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Abstract.- In the Chilean coast, sharks and rays are one of the least studied fish groups, therefore quantitative data about their parasites
are scarce or almost non existing. Copepod parasites were collected from different sites along corporal body of Prionace glauca (n=
12) and of Isurus oxyrinchus (n= 1) captured onboard cruise OCEARCH during March and April 2014. Three species belonging to the
Pandaridae family were identified: Echthrogaleus coleoptratus, Dinemoura producta and Nessipus orientalis. The latter species is here
recorded for the first time in Chilean waters. These copepods did not show infection site preferences along host body. Considering the
wide range of hosts described for these parasite species, it is concluded they are generalist parasites of wide geographic distribution.
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INTRODUCCION

Los copépodos son un grupo de crustaceos acuaticos
tanto de vida libre como parasitos, que pueden habitar en
agua dulce y en condiciones hipersalinas, distribuyéndose
desde aguas someras a grandes profundidades marinas
(Huys & Boxshall 1991, Boxshall & Defaye 2008,
Morales & Peréz 2012). Se han reconocido cerca de
16.000 especies de copépodos alrededor del mundo,
de las cuales aproximadamente un tercio son parasitos
(Walter & Boxshall 2008, Boxhall, 2009, Morales &
Pérez 2012, Gonzalez-Armas & Hernandez-Trujillo
2012). Los copépodos parasitos presentan una capacidad
de vivir practicamente en cualquier animal acuatico
(vertebrado e invertebrado) y algunos tienen el potencial
de afectar el crecimiento, la fecundidad y la supervivencia
de los hospedadores (Stuardo & Fagetti 1961, Hewitt 1971,
Neilson et al. 1987, Johnson et al. 1996, 2004, Vinobaba
2007). Ademas, los copépodos parasitos poseen estructuras
especificas para adherirse a sus huéspedes (Ingram &
Parker 2006), reportandose diversos sitios de anclaje para
ellas, que incluyen: la cavidad bucal, branquias, aletas
pectorales, aletas dorsales y aletas caudales, entre otras
(Rokicki & Morozinska 1995, Newbound & Knott 1999,
Gonzalez-Armas & Hernandez-Trujillo 2012).

En Chile se registran aproximadamente 131 especies de
copépodos parasitos (Muiloz & Olmos 2007), infestando
principalmente peces teledsteos de importancia tanto
comercial como deportiva (Jensen 1986, Mufioz & Olmos
2007, Morales & Pérez 2012), demostrando asi el mayor
esfuerzo en la taxonomia de copépodos de este grupo
de hospedadores. Sin embargo, los tiburones y las rayas
llegan a ser uno de los grupos menos conocidos y los
estudios se basan principalmente en individuos capturados
incidentalmente. Por lo tanto, estudios cuantitativos de
parasitos en tiburones en las costas de Chile son escasos.

La familia Pandaridae se compone aproximadamente
de 39 géneros y 220 especies (Walter & Boxshall 2016),
que se caracterizan por ser exclusivamente parasitos de
condrictios (Cressey 1967, 1968; Alvarez & Winfield
2001, Gonzalez-Armas & Hernandez-Trujillo 2012). Los
primeros registros de copépodos pandaridos en organismos
distribuidos en la costa chilena fueron realizados por Wilson
(1905, 1907, 1915, 1921, 1935); posteriormente, Stuardo
& Fagetti (1961) reportaron la presencia de hembras de
Echthrogaleus coleoptratus (Guerin, 1837) infestando un
tiburén azul o azulejo Prionace glauca (Linnaeus, 1758)
en las costas de Valparaiso. A la fecha, se han registrado en
las costas chilenas, 5 géneros de esta familia que incluyen



8 especies: Dinemoura latifolia (Steenstrup & Lutken,
1861), Dinemoura producta (Miiller, 1785), Echthrogaleus
coleoptratus (Guerin, 1837), Echthrogaleus denticulatus
Smith, 1873, Echthrogaleus indistinctus (Kroayer, 1863),
Gangliopus pyriformis Gerstaecker, 1854, Pandarus satyrus
Dana, 1852 y Phyllothereus cornutus (Milne-Edwards,
1840) (Muiioz & Olmos 2007).

