla la informacion de los esquistosomas aviares dentro o cercanamente relacionados con el

cladoDAS, mi entras que el resto de |l os taxa forman parte del
Cddigo de acceso
Taxon Hospedero Localidad Genbank
28S Col
C293 Lineage | Chilina dombeyan&Gastropoda, Chilinidae Laguna Chica de San Pedro, Ch OM307635 OM321410
C791 Lineage | Chilina dombeyan&Gastropoda, Chilinidae Laguna Chica de San Pedro, Ch OM307633 OM321411
C294 Lineage | Chilina dombeyandGastropoda, Chilinidae Laguna Chica de San Pedro, Ch OM307645 OM321415
C662 Lineage |l Chilina dombeyan&Gastropoda, Chilinidae Laguna Chica de San Pedro, Ch OM307643 OM321417
Schistosomatidae sp. MSB Para 7973 Chilina dombeyan&Gastropoda, Chilinidae Lago Mascardi, Argentina KC113055 KC113073
Lineage 3
Schistosomatidae sp. MSB Para 7977  Chilina gibbosaGastropoda, Chilinidae) Lago La Patagua, Argentina KC113059 KC113075
Lineage 3
Schistosomatidae spSB Para 7959 Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae) Reservorio Pellegrini, Argentina KC113065 KC113078
Lineage 2
Schistosomatidae sp. MSB Para 7969  Chilina perrieri (Gastropoda, Chilinidae) Lago Musters, Argentina KC113071 KC113086
Lineage 2

Nasusbilharzia melancorhypha

Schistosomatidae sp. MSB Para 7954
Lineage 1

Schistosomatidae sp. MSB Para 7952
Lineage 1

Schistosomatidae sp. éfelanoides
tuberculata

Schistosomatidae sp. CRAM2127

Schistosomatidae sp. W829
Schistosomatidae sp. W640

Schistosomatidae sp. W217

Dendritobilharzia pulverulenta
Dendritobilharziasp. W499

Cygnus melancoryphigves, Anatidae)
Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)
Chilina gibbosa(Gastropoda, Chilinidae)

Melanoides tuberculatéGastropoda,
Thiaridae)
Spheniscus magellanic(aves,
Spheniscidae)
Larus dominicanugAves, Laridae)

Siphonaria lessoni{Gastropoda,
Siphonariidae)
Haminoea japonicéGastropoda,
Haminoeidae)

Gallus gallus(Aves, Phasianidae)

Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae

Lago Mari Menuco, Lago
Pellegrini, Argentina
Reservorio PellegriniArgentina

MWO000331 Mw012493

KC113051

Lago Nahuel Huapi, Argentina KC113049

Emiratos Arabes Unidos
Rio Grande, Brasil

Argentina
Argentina

USA

USA
USA

JX875068

MG670449

KX302891

AY157241

KC113072

JX875069

MG707172

KX302898
KX302897

KX302895

AY157187
KX302892

grupo
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Schistosomatidae sp. 2 W402
Schistosomatidae sp. 2 W165
Schistosomatidae sp. 2 W480
Schistosomatidae sp. 1 W847

Schistosomatidae sp. 1 W848

Gigantobilharzia huronensis
Avian schistosomatid sp. W2081

Trichobilharzia querquedulae
Trichobilharzia querquedulae
Trichobilharzia querquedulae
Trichobilharziasp. A SVB 2009 W149
Trichobilharziasp. B SVB 2009
Trichobilharzia physellae
Trichobilharzia physellae
Trichobilharzia physellae
Trichobilharzia franki
Trichobilharzia regenti
Trichobilharzia szidati

Trichobilharzia mergi
Trichobilharziasp. C
Trichobilharziasp. D W376Stagnicola
Trichobilharzia stagnicolae
Trichobilharziasp. E W332 Stagnicola
Trichobilharziasp. PYOL010
Trichobilharzia australisSN5009N
Trichobilharziasp. HAP2013 W701

