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RESUMEN

Los digeneos son helmintos ampliamente distribuidos alrededor del mundo. Tanto
Australoherus facetus (chanchita) como Rhamdia quelen (bagre lagunero) cumplen roles de
hospedador para el género Acanthostomum en los distintos estadios de su desarrollo. En
Argentina se han reportado dos especies: A. gnerii y A. brauni. La clasificacion taxondmica de
los acantastominos ha sido estudiada y discutida detalladamente en la literatura. Los caracteres
histolégicos y morfoldgicos descriptos han llevado a diversos autores a cuestionar el estatus
taxondémico que le fueron asignados a ciertas especies del género. Es asi que el presente trabajo
pretende esclarecer por medio de estudios morfolégicos y moleculares una especie del género
Acanthostomum presente en el bagre lagunero R. quelen de la laguna Sauce Grande y de A.
facetus del arroyo Las Mostazas. Se extrajeron adultos del intestino de R. quelen y se
desenquistaron metacercarias del cartilago branquial y de las aletas de A. facetus. Parte del
material fue coloreada con carmin clorhidrico y otra fue conservada en solucidn fisiolégica para
estudios moleculares. Se compar6d la morfologia y la morfometria descripta para las especies
previamente registradas en bagre. Se determiné que los ejemplares aqui estudiados fueron
ligeramente més pequefos, asi como diferente el nimero de espinas orales con respecto a los
ejemplares estudiados en publicaciones anteriores. El andlisis meristico realizado reporta por
primera vez medidas para determinados érganos no registrados anteriormente. Los estudios
moleculares mostraron que las metacercarias en A. facetus y adultos en R. quelen, manifiestan
una identidad porcentual mayor al 98% con Acanthostomum minimum. De nuestros hallazgos se
desprende que A. minimun habria sido nominada como A.gnerii a lo largo de la literatura en
toda Latinoamérica. Por lo tanto, se propone considerar valida a A. minimum y reservar el
nombre de A. gnerii como junior sinénimo para las descripciones morfoldgicas anteriormente
publicadas para A. gnerii. Ademas, permite predecir parcialmente el ciclo de vida del parasito
en la naturaleza, considerando a A. facetus como segundo hospedador intermediario. Se
proponen futuros estudios en el caracol Heleobia parchappii, presente en el area de estudio,
para corroborar su posible rol de primer hospedador intermediario, hecho que permitiria cerrar

de manera completa el ciclo de A. minimum en la naturaleza.



Aspectos del estatus taxonomico y del ciclo de vida de una
especie del género Acanthostomum Looss, 1899 (DIGENEA:
CRYPTOGONIMIDAE) en el sudoeste bonaerense,

Argentina

INTRODUCCION

La literatura cuenta con algunos estudios de helmintos parésitos de peces del sudoeste
bonaerense (Brizzola y Tanzola, 1995; Tanzola et al., 2009; Guagliardo y Tanzola, 2016;
Tanzola et al., 2019; Tanzola et al. 2020). El bagre lagunero Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard,
1824) syn Rhamdia sapo (Quoy & Gaimard, 1824) (Froese y Pauli, 2023) (Fig. 1), es un pez
habitual de arroyos y lagunas de dicha regién donde cumple el rol de hospedador definitivo para
muchos digeneos parasitos. Es una especie subtropical, distribuida desde el sur de México hasta
la regién pampeana en Argentina (Silfvergrip, 1996).

|
Y

Fig. 1. Ejemplar adulto de Rhamdia quelen (Autor fotografia: Claudio Dias Timm)

Habita en lagunas y rios de poca profundidad, preferentemente en ambientes Iénticos
con fondos arenosos y barrosos, con vegetacion cercana a la orilla. Presenta habitos bentdnicos,
situacion que favorece la incorporacion de estadios larvales de digeneos por via tréfica
(Baldisserotto et al., 2010). En la Argentina se han reportado dos especies de digeneos del
género Acanthostomum Looss, 1899: A. gnerii Szidat, 1954 y A. brauni Mafié Garzon & Gil,
1961. La primera, en bagres de agua dulce; la segunda, enquistada como metacercaria en peces
de las familias Poecilidae, Jenynsidae, Gambusidae, Atherinidae, Cichlidae y otros peces
exoticos (Ostrowski de Nufiez, 1987; Ostrowski de Nuafiez y Gil de Pertierra 1991; Gil de
Pertierra y Ostrowski de Nufiez, 1995; Merlo et al., 2022). Sin embargo, las especies del género
Acanthostomum han sufrido revisiones y, en 2016, Martins et al. pusieron en duda la validez de
la especie Acanthostomum gnerii. Segin Merlo et al. (2022), en Argentina serian tres especies

reportadas para la Familia Cryptogonimidae Ward, 1917: Acanthostomoides apophalliformis
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Szidat, 1956; Acanthostomum brauni Mafié Garzon y Gil, 1961 y Acanthostomum gnerii, mas

una cercaria perteneciente a la Familia Acanthostomidae.