En este estudio se describe la prevalencia y sitio de
infeccion de especies de copépodos Pandaridae en los
tiburones Prionace glauca e Isurus oxyrinchus Rafinesque,
1810, provenientes de la costa central de Chile.

MATERIALES Y METODOS

Durante el crucero OCEARCH ‘Islas Oceanicas, Chile’
(33°75°S 72°26,9°W), efectuado entre el 18 de marzoy 11
de abril 2014, se capturaron 13 tiburones mediante sedal y
anzuelos, 12 de ellos fueron azulejos (Prionace glauca) y
un ejemplar de mako (Isurus oxyrinchus). Los copépodos
parasitos fueron separados mediante el uso de pinzas e
introducidos en frascos con alcohol al 95% y rotulados
segun el sitio del cuerpo del tiburdon donde se encontraban
adheridos (mandibula, branquias, aleta dorsal, entre otras).

Laidentificacion taxondmica se baso en las descripciones
morfologicas mas distintivas (antenas, apéndice bucales,
pereidpodos, entre otras estructuras) siguiendo la literatura
especializada (Cressey 1967, Hewitt 1967, Alvarez &
Winfield 2001, Ho ez al. 2003, Izawa 2010, Ho & Lin 2011,
Dippenaar & Jordaan 2012).

Para corroborar la identidad taxonomica de los parasitos
se realizaron analisis moleculares, con extracciones de ADN
de cada morfotipo de los copépodos obtenidos mediante
la metodologia del Chelex al 5% (Leung et al. 2009). Se
amplificaron, mediante PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), 2 genes: la region D1-D2 del gen nuclear 28S
(28S) y el gen 18S (18S) usando los partidores descritos por
Song et al. (2008) para 28S y 18S. Los productos de PCR
se visualizaron en geles de agarosa al 1,5% y se enviaron a
secuenciar a la compania Macrogen Inc., Corea del Sur' a
través del secuenciador automatico ABI Prism 3730xl1. Las
secuencias se ensamblaron y editaron usando el programa
ProSeq v2.9 (Filatov 2002). Adicionalmente, se obtuvieron
secuencias de la base de datos GenBank.

1<www.macrogen.com>
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Los anélisis filogenéticos se realizaron usando los
algoritmos de Maximum Likelihood (ML), Neighbor-
Joining (NJ) y Maximum Parsimony (MP). Los analisis de
ML y NI se realizaron en el programa Mega v6 (Tamura et
al. 2013), y MP fue realizado usando el programa PAUP*
(Swofford 2002). El soporte nodal se determiné con 1000
permutaciones bootstrap. Para el analisis de ML, se usaron
los modelos GTR+G+I para el gen 18S, y el modelo
GTR+G para el gen 28S. Para el analisis de NJ, se usaron
los modelos TN93+G para el gen 288S, y el modelo de K2P
para el gen 18S. Los modelos fueron escogidos de acuerdo
al criterio de informacion de Akaike (AIC) implementado
en Mega v6. Para el andlisis del algoritmo de MP se utiliz6
una estrategia de busqueda heuristica con adicion aleatoria
de las secuencias, y biseccion del arbol y reconexion
(TBR) con intercambio de ramas. Todos los caracteres se
llevaron a cabo sin orden y se ponderaron de igual forma y
los gaps fueron tratados como datos faltantes. Se utilizaron
individuos de la familia Bomolochidae como outgroup para
el gen 28S, y un individuo de la familia Dichelesthiidae para
el gen 18S. Los individuos fueron clasificados en grupos
especificos, cuando correspondia. La distancia fue obtenida
con el promedio del nimero de mutaciones (sustituciones).
La divergencia entre grupos fue determinada aplicando el
modelo K2P en el algoritmo NJ.