Anserobilharzia brantae
Allobilharzia visceralis

Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae
Aix sponsgAves, Anatidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae

Biomphalaria glabratg{Gastropoda,
Planorbidae)
Biomphalaria glabratg{Gastropoda,
Planorbidae)

Agelaius phoeniceugves, Icteridae)

Ceratophallus natalensi€&astropoda,
Planorbidae)
Spatula cyanopterfAves, Anatidae)

Spatula discorgAves, Anatidae)
Spatula versicolofAves, Anatidae)
Mareca americangAves, Anatidae)
Mareca americangAves, Anatidae)
Bucephala albeolgAves, Anatidae)

"Mallard" (Aves, Anatidae)
Physella gyringGastropoda, Physidae)
Radixsp. (Gastropoda, Lymnaeidae)
Radix peregrgdGastropoda, Lymnaeidae)

Lymnaea stagnali€Gastropoda,
Lymnaeidae)
Mergus serratoi(Aves, Anatidae)

Lophodytes cucullatu@ves, Anatidae)
Stagnicolasp. (Gastropoda, Lymnaeidae)
Mergus mergansgAves, Anatidae)
Stagnicolasp. (Gastropodd,ymnaeidae)
Radix rubiginosgGastropoda, Lymnaeidae
Anas superciliosgAves, Anatidae)

Stenophysa marmora{&astropoda,
Physidae)
Gyraulus parvugGastropoda, Planorbidae
Cygnus columbianu@ves, Anatidae)

USA
USA
USA
Brasil

Brasil

USA
Kenia

USA

USA
Argentina

USA

USA

USA

USA
Canada
Alemania

Republica Checa
Republica Checa, Bielorrusia

Islandia
USA
Canada
USA
Canada
Tailandia
Australia
Brasil

USA
USA

MF598180

MF598182

MF598183

AY157242
AY858887

FJ174470
FJ174468

FJ174472

FJ174474

FJ711768
AY157244
AY157245

JX456158
FJ174481
FJ174478
FJ174480
OK104141
KJ855994

FJ174466
EF114223

MF598175
MF598174
MF598176
MF598177

MF598178

AY157188
AY829247

FJ174511
KU057184
FJ174524
FJ174528
MK433251
KT831365
FJ174530
AY157190
MT708491

JX456172
FJ174529
FJ174485
FJ174490
FJ174483
MW525202
OK357975
KJ855995

MK433247
EF114224
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Bilharziella polonica

Avian schistosomatid sp. W1285

Heterobilharziaamericana
Schistosomatium douthitti
Schistosoma intercalatum
Schistosoma bovis
Schistosoma haematobium
Schistosoma mattheei
Schistosoma margrebowiei
Schistosoma leiperi
Schistosoma indicum
Schistosoma spindale
Schistosoma nasale
Schistosoma rodhaini
Schistosoma mansoni
Schistosoma turkestanicum
Schistosoma edwardiense
Schistosoma incognitum
Schistosomaippopotami
Schistosoma japonicum
Schistosoma mekongi
Schistosoma sinensium
Schistosoma malayensis
Bivitellobilharzia nairi
Bivitellobilharzia loxodontae
Macrobilharzia macrobilharzia
Schistosomatidae sp. W688
Austrobilharziasp.
Austrobilharzia terrigalensis
Austrobilharzia variglandis

Anas platyrhynchu@Aves, Anatidae)

Biomphalaria sudanicg§Gastropoda,
Planorbidae)

AY157240
AY858886

AY157246
AY157247
AY157262
FJ897156
AY157263
AY157265
AY157260
AY157261
AY157258
AY157257
AY157259
AY157256
AY157173
AY157254
AY197344
AY157255
AY197343
746504

