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Las lapas Fissurella spp. (Mollusca: Archaeogastropoda)
y el pejesapo Sicyases sanguineus (Pisces: Gobiesocidae)
son huéspedes secuenciales de Proctoeces lintoni
(Digenea: Fellodistomidae) en Chile

The key-hole limpets Fissurella spp. (Mollusca: Archaeogastropoda)
and the clingfish Sicyases sanguineus (Pisces: Gobiesocidae) are sequential hosts of
Proctoeces lintoni (Digenea: Fellodistomidae) in Chile
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RESUMEN

El estado adulto del pardsito Proctoeces lintoni ha sido registrado en Chile en la génada de varias especies de lapas
Fissurella spp. y en el tubo digestivo del pejesapo Sicyases sanguineus. En este estudio se evalda si el estado de desarrollo
alcanzado por el pardsito en huéspedes invertebrados es el mismo que en vertebrados, con el objeto de resolver si son
huéspedes requeridos en forma secuencial o si son huéspedes alternativos. Para esto, se censaron las infrapoblaciones de
pardasitos de 49 lapas y de 37 pejesapos, recolectados cerca de Talcahuano, Chile, y se compararon la prevalencia, abundan-
cia, morfometria, estado reproductivo, fecundidad, didmetro del ttero y tamafio de los huevos del digeneo entre tipos de
huéspedes. El tamaiio y estado de desarrolio de los huevos fueron comparados entre pardsitos obtenidos de infrapoblaciones
naturales y experimentales. Se encontrd que no habia diferencias significativas ni en la prevalencia ni en la abundancia de
P. lintoni entre lapas y pejesapos, las que se interpretan como resultantes de una baja tasa de transmisién y alto tiempo de
residencia en las lapas, y una alta tasa de transmisién y bajo tiempo de residencia en los pejesapos, es decir, dindmicas
poblacionales distintas. En cuanto a la reproduccién del pardsito, éstos estaban mds frecuentemente llenos de huevos en los
pejesapos. El didmetro del dtero, su fecundidad, y el tamafio y desarrollo de los huevos del pardsito también eran mayores
en los pejesapos infectados, tanto natural como experimentalmente. Esta evidencia refuerza la hipdtesis que el estado de
desarrollo de P. lintoni en las lapas corresponderia al de una metacercaria progenética, y que los pejesapos serian los
verdaderos huéspedes definitivos del pardsito.
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ABSTRACT

The adult stage of the parasitic digenean Proctoeces lintoni has been reported along the Chilean coast in the gonad of
several key-hole limpets Fissurella species and in the gastrointestinal tract of the clingfish Sicyases sanguineus. We
assessed if the developmental stage attained by the parasite in invertebrate hosts is the same to that attained in vertebrate
hosts, in order to ascertain whether they are sequential or alternative host species. Parasite infrapopulations in 49 key-hole
limpets and 37 clingfish were collected near Talcahuano, Chile. The prevalence, abundance, reproductive stage, fecundity,
uterus diameter and egg size of the digeneans were compared between hosts species, in samples taken from natural and
experimental infrapopulations. Absence of differences in the prevalence and abundance of P. lintoni between clingfish and
limpets are interpreted as resulting from different population dynamics: low transmission rates and long residence times in
limpets as opposed to clingfish, with high transmission rates and short residence times. The uterus of parasites similar in
body size was more frequently found full of eggs in clingfish than in limpets. The uterus diameter and fecundity were also
larger in the parasites collected from clingfish than in those from limpets. Finally, the eggs of the digenean were larger,
wider and contained a more fully developed embryo in naturally and experimentally infected clingfish than in naturallly
infected limpets. These observations support the contention that the parasite in the limpets corresponds to a progenetic
unencysted metacercariae and that the clingfish is the actual definitive host of the parasite.