En los estadios del ciclo de vida de A. gnerii previos al adulto, caracoles acuaticos del
género Heleobia actan como primeros hospedadores intermediarios desarrollandose en su
interior los estadios de esporoquiste, redia y cercaria (Ostrowski de Nufiez y Gil de Pertierra,
1991). En tanto los peces ciclidos como la chanchita, Australoherus facetus Jenyns, 1842 (Fig.
2), actuarian como segundos hospedadores intermediarios al albergar en el cartilago de sus
filamentos branquiales a los estadios de metacercaria. Dicho ciclido en particular se encuentra
en paises como Brasil, Uruguay y Argentina, comportandose como un pez euritopico de las
lagunas pampeanas (GOmez, 1996) y un item de importancia dietaria para peces piscivoros
(Grosman et al., 2001).

Fig. 2. Ejemplar adulto de Australoherus facetus (De CHUCAO - Trabajo propio, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=28884330)

La Fig. 3 representa el ciclo de vida hipotético del género Acanthostomum en sus
hospedadores respectivos.
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Fig. 3. Ciclo bioldgico conceptual de Acanthostomum sp.



En el presente trabajo se estudiaron digeneos adultos extraidos de R. quelen y
metacercarias de A. facetus, compatibles morfol6gicamente con el género Acanthostomum.
Dado que la validez de la especie Acanthostomum gnerii es controvertida en la literatura
especifica, se espera que los estudios moleculares asociados a la informacién taxonémica que se
aportan, provean nuevos datos que puedan contribuir a establecer una taxonomia més clara y

estable para este taxon.

OBJETIVOS

1) Discutir el estatus taxondmico de una especie del género Acanthostomum a partir de
estudios morfoldgicos y moleculares en distintos estadios del ciclo de vida del paréasito;

2) Analizar la interaccién de metacercarias y digeneos adultos en sus respectivos
hospedadores.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La Laguna Sauce Grande (38°57'S, 61°24'0) se encuentra ubicada en el suroeste de la
provincia de Buenos Aires, con el rio Sauce Grande como principal tributario desde el oeste
(Cony et al., 2014), que luego de la descarga de este cuerpo de agua, colecta las aguas del
arroyo Las Mostazas (38° 56'39" S, 61° 17' 57" O) (Brendel, 2020) (Fig.4) y desemboca en el
Oceano Atlantico. La Laguna Sauce Grande es un cuerpo de agua originado por el embalsado
natural del agua de escorrentia condicionado por la presencia de la Barrera Medanosa Austral,
abarcando un 4rea de 21,55 km? y un perimetro de 28,5 km. Segin las condiciones
fisicoquimicas del cuerpo de agua lagunar, es de tipo oligohalino, de pH alcalino, con valores de
oxigeno superiores a 7 mg/L (Forneron et al., 2010). El rea recibe precipitaciones anuales entre
600 mm y 700 mm y presenta valores de temperatura de entre los 14°C y 20°C, siendo el clima
de la region templado (Campo de Ferreras et al., 2004). En cuanto a riqueza especifica, la
ictiofauna estd conformada por Odonthestes bonariensis (pejerrey) siendo ésta la especie
dominante; Oligosarcus jenynsii (dientudo); Cyphocharax voga (sabalito); Rhamdia quelen
(bagre negro); Psalidodon (Syn Astyanax sp.) (mojarra) y Bryconamericus iheringi (mojarra
punto negro) (Remes Lenicov y Colautti, 2003). Por su parte, el arroyo Las Mostazas es de tipo
mixohalino. En proximidades a la desembocadura del rio Sauce Grande, existen asociaciones de

especies marinas y dulceacuicolas, contando con la presencia de especies como Astyanax pampa

8



(mojarra), O. bonariensis (pejerrey), A. facetus (chanchita), O. jenynsii (dientudo), Cheirodon
interruptus (mojarra de agua dulce), B. iheringi; Corydoras paleatus (coridora pimienta),
Pimelodella laticeps (bagrecito cantor), R. quelen (bagre), Synbranchus marmoratus (anguila) y
Jenynsia multidentata (madrecita) (Bogan y Bauni, 2018).
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Fig. 4. Ubicacion del area de estudio y sitios de muestreos

Arte de pesca y protocolo de peces

El arte de pesca utilizado fue: 1- red mojarrera para A. facetus y 2- linea de anzuelos
para R. quelen. Los peces fueron sacrificados bioéticamente mediante sobredosis de eugenol en
alcohol 70% v/v en bafio de agua, hasta su narcosis profunda. Luego fueron refrigerados y

procesados en el laboratorio.