Se calculo prevalencia y abundancia media de los
copépodos segun Bush ez al. (1997). Para evaluar la posible
preferencia de los parasitos a un sitio especifico del tiburén
se utiliz6 una matriz de correlaciones de Spearman (Zar
1999). Ademas, para evaluar posibles agrupaciones en las
ocurrencias de infecciones entre sitios corporales se realizd
un andlisis de cluster, utilizando distancia euclidiana y el
algoritmo de unioén simple entre grupos, con la funcion
SIMPROF para objetivar los grupos (PRIMER 6.0).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se identificaron 3 especies de copépodos en los diferentes
sitios anatomicos de las especies de tiburones (Tabla 1).
Hubo abundancias de copépodos que se correlacionaron
positivamente entre el flanco con aleta dorsal (r= 0,68,
P < 0,05) y la aleta pélvica (r= 0,904; P < 0,05), y entre
aleta anal con clasper (r= 0,887; P < 0,05). El analisis de
cluster, sin embargo, no fue apoyado estadisticamente y
no se evidenciaron agrupaciones de preferencias en las
abundancias de copépodos por sitios corporales.



ECHTHROGALEUS COLEOPTRATUS (GUERIN-MENEVILLE, Tabla 1. Numero total de copépodos E. coleoptratus registrados

1837) en los diferentes sitios corporales de P. glauca / Total number
. . . of E. coleoptratus copepods recorded in the different body sites
Se obtuvieron 79 ejemplares correspondientes a hembras of P. glauca
y algunos estados juveniles de E. coleoptratus ubicados
en diversas partes del cuerpo de los tiburones. Estos Ubicacién Total copépodos  Porcentaje
. , . 0 parasitos copépodos (%)
copépodos sélo se registraron sobre P. glauca, conun 100%
de prevalencia (Tabla 1).. La 1dent1ﬁca01on. de esta especie Branquia 15 18.99
fue apoyada por los analisis moleculares (Fig. 1 A; Tabla 2). Aleta pectoral 10 12,66
1° Dorsal 8 10,13
NESSIPUS ORIENTALIS HELLER, 1865 2° Dorsal 7 8,86
. s . Aleta pélvica 5 6,33
Se 1dentr1flco una hembra de esta especie qufe solo se Aleta anal 3 3.80
encontré en 1. oxyrinchus por lo cual se considera una Aleta caudal 21 26,58
prevalencia del 100%. No se encontr6 diferencias con las Clasper 8 10,13
descripciones taxonémicas y los especimenes examinados. Flanco A 2 2,53

A) 1001001100 Echthrogaleus sp. Cp69, este estudio
991100/99 4{ Echthrogaleus sp. Cp70, este estudio
Echthrogaleus coleoptratus DQ180344
Dinemoura sp. Cp67, este estudio
Caligus quadratus Ap.1
Parabrachiella anisotremi As.Pb1
Bomolochidae Pj.B1

97/86/94

0,1

Pandarus sp. FJ447456
Pandarus sp. FJ447457
Pandarus sp. FJ447455
Pandarus smithii DQ538502
Pandarus sp. FJ447458
Pseudopandarus longus FJ447451
Pannosus japonicus FJ447450
Phyllothereus cornutus FJ447449
’?f‘”ndﬁ’”s e IEIJ 44745#J447452
97/96/96— Achtheinus oblongus
gy S Perissopus dentatus FJ447453
99/100/90] |Echthrogaleus sp. Cp68, este estudio
g9g100/56| EChthrogaleus sp. Cp69, este estudio
Echthrogaleus sp. Cp70, este estudio
99/99/98 Nessipus crypturusFJ447444
Nessipus vespa FJ447443