AF465922
AF465924
AY157252
AY858888
JN579949
AY858885
KF672860
JF742195
AY157249
AY157250

AY157186
AY829246

AY157192
AY157193
AY157208
MK757181
AY157209
AY157211
AY157206
AY157207
AY157204
AY157203
AY157205
AY157202
NC002545
KC456234
MT886702
AY157201
AY197346
EU325879
AY157199
AY157197
AY157198
JQ975011
IN579948
AY829248

AY157195
AY157196

82



Ornithobilharzia canaliculata
Spirorchis scripta

Learedius learedi
Hapalotrema mehrai

AY157248 AY157194
AY222174 AY829243
AY604707 OKO039252
AY604708 AY829244
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4, RESULTADOS
4.1. Aves anatidas como hospederos definitivos de esquistosomas

Se realizd la necropsia parasitaria a un total feages entre patos y cisnes
provenientes de las regiones del Nuble, Biobio y Los Rios (Figura 1, Tabla 2). De&stas, 5
(61,05%) aves resultaron parasitadas con esquistosomas visgeéoatesales. En el caso de
los trenatodos viscerales, estos fueron aikls principalmente desde el higado, rifidon,
corazon e intestinos, aunque en algunos casos también se colectarpocastsemetodos
desde pulmones y vesicula biliar. Mientras que los esquistosomas nasales fueron aislados
desde pequefios vasos sanguingesemtes en la mucosa nasal de las aves. Ademas, en
algunos casos se aislaron esquistosomas en la cavidad cellonuoal fue considerado
accidental, ya que en dichas aves se evidencié a travées de la necropsia la ruptura de érganos
como higado y corazofg cual probablemente ocurri6 tras la caceria de estas con rifle.

Desde el punto de vista morfologico, se reportaron cinco taxones para el género
Trichobilharzia uno para el géneroNasusbilharzia y cuatro para el género
Dendritobilharzia Dd total de aves parasitadasil presentaron infeccionesolo con
esquistosomas viscerajegno presentdesquistosomas nasales®lamente, yseis aves
registraroninfecciones mixtagon ambosesquistosomade las aves con esquistosomas
viscerales, seis de ellas presentaron parasitosis con esquistosomas del género
Dendritobilharzia Ademas, cuatro aves presentaron infecciones mixtas entre
Dendritobilharziaspp. y otros esquistosomas visceraleghobilharza spp., y ninguna de
ellas se encontré en-@afeccion con esquistosomas nasales.

Ademas delos taxonesantes mencionadp®n un ejemplar d&. cyanopterase
encontraron algunos estadios inmaduros incompletos en los rifiones, los cuales no eran
adecuadopara su descripcion morfolégica, por lo cual se destinaron exclusivamente para
analisis moleculares. La misma situacion ocurrié para unos esquistosomas hep&ficos en
melancoryphusde los cuales solo se recuperaron fragmentos pobremente preservados, por

lo cual se optdédo por su caracterizacion molecular.
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Figura 1. Mapa de las regiones y localidades respectivas que formaron parte del presente estudio.

Abreviaturas: Nuble: Cob= Cobquecura; Por= Portezuelo; Qui= Quillén; Sca= San Carlos; SFa=
San Fabian; Ne= Nebuco; EQ= El Quillay; Ch= Chillan; Re= Reloca. Biobio: S&ita Clara.
Los Rios: SNCA= Santuario de la Naturaleza Carlos Anwandter.
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Tabla 2. Localidades desde donde se obtuvieron los anéatidos que fueron parte del estudio.

. . . Ex Par
Especie de anatido Localidad Coordenadas
Anas flavirostris El Quillai (Nuble) ~ 36°39'31,22"S 72°12'11,76"C 5 1
Nebuco (Nuble) 36°38'30,6"S 72°11'39,7'0 11 4
Reloca (Nuble) 36°34'36,39"S 72° 1'12,65"C 15 7
Total 31 12
Anas georgica Nebuco (Nuble) 36°38'30,6"S 72°11'39,7'0 26 17
Reloca (Nuble) 36°34'36,39"S 72° 1'12,65"C 2 1
Total 28 18
Mareca sibilatrix Chillan (Nuble) 36°36'2237"S 72° 6'8,38"0 1 1
Nebuco (Nuble) 36°38'30,6"S 72°11'39'0 16 12
Portezuelo (Nuble)  36°30'41,8"S 72°20'17,1'0 1 1
Total 18 14
Spatulacyanoptera Nebuco (Nuble) 36°38'30,6"S 72°11'39,7"0
Total