Aislamiento e identificacion parasitaria

Las prospecciones parasitologicas se llevaron a cabo bajo lupa binocular. Se procedi6 a
la extraccion de digeneos adultos (N=24) en el intestino de R. quelen y a la desencapsulacion de
metacercarias ubicadas en los filamentos branquiales y en los radios de las aletas de A. facetus.
Los digeneos, tanto en estadios larvales como adultos, se relajaron en solucion fisiologica en
caliente, se aplanaron por vitropresion suave y se colorearon con carmin clorhidrico. Algunos
ejemplares se guardaron en coleccién en alcohol 70% v/v. Se realizaron preparados

permanentes para fotografiar y para tomar mediciones anatomicas. Para la identificacion de los



ejemplares se consideraron los siguientes elementos diagnosticos: la longitud total y el ancho
méaximo del cuerpo; el nimero de espinas de la ventosa oral; el largo y el ancho de las ventosas
oral y ventral; la prefaringe y la faringe; el nimero y la forma de los ciegos digestivos; el largo
y el ancho de los ovarios; el largo, el ancho y la disposicién de los testiculos (diagonales o en
tandem); forma de la vesicula seminal; el largo y el ancho del receptaculo seminal; el tipo, el
nimero y la disposicion de las glandulas vitelinas y la presencia o ausencia del poro anal. El
promedio,el desvio estandar y el rango de las mediciones efectuadas fueron expresadas en mm.

Parte del material parasitario fue conservado en solucion fisioldgica para ser remitido
inmediatamente post mortem para estudios moleculares.

Seis individuos adultos coloreados y montados fueron depositados como vouchers en la
Coleccion Helmintol6gica de la Divisién Zoologia de Invertebrados del Museo de La Plata bajo
el nimero He-MLP 8042.

Estudios moleculares

Los estudios de biologia molecular se realizaron en conjunto con el Departamento de
Biologia y Genética Molecular de IACA Laboratorios (Dres. Tittarelli E. y Streitenberger E.).
Se remitieron al laboratorio 4 metacercarias de Acanthostomum sp. obtenidas de los arcos
branquiales de un Australoheros facetusy de cuatro individuos adultos del intestino de
un Rhamdia quelen. Se extrajo ADN gendmico utilizando el equipo de extraccion automatizada
Magna Pure Compact (Roche), con un paso previo de lisis, utilizando 400 uL de Magna Pure
DNA Tissue Lysis Buffer (Roche) y 20 uL de proteinasa K. Se amplifico un fragmento de 639
pb. utilizando los cebadores 300F (5’-CAA GTA CCG TGA GGG AAA GTTG-3") y EDC2
(5’-CTT GGT CCG TGT TGT AAG GG-3’) (Tkach et al., 2003). La amplificacion se llevé a
cabo usando el kit comercial HotStar Tagq Plus Master Mix (Quiagen), con una concentracion
final de la mezcla de reaccién de 1X, 0.5-5 ng DNA y 0.5 uM de cada primer en un volumen
final de 25 pL. La PCR se realiz6 en un termociclador Veriti (Applied Biosystems) en las
siguientes condiciones de ciclado: 95 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s,
72 °C por 1 min'y 72 °C por 10 min. Los productos de la PCR fueron purificados con el kit de
purificacion QIAquick PCR (Quiagen) y cuantificados mediante un espectrofotometro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Los productos obtenidos fueron secuenciados utilizando el
kit BigDye Terminator v1.1 kit (Applied Biosystem) con los mismos cebadores de la
amplificacion segun el protocolo sugerido por el fabricante. La lectura se realiz6 en un Genetic
Analyzer ABI 3500 (Applied Biosystem). Las secuencias obtenidas fueron visualizadas
utilizando el software Sequencing v.7. Las secuencias consenso obtenidas se compararon con
aquellas disponibles en la base de datos GenBank empleando la herramienta BLAST. Se
reconstruyeron las relaciones filogenéticas con las especies congenéricas depositadas en

BLAST. Para ello se utilizaron dos métodos, 1- ClustalW, basado en criterios de distancia
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genética, y 2- PhyML, basados en méaxima verosimilitud. Las relaciones filogenéticas se
muestran disefiando sendos cladogramas mediante el programa Fig Tree.