Key words: parasite, limpets, clingfish, maturity, metacercariae, sequential hosts.
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INTRODUCCION

Las especies de Proctoeces Odhner, 1911
(Plathyhelminthes: Digenea) maduran prin-
cipalmente en peces de la familia Labridae
y Sparidae. Sin embargo, también se han
encontrado formas ovigeras en diversas es-
pecies de moluscos gastrépodos, lameli-
branquios y poliquetos, en los que tendrian
un ciclo de vida abreviado (Bray & Gibson
1980, Wardle 1980, Williams & Jones
1994). Su ciclo vital incluye a un mitilido
como primer huésped intermediario, del
que emergerian cercarias capaces de colo-
nizar a otros invertebrados, donde se trans-
formarfan en metacercarias. Al respecto, se
debate si las formas ovigeras encontradas
en los invertebrados son metacercarias pro-
genéticas no enquistadas o verdaderos adul-
tos (Uzmann 1953, Stunkard & Uzmann
1959, Freeman & Lewellyn 1958, Dollfus
1964, Martinez 1974, Aitken-Ander & Le-
vin 1985). Esta capacidad para alcanzar la
madurez precozmente podria eliminar la
necesidad del tele6steo como huésped defi-
nitivo, lo que provocaria escenarios radi-
calmente distintos al momento de interpre-
tar la dindmica poblacional del parasito.

No existe un protocolo tradicional para
evaluar cudndo dos huéspedes son requeri-
dos en forma secuencial o si son alternati-
vos. Sin embargo, dos condiciones sugieren
secuencialidad, y sus opuestas, alternativi-
dad. Primero, que el estado ontogenético al-
canzado por el pardsito sea mds temprano en
un huésped que en el otro, y segundo, que
ese huésped sea presa del putativo consecu-
tivo, o bien que exista un modo de transmi-
sién no transitivo (p. ej.: presa-predador).

En Chile se ha registrado como huéspe-
des definitivos de Proctoeces lintoni (syn.
P. humboldti) Siddiqui et Cable 1960 (Di-
genea: Fellodistomidae) a varias especies
de lapas Fissurella spp. Bruguiere 1789
(Mollusca: Archaeogastropoda) y al pejesa-
po Sicyases sanguineus Miiller & Troschel
1843 (Pisces: Gobiesocidae) (ver Bretos
1982, George-Nascimento & Quiroga 1983,
Oliva 1984, 1992, 1993, Oliva & Zegers

1988, Osorio et al. 1986). Sin embargo, la
depredacién que ejercen los pejesapos so-
bre las lapas (Cancino & Castilla 1988) su-
giere que ambos tipos de huéspedes pueden
ser requeridos en forma secuencial para
completar el ciclo de vida del parasito. La-
pas y pejesapos han sido considerados
huéspedes alternativos de P. lintoni, y las
diferencias en la morfometria serfan el re-
sultado de que cada huésped constituye un
ambiente distinto para el parasito, lo que se
fundamentaria en la similitud del didmetro
de los huevos y del acetdbulo de los dige-
neos (Oliva y Zegers 1988).

Nosotros consideramos insuficiente la
evidencia que hay disponible para discernir
si son huéspedes secuenciales o alternativos,
porque no se ha comparado sino unas pocas
variables e infrapoblaciones. En consecuen-
cia, se compara la magnitud de la parasitosis
(prevalencia, abundancia), ila morfometria y
el estado reproductivo del parasito (fecundi-
dad, didmetro del ttero, tamano de los hue-
vos y grado de replecién del titero con hue-
vos), en varias infrapoblaciones provenientes
de ambos tipos de huéspedes.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron manualmente 49 lapas Fis-
surella spp. (15 F. picta, 15 F. costata, 8 F.
maxima, 6 F. latimarginata, 3 F. cummingi
y 2 F. crassa), y 37 pejesapos Sicyases san-
guineus, cerca de Talcahuano (36°39' S;
73°01' W), VIII Regién, Chile. Los analisis
parasitarios se realizaron sobre el conjunto
de especies de lapas, como consecuencia
del bajo mimero de ejemplares recolectado
para cada una. Las diferencias en el parasi-
tismo por Proctoeces lintoni en diversas es-
pecies de lapas son materia de otra publica-
cién (Balboa et al., datos no publicados).