55759796 Nessipus orientalis FJ447445
Nessipus orientalis FJ447446
100/100/100| Nessipus orientalis FJ447447

Nessipus orientalis FJ447448
Dinemoura sp. Cp67, este estudio
99/100/99' Dinemoura latifolia DQ538501
Anthosoma crassum FJ447459

B)

100/100/100

0,005

Figura 1. Arboles filogenéticos de diferentes especies de pandaridos encontrados en tiburén contrastados con secuencias obtenidas
de la base de datos GenBank. Los arboles se basaron en el analisis de Maximum Likelihood (ML) para los genes 28S (A) y 18S (B).
Los nimeros indican el porcentaje de soporte bootstrap realizados para cada analisis ML/NJ/MP. Los valores menores al 50% no se
indican / Phylogenetic trees of different species of pandarids found on shark contrasted with sequences obtained from the GenBank
database. The trees were based on the Maximum Likelihood (ML) analysis for the 28S (A) and 18S (B) genes. The numbers indicate the
percentage of bootstrap support performed for each ML/NJ/MP analysis. Less than 50% values are not included
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Tabla 2. Distancia genética entre las secuencias genéticas de los distintos individuos estudiados con el gen 28S. La mitad superior muestra el
numero de mutaciones entre las comparaciones pareadas y la mitad inferior muestra la diferencia porcentual entre las comparaciones pareadas
/ Genetic distance between the genetic sequences of the different individuals studied with the 28S gene. The upper half shows the number of

mutations between paired comparisons and the lower half shows the percentage difference between paired comparisons

K2P/N bp 1 2 3 4 5 6 7

1 E. cf. coleoptratus Cp69 0 103 1 163 167 174
2 E. cf. coleoptratus Cp70 0 103 1 163 167 174
3 Dinemoura latifolia Cp67 20,04 20,04 104 158 157 178
4  Echthrogaleus coleoptratus DQ180344.1 0,165 0,165 20,26 163 168 174
5 Caligus quadratus Ap.1 35,7 35,7 34,57 35,67 157 174
6 Parabrachiella anisotremi As.Pbl 3732 37,32 3442 3759 35,17 158
7 Bomolochidae Pj.B1 40,6 40,6 4197 40,57 41,54 36,05

DINEMOURA PRODUCTA (MULLER, 1785)

Se identificaron 5 ejemplares hembra de esta especie en el
tiburén . oxyrinchus con una prevalencia del 100%. Los
andlisis moleculares mostraron una distancia genética de
0,15 entre los ejemplares capturados en este estudio y las
secuencias del GenBank (Fig. 1B; Tabla 3).

Echthrogaleus coleoptratus fue registrado para P.
glauca originalmente por Fagetti & Stuardo (1961)
en las costas de Valparaiso, ademas ha sido reportada
en otros sitios del mundo parasitando a Carcharhinus
brachyurus, Carcharodon carcharias, Centrophorus
uyato, I. oxyrinchus, Lamna ditropis, L. nasus, P. glauca,
Rhizoprionodon acutus 'y Squalus acanthias (Pollerspock &
Straube 2015). Dinemoura producta fue reportada en Chile
sobre I. oxyrinchus por Cressey (1968), y también ha sido
encontrada en otras partes del mundo parasitando a Alopias
vulpinus, C. carcharias, Cetorhinus maximus, I. oxyrinchus,
L. nasus y Sphyrna zygaena, (Pollerspock & Straube 2015).
Nessipus orientalis no ha sido reportada con anterioridad
para aguas chilenas, y por lo tanto, corresponde al primer
registro para nuestra costa. Esta especie puede ser facilmente
distinguible de las otras especies debido a las placas
dorsales (Cressey 1967). Esta especie ha sido reportada
parasitando a A. vulpinus, C. acronotus, C. brevipinna, C.
leucas, C. limbatus, C. plumbeus, C. carcharias, Galeocerdo
cuvier, Ginglymostoma cirratum, I. oxyrinchus, Mustelus
antarcticus, M. mustelus, M. punctulatus, M. schmitti,
Negaprion brevirostris, Notorynchus cepedianus, R. acutus,
Scoliodon laticaudus, Sphyrna mokarran y S. zygaena
(Pollerspock & Straube 2015). Por lo tanto, debido al amplio
rango de hospedadores se podria concluir que Echthrogaleus
coleoptratus, Dinemoura producta'y Nessipus orientalis son
pardsitos generalistas. Tanto las condiciones ambientales,
los patrones de distribucion geografica de los parasitos y del
hospedador, las estrategias de colonizacién o transmision
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al azar de algunos parasitos, y la movilidad entre habitat
de otros hospedadores podrian explicar el amplio rango de
hospedador como también el extenso rango geografico de
estos copépodos (Bush ez al. 1997, Benz et al. 2003, Timi
& Poulin 2003).