Diez metacercarias y un adulto, fueron depositadas como vouchers, fijados y
conservados en etanol 96 % en la Coleccion Helmintoldgica de la Division Zoologia de
Invertebrados del Museo de La Plata bajo el nimero He-MLP 8041.

RESULTADOS

Descripcion parasitaria

Caracteres diagnosticos de ejemplares adultos de Acanthostomum sp.
Hospedador: R. quelen

Sitio de infeccion: Intestino

N = 24 individuos fijados, coloreados y conservados en preparaciones permanentes
(Figuras5a 12; Tabla 1)

Los ejemplares examinados presentaron un cuerpo alargado de 1.369 + 0.291 (0.662-
1.825) de longitud por 0.331 + 0.066 (0.200-0.500) de ancho (Fig. 5). El tegumento sincicial se
observo cubierto de pequefias espinas redondeadas, encontrandose una mayor densidad de las
mismas en la parte anterior hasta desaparecer en la parte posterior del cuerpo. La ventosa oral
retractil, de posicion terminal y con forma de embudo, presenté mayor longitud que la ventosa
ventral y del morfotipo equinostoma. La boca estaba rodeada por una Unica fila ininterrumpida
de entre 19-20 espinas, (Fig. 6). La prefaringe fue larga, de longitud variable segun el grado de
contraccion que presentaban los ejemplares al momento de la fijacion. La faringe muscular. A
modo de excepcion esta especie presentaba una Unica rama intestinal lateral con atrofia de la
rama opuesta (Fig. 7). Un Unico ciego digestivo recorria el cuerpo para desembocar en su
extemo lateral posterior contiguo al poro excretor terminal (Fig. 8). La ventosa ventral en
posicion preecuatorial.

El sistema reproductor femenino estaba compuesto por un ovario compacto,
pretesticular y subesférico. El receptaculo seminal en forma de saco. La ubicacion vario
dependiendo de la fijacion del peparado: en el ecuador del ovario o ente el ovario y el primer
testiculo. El vitelario compacto, con foliculos dispuestos en dos columnas de ubicacion
postacetabular (6-10 en el lateral izquierdo y 5-12 en el lateral derecho), desde el margen
posterior de la vesicula seminal hasta la parte posrterior del ovario (Fig. 9). Receptaculo seminal

en forma de saco, de ubicacion variable y dependiendo de la fijacion del peparado, en el ecuador
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del ovario o ente el ovario y el primer testiculo (Fig. 10). Dos testiculos, en tandem, ovoides, el
anterior mas ancho que el posterior. Vesicula seminal ventral larga y flexuosa que desemboca a
la altura de la ventosa ventral (Fig. 11). Huevos operculados (Fig. 12).

Fig. 5. Ejemplar adulto de Acanthostomum sp. Escala = 0,1mm

Fig. 6. Detalle de la region oral con una hilera de espinas peribucales. Escala = 0,05 mm
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Fig. 7. Detalle de la Gnica rama del ciego digestivo (flecha). Escala = 0,1 mm

Fig. 8. Extremo posterior de Acanthostomum sp. Detalle del poro excretor (*) y del poro anal
(**). Escala = 0,05 mm
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Fig. 9. Detalle de ovario (0), los testiculos (t) y las glandulas viteldgenas (flecha). Escala = 0,1

mm

Fig. 10. Receptaculo seminal (flecha). Escala = 0,05 mm.
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0,05 mm.

Fig. 11. Vesicula seminal larga y flexuosa (flecha). Escala

0,05 mm

Fig. 12. Huevos. Escala
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Tabla 1. Mediciones comparativas de especies de Acanthostomum parasitas de bagres del género Rhamdia. Los promedios + desviacion estandar son seguidos por los valores
méximos y minimos. Todos los valores expresados en mm. - = largo. * = ancho