El tamafio corporal de los huéspedes (en
mm) fue registrado en los pejesapos como
la longitud total, y en las lapas como el
largo de la concha. Para la biisqueda de los
digeneos, se extrajeron la génada en las la-
pas y el tracto digestivo en los pejesapos,
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ya que son los érganos donde habitan (Bre-
tos 1982, George-Nascimento & Quiroga
1983, Oliva 1984, 1992, 1993, Oliva & Ze-
gers 1988, Osorio et al. 1986). El material
retenido en un tamiz cuya malla de 0,5 mm
de luz fue examinado mediante estereomi-
croscopio para la bisqueda y recoleccién
de los digeneos. Los pardsitos de cada indi-
viduo huésped fueron examinados en fresco
y luego fijados en formalina al 10%.

Se describe la magnitud de la parasitosis
a través de calcular la prevalencia y la
abundancia parasitaria (ver Margolis et al.
1982). Para evaluar el efecto de ambos ti-
pos de huéspedes sobre la reproduccién del
pardsito, se comparé la longitud total, fe-
cundidad, didmetro del ttero, tamafio de los
huevos y grado de replecién del ttero con
huevos. Para la determinacién de la longi-
tud total y del grado de replecién del ttero
del parasito, se utilizaron 163 digeneos re-
colectados de 33 lapas y 177 parisitos de
21 pejesapos. La longitud total del parasito
{en mm) se midié mediante un ocular gra-
duado acoplado a un microscopio estereos-
copico. Previamente, los pardsitos fueron
puestos en placas Petri, transparentados por
inmersion en lactofenol, aplastados con un
portaobjeto y luego observados bajo lupa
con luz transmitida. Se consideraron cuatro
categorfas de replecién del ttero: itero sin
huevos (0%), titero medio-lleno (<50%),
utero mas de medio-lleno (>50%) y utero
Heno de huevos (100%).

Para estimar la fecundidad, didmetro
del dtero y tamafio de los huevos de los
digeneos se seleccionaron entre uno y dos
pardsitos por infrapoblacién (37 digeneos
de 33 infrapoblaciones provenientes de la-
pas y 30 de 21 infrapoblaciones obtenidas
de pejesapos). En la estimacién de la fe-
cundidad se utilizé una técnica similar a la
descrita por McClelland (1980): se extrajo
el dtero de cada ejemplar, y luego de dis-
gregarlo mecdnicamente, se obtuvieron to-
dos los huevos que fueron diluidos en 40
ml de agua destilada. La solucién fue ho-
mogenizada utilizando un agitador magné-
tico, y de ella se obtuvieron diez alicuotas

de 0,1 ml, para posteriormente realizar el
conteo de huevos en cada una de ellas. De
estos conteos se calculé el promedio y me-
diante una relacién simple se estimé la
cantidad de huevos en el volumen total. El
didametro del ttero (en mm) se determiné a
partir del promedio de 6 medidas tomadas
a través de un ocular graduado acoplado a
un microscopio estereoscépico. El tamaiio
de los huevos de P. lintoni se obtuvo de
22 digeneos de 16 lapas y 13 de 6 pejesa-
pos. Se midié el largo y ancho maximos
(en um) de 6 huevos de cada digeneo.

La prevalencia y el grado de replecién
del dtero de P. lintoni fueron comparados
entre tipos de huéspedes, por categoria de
tamafio, mediante tablas de contingencia, y
su significancia estadistica fue evaluada
mediante el estadistico Chi-cuadrado o G.
Para esto, los digeneos se clasificaron en
chicos (menores a 3,0 mm de longitud to-
tal), medianos (entre 3,0 y 6,0 mm) y gran-
des (mayores a 6,0 mm). La significancia
del efecto del tipo de huésped sobre la
abundancia y el didmetro del tdtero de P.
lintoni fue evaluada mediante la prueba de
Wilcoxon (Siegel & Castellan 1988).