Fagetti & Stuardo (1961) indican que en tiburones de las
costas de Chile no existen especies endémicas de copépodos
y todas ellas son cosmopolitas. Esto podria ser apoyado
por nuestros resultados para las 3 especies de copépodos
encontradas. Sin embargo, se utilizaron los genes 18S y
28S para corroborar identidades especificas, y estos genes
no han resultado ser buenos marcadores para identificar
especies de copépodos (Gonzalez et al. 2016). Por lo tanto,
se recomienda utilizar el gen citocromo oxidasa I (COI)
para dilucidar la posible presencia de especies cripticas en
estos géneros como ha sido reportado en otros grupos de
parésitos (Sepulveda et al. 2014).

Se han reportado diversos sitios de anclaje para los
copépodos parasitos (Rokicki & Morozinska 1995,
Newbound & Knott 1999, Gonzalez-Armas et al. 2012), lo
que no fue detectado en este estudio, sugiriendo una baja
selectividad de sitio de infeccion. El grado de selectividad
para un sitio de anclaje puede estar relacionado con el grado
de especializacion de las especies de copépodos (Newbound
& Knott 1999) y s6lo en casos excepcionales, cuando varias
especies diferentes de copépodos ectoparasitos co-ocurren
en el mismo hospedador, la competencia por el espacio
puede obligar a una especies a fijarse en un sitio corporal
menos favorable (Hewitt 1979).

El bajo numero de copépodos registrados en los
tiburones examinados podria deberse a la manipulacion de
los tiburones, debido a que el objetivo del muestreo era el
marcaje y luego la liberacion de éstos. Ademas, hay autores
que indican que el nimero de parasitos aumenta con la edad



Tabla 3. Distancia genética entre las secuencias genéticas de interés con los individuos de sus clados, con el gen 18S. La mitad superior muestra
el nimero de mutaciones entre las comparaciones pareadas y la mitad inferior muestra la diferencia porcentual entre las comparaciones
pareadas / Genetic distance between the genetic sequences of interest with the individuals of their clades, with the 18S gene. The upper half
shows the number of mutations between paired comparisons and the lower half shows the percentage difference between paired comparisons

1 2 3 4 5 6 7
1 Cp68 0 1 15 21 33 32
2 Cpo69 0,00 1 15 21 33 32
3 Cp70 0,07 0,07 16 22 34 33
4 Achtheinus oblongus F1447452.1 1,13 1,13 1,21 12 40 40
5 Perissopus dentatus F1447453.1 1,59 1,59 1,67 0,90 43 43
6 Cp67 2,52 2,52 2,60 3,07 3,30 2
7  Dinemoura latifolia DQ538501.1 2,44 2,44 2,52 3,07 3,31 0,15

y tamafio del hospedador (Hayward et al. 1998, Poulin
2000, Timi & Poulin 2003), y la mayoria de los tiburones
capturados durante el crucero correspondieron a tiburones
juveniles y posiblemente no sea un periodo suficiente para
una infestacion mayor.
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