—_ [} .
o S ° © ©
T 05 g < Oa @ ‘: —~ -~ 8 S ~
58 53 25 £ cptsg 28 358
X M Eefils) [ — S 9 ° e =} L =
£ S8 £ 8 5652 £S LES
=2 PR @ e gz & g a®
wn T
. . Acanthostomum . .. .. .. Acanthostomum
Especie nominal minimum (tipo) A.gnerii A.gnerii A.gnerii A.gnerii A.gnerii minimum
i = R. sapo
Hospedador gu:tZ?nrgféﬁsis R. quelen R ;ﬁfeg) R Rhamdia sp. P R. quelen R. quelen
Sitio de infeccion in d’i\lcoa do Intestino Intestino Intestino No indicado Estémago, intestino Intestino
063118 28 153 1.437 0443 1.369 £ 0.291
L - -
Cuerpo 1.64-2.00 16420 (1.9-3.48) (0.9-2.48) (0.984-2.840) (0.662-1.825)
0395042 0.65 0.35 0.393 % 0.061 0.331 £ 0.066
A - -
Cuerpo 0.50-0.64 0.50-0.64 (0.49-0.80) (0.18-0.57) (0.304-0.560) (0.200-0.500)
N 017 - - 028 021 0.256 % 0.054 0.199 £ 0.032
Ventosa oral 0.245-0.250 0.245-0.250 (0.24-0.32) (0.13-0.28) (0.168-0.320) (0.156-0.297)
A 0.18 024 0.16 0.204 % 0.046 0.160 £ 0.024
Ventosa oral 0.200 0.200 (0.21-0.30) (0.08-0.23) (0.096-0.264) (0.121-0.227)
Nimero de espinas peribucales 18-20 21-23 21-23 20-24 20 (19-21) 23-24 19-20
L 0.04 0.050 0.036 £ 0.008 0.045 £ 0.007
Espinas 0.069 - 0.041-0.060 (0.029-0.066) (0.024-0.056) (0.032-0.060)
. - 0012 0.016 = 0.004 0.013 % 0.001
Espinas 0.012 - 0.012-0.020 (0.008-0.014) (0.008-0.024) (0.009-0.016)
N 0.12 0.12 0.138 % 0.022 0.130 0017
Ventosa ventral 0.10 0.10 - (0.08-0.18) (0.088-0.176) (0.096-0.160)
" 0.13 0.18 0.129 0.139 % 0.030 0.110 £ 0.020
Ventosa ventral 015 015 (0.15-0.21) (0.08-0.18) (0.088-0.232) (0.064-0.140)
. - - 0.069 £ 0.049 0.108 £ 0.027
Prefaringe ) ) (0.004-0.178) (0.089-0.128)
. 0.10-0.11 0.14 0.14 0.135+0.017 0.104 £ 0.017
Faringe 0.12 0.12 (0.11-0.15) (0.08-0.18) (0.112-0.176) (0.076-0.144)
. 0.068-0.085 0.10 0.078 £ 0.024 0.084 +0.018
A -
Faringe 0-10 0-10 (0.05-0.15) (0.004-0.112) (0.060-0.137)
Eso6fago- - - - . - - _
Ovario" 0.07 0.12-013 - 018 0.12 0.113+0.032 0.139 £ 0.027
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(0.14-0.21) (0.07-0.25) (0.064-0.192) (0.076-0.179)
Ovario® 0.15 ] ) 0.19 0.11 0.125+0.035 0.112 +0.020
(0.15-0.24) (0.06-0.21) (0.064-0.176) (0.076-0.153)
Testiculo - 0.07-0.15 0.15-0.18 (o.gi?g.ss)
Anterior - ] ] ] 0.14 0.116 + 0.037 ]
(0.08-0.24) (0.064-0.232)
) - 0.16 0.139 + 0.044
Posterior - - -
(0.09-0.30) (0.096-0.288)
Testiculo * 014022 0.25-028 (0_2%318_38)
) - 0.19 0.171 +0.034 0.160 + 0.023
Anterior - - -
(0.09-0.32) (0.112-0.256) (0.108-0.214)
Posterior - ] ] ) 0.19 0.177 + 0.037 0.147 + 0.025
(0.10-0.33) (0.112-0.288) (0.092-0.204)
Receptaculo seminal* 0.08 ] ] ] - 0.104 + 0.032 0.104 +0.021
(0.072-0.176) (0.070-0.160)
Receptaculo seminal® 0.13 ] ] ] - 0.104 +0.028 0.101 + 0.029
(0.056-0.152) (0.051-0.150)
. 0.028-0.030 0.030 0.030 0.028 + 0.003 0.025 + 0.003
Huevo 0.029-0.037 0.029-037 (0.027-0.032) (0.026-0.037) (0.023-0.032) (0.019-0.032)
A 0.016-0.018 0.014 0.015 0.011 + 0.002 0.015 + 0.002
Huevo 0.014-0.016 0.014-0.016 (0.012-0.015) (0.011-0.020) (0.007-0.013) (0.009-0.022)
N° esferas vitelinicas lado izquierdo - - - - - - 6-10
N° esferas vitelinicas lado derecho - ) ) ) - i 512
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Caracteres diagndsticos de metacercarias de Acanthostomum sp.
Hospedador: Australoherus facetus

Sitio de infeccion: Aleta y branquia

N=3

(Figuras 13y 14)