Cygnus melancoryphu San Fabian (Nuble) 36°33'14,46"S 71°33'26,99"C
Quillén (Nuble) 36°44'27,39"S 72°27'46,72"C
Cobquecura (Nuble) 36° 7'57,06"S 72°47'37,51"C
Ninquihue (Nuble) 36°27'50,78"S 71°59'57,51"C
Sin datos (Nuble) -
Santa Clara (Biobio) 37°22'18,89"S 72°17'58,95"C
SN Carlos Anwandte 39°41'15,77"S 73°11'31,99"C

(Los Rios)
Total

Abreviaturas: Ex= aves examinadas lomalidad; Par= aves parasitadas por localidad

O R NRPRRPRRPRPROO®
UOFRrPOORORFR OO

[any
N
(o]

4.2. Descripcion morfolégica de los estadios adultos
Se describen a continuacion los esquistosomas adultos aislados, detallando ademas su

hospederaositio de infeccidn yocalidad.

4.2.1. Trichobilharzia Skrjabin y Zakharow, 1920
a. Trichobilharziasp. 1

Descripcién.Macho (Figura 2, Tablas 3, 7): Vermes filamentosos largos, levemente
aplanados dorseentralmente. Ventosa oral conica, terminal, cubierta con pequefias espinas
en lado ventral, bordeando su apertura, mientras que en el borde anterior aparecen algunas

espinas danayor longitud y delgadas. Eséfago presenta un pequefio bulbo de ubicacion
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anterior al acetabulo, el cual tiene las paredes levemente engrosadas respecto al resto del
esofago, para luego bifurcarse en dos ciegos delgados que pasan lateral al acetdbulo para
reunirse posterior a este y anterior a la vesicula seminal. Acetdbulo redondeado de mayor
diametro que la ventosa oral, cuya apertura estd rodeada de espinas delgadas y largas.
Vesicula seminal de aspecto contorsionado dividida en dos segmentos del Isingjitar,

una anterior denominada vesicula seméxéérnay otra posterior, vesicula semiiaterna,

la cual esta estrechamente asociada a un saco del cirro de pared @Relgahaprostéatica

es fusiforme, y termina en un ducto eyaculador que desengnoel poro genital de la papila
genital, la cual es prominente, sin espinas y ubicada en el borde anterior del canal ginec6foro
hacia el lado derecho de la linea media longitudinal del canal. El canal ginecoforo es un surco
ventral de mayor ancho respecal resto del cuerpo, de gran desarrollo muscular y
densamente cubierto de pequefias espinas en sus paredes y a nivel central. Intestino pasa
sinuoso a un costado de la vesicula seminal hasta ubicarse sobre la linea media del cuerpo a
la altura de la paml Primer testiculo ubicado a corta distancia del borde posterior del canal
ginecoforo. El verme de mayor longitud, aunque incompleto, presenté 82 testiculos
redondeados, pequefios, organizados en una unica hilera, alternandose de forma irregular a
los lade del intestino. Un segmento de cola presenté una forma espatulada, con el intestino
llegando cerca del borde de la cola y el dltimo testiculo a cierta distancia del término del

intestino.

Hospedero tippAnas flavirostrigAves: Anatidae).
Sitio de infecion: Higado, rifidn, y menos frecuente en corazon y cavidad cel6mica.
Localidad tipo Reloca (region del Nuble).