Las metacercarias se hallaron enquistadas en el esqueleto cartilaginoso tanto de los
filamentos branquiales como de los radios de las aletas del segundo hospedador intermediario
(Fig. 13). El quiste (N = 3) fue ovoide midiendo 0,162-0,233 de diametro mayor por 0,117-
0,166 de didametro menor. Presenté un pared fibrosa de 0,0125 (N = 1) de grosor v,
notoriamente, no hubo reaccion de encapsulacion del hospedador. En su interior se aprecio la
metacercaria cubierta de diminutas espinas tegumentarias. En las observaciones en fresco,
presentd activos movimientos. Se observaron por transparencia 20 espinas circumorales de
0,020-0,025 de largo y de 0,010 de ancho en su base. La ventosa oral fue conica de 0,0625 de
largo por 0,0875 de ancho (N = 1), la faringe muscular fue de 0,030 por 0,027 y la ventosa
ventral 0,050 por 0,0425 de diametros. La vesicula excretora adoptaba una forma de Y y se
observaba cargada de glébulos transparentes (Fig. 14).

Fig. 13. Metacercaria (flecha) enquistada en radios de aleta de madrecita. Escala = 0.1 mm
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Fig. 14. Metacercaria enquistada en una branquia. Escala = 0,1 mm

Identificacion molecular

Las secuencias consenso obtenidas con el material de cuatro parasitos adultos aislados
en el presente estudio se compararon con las disponibles en GenBank hallandose 98,21, 98,60,
98,74y 99,12 % de identidad con Acanthostomum minimum (MK648271.1- Query Cover 100%
- E value 0.0) (Perez Ponce de Ledn y Hernandez-Mena, 2019).

Por otra parte, comparando las secuencias procedentes de dos metacercarias del
hospedador intermediario, también se obtuvo 98,73 y 99,08% de identidad con A. minimum
(MK648271.1- Query Cover 100% - E value 0.0) (Perez Ponce de Le6n y Hernandez-Mena, op.
cit.). Por tal razén, se confirmé la identidad taxondmica tanto para los helmintos adultos como
para las metacercarias, validando la especie como Acanthostomum minimum Stunkard, 1938.

Los cladogramas disefiados mediante dos criterios (distancia genética y maxima
verosimilitud) (Figs. 15 y 16) coinciden en que las secuencias de tres especimenes adultos del
presente trabajo se agrupan en un clado con buen soporte junto a la Unica secuencia depositada
en GenBank perteneciente a A. minimum. Esto nos ofrece un argumento suficientemente solido
desde el punto de vista molecular, de que los individuos hallados en intestino del bagre negro R.
quelen en esta tesina pueden ser asignados a la especie Acanthostomum minimum Stunkard,
1938.

Debe destacarse que las secuencias de metacercarias obtenidas en A. facetus asi como
una procedente de un ejemplar de R. quelen (probablemente juvenil inmaduro), expresaron,
segun el BLAST, una identidad porcentual de 99,08, 98,73 y 98,60 % con A. Minimum. Sin

embargo, al incorporarlas a la construccion grafica de las relaciones, su topologia, aunque formé
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un clado Unico constituido por las tres secuencias, presentd rasgos de posicionamiento y de
distancia, por el momento, sin una clara explicacion, y que serd motivo de un andlisis mas
preciso y exhaustivo que escapa a los objetivos del presente trabajo. Por este motivo, en las
figuras solo se han incorporado las tres secuencias de adultos que dieron un alto porcentaje de

identidad (BLAST) y ademas constituyeron un clado con un buen soporte con A. minimum.

Acaathostomum sp.

A_burminis

A. burminis

azag | Presente trabajo

A_cfremericanum

A_cframericanum

A cframericanum

| A.ciramericanua

A.cfr americanum

A_cir americanum

Fig. 15. Cladograma realizado mediante maxima verosimilitud (PhyML) de las
relaciones entre secuencias de adultos de Acanthostomum del presente trabajo y aquellas

disponibles en la base de datos GenBank.
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A_cir

A cfr

A cfr

Acr

oo

Fig. 16. Cladograma realizado mediante criterios de distancia (ClustalW) de las
relaciones entre secuencias de adultos de Acanthostomum del presente trabajo y aquellas

disponibles en la base de datos GenBank



DISCUSION

Stunkard (1938) describié un digeneo parasito del bagre Rhamdia guatemalensis, en
Yucatan, México, basado en dos especimenes, que reconocié estaban pobremente fijados; uno
de ellos muy contraido, no pudiendo observar claramente las estructuras reproductivas, y el otro,
utilizado para realizar cortes histolégicos seriados. El autor, designd la especie como
Acanthostomum minimum destacando 20 espinas periorales y la presencia de abertura anal,
como caracteres mas relevantes. Afios mas tarde, en Argentina, Szidat (1954) nomina la especie
Acanthostomum gnerii como parésita de R. quelen. Este autor la describe con 21-23 espinas
peribucales y dos ciegos intestinales con poro anal distal, cada uno al final del cuerpo. Cabe
sefialar que en su trabajo original Szidat (1954) diferencid su especie A. gnerii de A. minimum
solo por la mayor longitud del cuerpo de sus ejemplares, aln reconociendo que en ambas
especies el cuerpo se contrae fuertemente. Sin embargo, no aporté ninguna otra comparacion
morfoldgica que justifique haber creado una especie diferente de A. minimum. A partir de Szidat
(1954), el nimero de espinas peribucales y de ciegos intestinales comienza a ser discutido en las
descripciones posteriores. Lunaschi (1986) reviso los especimenes depositados por Szidat (un
holotipo y dos paratipos), y confirmd solo un ciego intestinal y una segunda rama atrofiada.
Incluso informé que “el holotipo de A. gnierii (sic) solo presenta 12 espinas circumorales por
haber perdido evidentemente las restantes”. En Panamd, Caballero y Brenes (1958) identifican a
A. gnerii en R. rogersi y la describieron con 19-20 espinas peribucales y dos ciegos intestinales,
pero solo dibujan uno. La ausencia de un ciego intestinal lleva a Simha (1958) a crear el género
Haplocaecum, posteriormente propuesto como subgénero de Acanthostomum (Khalil, 1963;
Carter y Etges, 1972) y mas tarde considerado sinénimo del subgénero Athrophecaecum, en
concordancia con Yamaguti (1971). En Nicaragua, Watson (1976) reportd la presencia de A.
gnerii en otras dos especies de bagre: Rhamdia nicaraguensis Yy R. managuensis y agrego la
especie A. astorquii en R. nicaraguensis con 20 espinas peribucales y un ciego atrofiado con
ano en la parte posterior del cuerpo. En el Sur de Brasil, Branddo (1977) reconoci0 y describi6 a
A. gnerii con dos ciegos intestinales cada uno con un poro anal en el extremo distal. En
especimenes de Rio de Janeiro, Kohn y Frées (1986) describen a A. gnerii en Rhamdia sp. con
20-24 espinas peribucales y la esquematizan con dos ciegos intestinales. Posteriormente Miller
y Cribb (2008) mencionaron la importancia de considerar la longitud de los ciegos como
caracter de clasificacion.

Cabe destacar que la presencia de dos ciegos intestinales ya habia sido reportada por
Stunkard (1938) para A. minimum, sin embargo, el autor solo ilustr6 uno. Por su parte, Brooks
(1980) analiza los holotipos de A. minimum y de A. astorquii concluyendo que son
indistinguibles, sugiriendo un estudio basado en un nimero mayor de ejemplares para clarificar

el estatus de ambas especies. Brooks y Holcmann (1993) reconocen como Vvélidas a ambas
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especies, A.minimum y A. astorquii, (con testiculos oblicuos, un vitelario esparcido y un ciego
atrofiado) aunque no reportan distincion morfoldgica entre ambas. Vale recordar que la posicion
oblicua de los testiculos en el ejemplar tipo de A. minimum es , sin dudas, producto de la intensa
contraccién y deformacidon del ejemplar.

Martins et al. (2016) comunican para A. gnerii la presencia de testiculos en tandem,
diferenciandolos de A. astorqui que son oblicuos, y el vitelario nunca extendido hasta el margen
de la vesicula seminal como en A. minimum y A. proctophorum. En el presente estudio, fue
posible analizar especimenes de Acanthostomum sp. en varios estados de contraccion y en todos
se pudo observar disposicion en tandem de los testiculos y vitelarios de igual disposicion que en
A. minimum.

Ibraheem (2006), estudié morfolégicamente a Acanthostomum spiniceps mostrando que
tiene dos ramas de ciegos intestinales, aunque considerd que éstas pueden estar atrofiadas para
esta especie. En los diagndsticos morfoldgicos realizados en el presente estudio, el ciego
presenta una rama intestinal con atrofia de la rama opuesta, recorriendo esa Unica rama el
cuerpo para desembocar en su extremo lateral posterior.

Segun Brooks (1980), Catto y Amato (1993) y Brooks (2004), las especies que
componen el género son veinte, de las cuales Acanthostomum proctophorum y A. minimum
parecen estar muy cercanas entre si, diferencidndose en la extension de los foliculos vitelinos
desde la vesicula seminal hasta el ovario. En tanto, para A. gnerii, el vitelario estaria limitado
desde la zona posterior del Utero hasta sobrepasar el ovario. En el presente estudio, al igual que
en el dltimo trabajo mencionado, se observaron los foliculos vitelinos desde el margen posterior
de la vesicula seminal hasta sobrepasar el ovario. Sin embargo, Blankespoor (1974) propone
gue estas diferencias en la extensién de estructuras genitales pueden deberse a variaciones
fenotipicas inducidas por la especie hospedadora.