Otras localidadesEl Quillai, Nebuco (region del Nuble).
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Figura 2. Macho deTrichobilharziasp. 1 aislado desde el pato jergon cliigoas flavirostris. (A)

Regién anterior del cuerpo, paeetabular. (B) Region del canal ginecéforo y (C) Ventosa oral
espinog, con espinas de mayor longitud en apertura oral. Abreviaturas: ace= acetabulo; bu= bulbo;
es= esOfago; in= intestino; eyaucto eyaculador; pa= papila genital; pregionprostética; rce=

reuniéon cecalsc= saco del cirrdp= testiculo; vo= ventosa oral; vs= vesicula seminal.

88



b. Trichobilharziasp. 2

Descripcion.Macho (Figuras 34, Tablas 4, 7): Vermes filamentosos largos, levemente
aplanados dorseentralmente. Ventosa oral conica, terminal, cubierta con pequefias espinas
en lado ventral, concentradas principalmente en el borde anterior de su apertura,
extendiéndose Ista el borde dorsal. Eséfago presenta un pequefio bulbo alargado algo
distante del acetabulo, el cual luego se bifurca en dos ciegos delgados que pasan lateral al
acetabulo paranastomosarggosterior al mismo y anterior a la vesicula seminal. Acetabulo
redondeadasimilar en tamafo k& ventosa oral, cubierto de pequefas espinas alargadas en
torno a su apertura. No se logré observar la vesicula seminal en toda su extension ni si esta
estaba dividida, no obstante, se observd su aspecto contorsionado.mAsimise pudo
identificar el saco del cirro, ducto eyaculadorairegion prostatica. Se observo una papila
genital prominente sin espinas en el inicio del canal ginecoéforo, dirigida hacia el lado
izquierdo de la linea media longitudinal del canal. ERtgmecdéforo es un surco delgado,
incluso levemente mas delgado respecto al segmento anterior del cuerpo, aunque algo mas
ancho respecto al segmento posterior del cuerpo. Este esta cubierto de mdltiples espinas
pequefias en toda su extension, con alguspmas mas largas en el tercio anterior, el
desarrollo muscular de esta estructura es débil. El primer testiculo se encuentnaecada
distancia respecto del borde posterior del canal ginecéforo. El intestino pasa sinuoso entre
los testiculos. El versmde mayor longitud, aunque incompleto, presenté 100 testiculos

redondeados, pequerios, alternandose de forma irregular a los lados del intestino.
Hospedero tippAnas flavirostrigAves: Anatidae).

Sitio de infeccibnMucosa nasal.

Localidad tipo Reloca(region del Nuble).
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450 um

Figura 3. Fragmento del macho derichobilharziasp. 2 aislado desde el pato jergdn chisnas
flavirostris). Abreviaturas: ace= acetabulo; bu= bulbe; ciego intestinal; es= eso6fago; gin= canal

ginecoforo; in= intestino; vo= ventosa oral.
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Figura 4. Macho deTrichobilharziasp. 2 aislado desde el pato jergén chigoas flavirostris. (A)
Area acetabular detallando estructuras cercanas al acetdByl@€atal ginecéforo delgado y
espinoso. Cuerpo cubierto de pequefias espinas. (C) Ventosa oral espinosa. Abreviaturas: ace=

acetabulo; bu= bulbo; ci= ciego intestinal; pa= papila genital.
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c. Trichobilharziasp. 3

Descripcion.Macho (Figura 5, Tablas 3, 7): &mes filamentosos largos, levemente
aplanados dorseentralmente. Ventosa oral cilindrica, terminal, cubierta con pequefas
espinas, las cuales se concentran principalmente en el borde anterior de la apertura oral.
Esofago presenta un bulbo que se presemtzo un ensanchamiento en forma de cono del
esofago, con las paredes algo mas engrosadas respecto al resto de dicho 6rgano. Este luego
se bifurca en dos ciegos delgados anterior al acetdbulo, pasando lateral a éste y luego se
anastomosaomo un Unico ciego intesting reunion cecalposterior a la regién prostatica y
anterior a la papila genital. Acetabulo redondeado, con un diasietilar al de la ventosa
oral, cubierto con espinas largas y delgadas en torno a su apertura. Vesicula seminal
contorsionada, sin segmentacion visilidesaco del cirro es de pared delgadaoydeaa la
vesicula seminaén su ultimo tercioademas debarcarla region prostatica y el ducto
eyaculador La region prostatica egequena yfusiforme El ducto eyaculadodelgado
desemboca en la apertura genital de la papila genital. Este ultimo 6rgano es prominente,
ubicado en el lado izquierdo del cuerpo, sin espinakinicio del canal ginecoforo. El canal
ginecoforo es un surco cubierto por espinas densamente organizadas, incluso las espinas del
tercio posterior del canal parecen ser mas largas. El area de dicho canal es de gran desarrollo
muscular, levemente masacho respecto al segmento anterior del cuerpo. El primer testiculo
esta a corta distancia desde el borde posterior del canal. El intestino pasa sinuoso entre los
testiculos. Dos especimenes completos presentaron 87 y 90 testiculos redondeados,
pequefios, llernandose de forma irregular a los lados del intestino. La cola presentd una
forma redondeada, con el intestino llegando cerca del borde de la cola y el ultimo testiculo a
poca distancia del término del intestino.

Descripcion.Hembra (Figura 6, Tablas 3, 7). Verme filamentoso, largo, levemente
aplanado dorsgentralmente. Cuerpo de ancho similar en toda su extension, excepto en el
area del utero, donde es levemente mas ancho. Ventosa oral cilindrica, terminal, escasamente
cubierto conpequefias espinas, concentrdndose principalmente en el borde anterior de la
apertura oral. Es6fago presenta un bulbo que se presenta como un ensanchamiento en forma
de cono del eséfago. Este luego se bifurca en dos ciegos delgados anterior al acetabulo,
pasando lateral a éste y al utero. La posiciéon de la reunion cecal no logré determinarse.

Acetabulo redondeado, con un diamedirailar ala ventosa oral, cubierto con espinas largas
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Figura 5. Macho deTrichobilharziasp. 3 aislado desde el pagwgén grandeAnas georgica (A)
Segmento anterior del cuerpo y canal ginecéforo. (B) Ventosa oral espinosa. (C) Acetabulo bordeado
de espinas largas y delgadas. (D) Canal ginec6foro con n surco tipico cubierto de espinas. (E) Cola
tipica de los esquistomas aviares. Abreviaturas: ace= acetabulo; bu= bulbo; es= es6fago; eya= ducto
eyaculador; gin= canal ginecdéforo; in= intestino; pa= papila genital; pggmn prostatica; rce=

reunidon cecalsc= saco del cirrdp= testiculo; vo= ventosa oral; vs= vesdcseminal.
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VoD (A)

Figura 6. Hembra deTrichobilharziasp. 3 aislado desde el pato jergén gradeé georgica (A)
Segmento anterior del cuerpo, donde esta presente gran parte del sistema reproductivo. (B) Ventosa
oral espinosa. (C) Acetabulo con espinagda y delgadas. (D) Huevo de aspecto colapsado presente

en Utero. Abreviaturas: ace= acetabulo; bu= bulbo; ci= ciego intestinal; es= eséfago; hu= huevo; ut0

Utero; vo= ventosa oral.
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y delgadas en torno a su apertura. Apertura genital posterior al aogtbgtasa distancia

de éste, siendo evidengm los vermes montados en posicion lateral. Ufesiforme de

paredes engrosadas, conteniendo un Unico huevo en su interior. Posteriormente se comunica
mediante un estrechamiento del 6rgano cavatio, el cual es delgado y alargado. Luego

se comunica con el receptaculo seminal, el cual es contorsionado, corto y finamente estriado.

Huevo alargado con dos puntas aguzadas, de coloracién amarillo pélido, la cascara tiene un

aspecto colapsado.