No fue menor el aporte de Martins et al. (2016) quienes a través de estudios
histol6gicos en A. gnerii detectaron la presencia de un solo ciego el cual se bifurca y forma dos
brazos con orientacion anterior para unirse luego y formar una Unica rama que termina en un
poro lateral. Los autores sugirieron estudios moleculares para determinar si existe una
correspondencia entre los caracteres de importancia taxondmica con la diversidad de las
especies citadas en la literatura.

Respecto al ciclo de vida, en Argentina, Ostrowski de Nufies y Gil de Pertierra (1991)
estudiaron el ciclo de A. gnerii reportando metacercarias con un solo ciego intestinal bien
desarrollado, que se abre en un poro anal en la parte final del cuerpo. No obstante, aclaran que
pasados los 45 dias de la infeccion, el ciego atrofiado no puede ser observado, hecho que se
corresponde al estadio adulto con un ciego completamente atrofiado.

En el presente estudio, las observaciones de Martins et al. (2016), respecto al nimero de

espinas circumorales, la disposicion de los testiculos y la disposicion del vitelario, concuerdan
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con Acanthostomum minimum Stunkard, 1938. Ademas, los estudios moleculares llevados a
cabo en nuestro trabajo muestran que las metacercarias en Australoheros facetus y en adultos de
Rhamdia quelen, comparten valores de significativa identidad, superiores al 98%, con A.
minimum (Perez Ponce de Le6n y Hernandez-Mena, 2019). Es asi que de los resultados de este
estudio se desprende que A. minimun habria sido nominada a lo largo de la historia en toda
Latinoamérica como Acanthostomum gnerii. Por tal razon, se propone considerar como especie
vélida a A. minimum y reservar el nombre de A. gnerii como sindnimo junior.

Respecto de la comparacion de los valores meristicos, los ejemplares objeto del presente
trabajo muestran el cuerpo, en largo y en ancho, de menor tamafio, al igual que el ancho de los
testiculos y de las ventosas orales y ventrales en relacion con los trabajos revisados (Tabla 1). El
namero de espinas peribucales es menor o igual respecto a los publicados por otros autores. El
resto de los caracteres medidos son similares. Las diferencias mencionadas entre autores
podrian deberse a las técnicas utilizadas en el momento de relajacion y fijacion de cada
preparado.

De ser aceptada la sinonimia aqui propuesta entre A. minimum y A. gnerii, podemos
afirmar que este digeneo presenta una gran distribucién geografica, capacidad de adaptacion y
ubicuidad. El estudio llevado a cabo permitié completar en la naturaleza parcialmente el ciclo
de vida del parasito, confirmando a la chanchita como segundo hospedador intermediario y al
bagre como hospedador definitivo. Se proponen futuros estudios en el caracol Heleobia
parchappii, presente en el area de estudio, para corroborar su posible rol de primer hospedador
intermediario, hecho que, de confirmarse, permitiria cerrar el ciclo de Acanthostomum minimum
en la naturaleza.

Respecto del éxito adaptativo del parasito, las metacercarias obtenidas del cartilago de
las branquias y de las aletas de A. facetus, permiten visualizar la falta de reaccién celular por
parte del hospedador intermediario, en el cual las mismas buscan enquistarse en la matriz del
tejido cartilaginoso de sostén tanto de radios de las aletas como de los filamentos branquiales.
De tal modo, esta localizacion constituye una ventaja adaptativa permitiendo la supervivencia
de los estadios infectivos para los hospedadores definitivos. Se sugieren futuros estudios sobre
la respuesta inflamatoria y los mecanismos de accion de la infeccion del estadio larval de

metacercaria sobre el hospedador.
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CONCLUSIONES

Se valida por confirmacion molecular la especie Acanthostomum minimum tanto en R.
quelen como A. facetus considerando a la especie Acanthostomum gnerii como junior

sinonimo de la primera.

Se completa parcialmente el ciclo de vida del parésito, reportando a las chanchitas y a
los bagres como hospedadores de la especie y se proponen futuros estudios que cierren

el ciclo parasitario en la naturaleza para el area de estudio en cuestion.

Este trabajo pone en relieve la escasa respuesta inmunitaria celular en torno a la
metacercaria, hecho que refuerza el éxito parasitario para la laguna Sauce Grande y su

zona de afluentes.
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