Hospeero tipa Anas georgicdAves: Anatidae)

Sitio de infecciénHigado, rifion, y menos frecuente en corazén
Localidad tipo Nebuco (region del Nuble).

Otras localidadesReloca (region del Nuble).

d. Trichobilharziasp. 4

Descripcion.Macho (Figura 7, Tablas 37): Vermes filamentosos largos, levemente
aplanados dorseentralmente. Ventosa oral redondeada, terminal, cubierta con pequefias
espinas, aunque las ubicadas en torno a la apertura oral parecen ser mas anchas. Eséfago
presenta un bulbo conico de paredegresadas, anterior al acetabulo, desde el cual se
bifurcan dos ciegos delgados que pasan lateral al acetabuloamastiamosargeosterior a
la regidn prostatica y continian como un ciego comun o intestino. Acetabulo redondeado, de
didmetro levemente mar a la ventosa oral, cubierto de espinas delgadas y largas en torno a
su apertura. Vesicula seminal contorsionduégidaen dos secciones, una anterior (vesicula
seminal externg con estriaciones sutiles, y otra posterior (vesicula sermteing de
aspecto mas lis@aco del cirro de pared delgada y estrechamente asociada a la vesicula
seminal internaregion prostaticg ducto eyaculadoRegion prostatica pequeiia, fusiforme,
estrechamente asociada a la vesicula senmigstha Ducto eyaculador dgado desemboca
en papila genitalPapila genital prominente, anterior al canal ginec¢falbcada en lado
derecho de la linea media longitudinal del canal en la mayoria de los vermes examinados,
aunqgue en algunos especimenes se observo en el lado izquierdo de la linea media. El canal
ginecoforo es un surco cubierto densamente por espinasutlsi de gran desarrollo

muscular y ancho similar al segmento anterior del cuerpo. El primer testiculo esta a corta
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distancia del borde posterior del canal ginecoforo. El intestino pasa sinuoso entre los
testiculos. Cuatro especimenes completos presanté@89 testiculos redondeados,
pequefios, alterndndose de forma irregular a los lados del intestino. La cola es espatulada,
con el intestino llegando cerca del borde la cola y el dltimo testiculo casi a la misma altura
de éste.

Descripcion.Hembra (Figuras 8-9, Tablas 3, 7): Vermes filamentosos, levemente
aplanados dorseentralmente. Cuerpo de ancho similar en toda su extension, excepto en el
area del receptaculo seminal donde es marcadamente mas ancho. Ventosa oral conica,
terminal, escasamente cubiertmgequefias espinas, concentrandose principalmente en los
bordes de la apertura oral. Eséfago presenta un bulbo pequefio con paredes engrosadas,
anterior al acetabulo, para luego dividirse en dos ciegos delgados que pasan lateral al
acetabulo y atero. La p@ion exacta de la reunion cecal no pudo determinarse. Acetabulo
ovalado, pequefio, no superando en diametro a la ventosa oral, cubierto con espinas delgadas
y largas en torno a su apertu@vario alargado, levemente contorsionada@on una
constriccion erca dda mitad de su extensipdando la apariencide estardividido en dos
segmentogbipartito). Utero fusiforme de paredes engrosadas con un unico huevo en su
interior. Apertura genital ventral, inmediatamente posterior al acetabulo, siendo visible e
los trematodos montados lateralmeriReceptaculo seminal de mayor analespecto al
ovario y con forma de garroteLas glandulas vitelinas se organizan en pequefios
conglomerados de glandulas, alternandose irregularmente a lo largo del intestino.dsa cola
espatulada y levemente mas ancha que el resto del cuerpo. El huevo es alargado, de
coloracién amarillo palido, con forma de huso y uno de los extremos es mas aguzado que el

otro. Ademas, el huevo evidencia un aspecto colapsado en su cascara.

Hospederdipo: Mareca sibilatrix(Aves: Anatidae).

Sitio de infeccionHigado, rifidn, y menos frecuente en corazén, pulmones, vesicula
biliar.

Localidad tipo Nebuco (region del Nuble).

Otras localidadesPortezuelo, Chillan (region del Nuble).
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Figura 7. Macho délrichobilharziasp. 4 aislado desde el pato rédh(eca sibilatriy. (A) Segmento
anterior del cuerpo y canal ginecéforo. (B) Ventosa oral espinosa. (C) Cola espatulada. Abreviaturas:
ace= acetdbulo; bu= bulbo; es= es6fago; eya= ducto eyacugatocanal ginecoforo; in= intestino;

pa= papila genital; proregidnprostética; rce= reunion cecal= saco del cirrde= testiculo; vo=

ventosa oral; vse= vesicula seminal externa; vsi= vesicula seminal interna.
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190 um

Figura 9. Detalles lembra dérichobilharziasp. 4 aislado desde el pato rédhfeca sibilatriy. (A)

Detalle del extremo anterior del cuerpo, detalldndose el sistema reproductivo. (B) Detalle de eséfago
y su divisién cecal. (C) Huevo observado uterg levemente colapsado. Abreviaturas: ace=
acetabulo; ci= ciego intestinal; es= es6fago; hu= hueve;ovario; rs= receptaculo seminal; ut=
Utero; vo= ventosa oral.
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e. Trichobilharzia querquedulakicLeod, 1937

Descripcion.Macho(Figuras 1611, Tablas 3, 7): Vermes largos, levemente aplanados
dorsaventralmente, cuerpo robusto en toda su extension. \éeatabredondeada, terminal,
cubierta densamente por pequefias espinas, aunque aquellas ubicadas en el borde anterior de
la apertura oral son de mayor ancho y redondeadas. Es6fago ancho, presentando un bulbo
evidente, redondeado anterior al acetdbulo, agesa&videncia como los extremos de la
pared del es6fago se introducen dentro del bulbo. A continuacién, de este bulbo se bifurcan
dos ciegos delgados que pasan lateral al acetabulo y vesicula seminal hasta reunirse posterior
a la region prostatica al niMge la papila genital. Acetabulo redondeado, de diametro similar
a la ventosa oral, cubierto con espinas delgada y largas en torno a su apertura. Vesicula
seminal contorsionada, sin segmentacion visible, con marcadas estrias en su s@aadicie.
del ciro pequefio, de pared delgada, estrechamente asociado al tercio distal de la vesicula
seminal, ademas de abarcar a la region prostatica y ducto eyactlagam prostatica
pequefia, fusiformeDucto eyaculador desemboca en el poro genital. Papila genital
prominente, sin espinas, en extremo anterior del canal ginecéforo, ubicado en lado izquierdo
de la linea media longitudinal de dicho canal. El canal ginecoforo es un surco cubierto de
espinas diminutas densamente organizadas, de gran desarrollo musoulaw legemente
mayor al segmento anterior del cuerpo. El primer testiculo esta a poca distancia del borde
posterior del canal ginecéforo. El intestino pasa sinuoso entre los testiculos. Se contabilizaron
179207 testiculos redondeados, pequefios, orgarszaao grupos de -2 testiculos
alternandose de forma irregular a lo largo del intestino hasta cerca de su extremo terminal.

La cola es espatulada, con el intestino llegando muy cerca del borde la cola.
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Figura 10. Macho deTrichobilharzia querquedulaaislado desde el pato coloradSpatula
cyanoptera. (A) Segmento anterior, detallando canal ginecoforo. (B) Ventosa oral con espinas
anchas. (C) Detalle de acetabulo, amplio, cubierto de espinas delgadas. Abreviaturast&wete;ac
bu= bulbo; es= esotfag@ya= ducto eyaculadogin= canal ginecéforo; in= intestino; pa= papila
genital; pro=regidnprostética; rce= reunion cecat= saco del cirrdp= testiculo; vo= ventosa oral,
vs= vesicula seminal.
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