- Las relaciones entre el ancho méximo y
la longitud total, y entre la fecundidad y la
longitud total de los parasitos fueron com-
paradas entre tipos de huéspedes mediante
andlisis de covarianza (Sokal & Rohlf
1995). El largo y el ancho maximo de los
huevos del parésito fueron comparados en-
tre tipos de huéspedes mediante analisis de
varianza de una via (Zar 1996).

Los cambios en el tamaifio y estado de
desarrollo de los huevos de los parasitos al
pasar de presas a predadores fueron evalua-
dos a través de realizar infecciones experi-
mentales de 3 pejesapos a los que se les
administraron entre 10 a 20 digeneos obte-
nidos de génadas de lapas, por una vez.
Antes de la infeccién experimental, los pe-
jesapos fueron desparasitados con una dosis
de 50 mg/kg de Praziquantel, aunque la
efectividad de este procedimiento no fue
evaluada. De un total de 43 parésitos admi-
nistrados en el alimento, se obtuvo 1 dige-
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neo al cabo de 6 dias y otros 5 al cabo de £
45 dias, en los que se midieron 30 y 59
huevos respectivamente, con el objeto de
compararlos con los provenientes de infec-
ciones naturales.

RESULTADOS

La prevalencia y la abundancia de P. linto-
ni fueron similares entre los tipos de hués-
pedes (x> = 0,61, gl. =1, p = 044; Z =
-1,19, p= 0,24, respectivamente). El 67,3%
de las lapas y el 56,8% de los pejesapos
estaban parasitados y la abundancia en las
lapas fluctué entre 0 y 41 (5,3 + 8,5; media
+ desviacién estdndar), mientras que en los
pejesapos fluctué entre 0 y 84 (6,2 £ 15,6).

La pendiente de la regresién entre el an-
cho maximo y la longitud total de los dige-
neos era mayor en los pejesapos que en ias
lapas (Tabla 1). El tdtero de los parasitos de
menor longitud total frecuentemente no
contenia huevos, en ambos tipos de huéspe-
des (Fig. 1). Sin embargo, el didmetro del
utero de los digeneos era mayor en los pe-
jesapos que en las lapas (Z = 4,70; p =
0,0001; Tabla 2), y habia una mayor pro-

porcién de digeneos con el ttero lleno de
huevos en pejesapos que en lapas, en espe-
cial en los parédsitos de tamafio mediano y
grande (medianos: ¥2=59,8;g. 1. =3;p<
0,0001; grandes: x2=13,5; g. 1. =3; p <
0,05, Fig. 1). La pendiente de la regresién
entre la fecundidad y la longitud total de
los digeneos era mayor en pejesapos (F(, 43
= 4,606, p < 0,05), y no era distinta de cero
en lapas (Fig. 2).

Los huevos eran mds largos y mas anchos
en los digeneos provenientes de pejesapos
tanto natural como experimentalmente infec-
tados, que en los de lapas (Largo: F; 1) =
77,3, p < 0,0001; Ancho: F; 196 = 13,5, p<
0,001; Tabla 3). Los huevos de digeneos
provenientes de lapas contenian un embrién
que ocupaba alrededor de un tercio del hue-
vo mientras que en los provenientes de pe-
jesapos el miracidio en formacién ocupaba
todo el huevo (Tabla 3, Fig. 3a, b, c).

DISCUSION
Todos los resultados indican que P. lintoni

esta en un estado de desarrollo mds tempra-
no en las lapas que en los pejesapos. En los

TABLA |

Resumen del andlisis de la covarianza del ancho maximo de P. lintoni en el que
el largo es la covariable y el tipo de huésped el factor. Se indican los valores de los pardmetros
de cada regresién. Estadistico = F, g.1. = grados de libertad, p = probabilidad, SC = suma
de cuadrados, SM = suma de cuadrados medios.

Summary of the ANCOVA of the maximum body width of P. lintoni according to the length (covariable)
and host taxon (factor). Below, parameter values estimated for each regression. F= statistic,
g.1.= degrees of freedom, p= probability, SC= sum of squares, SM= mean squares.

Fuente de variacién gl Sc SM F p
Entre pendientes 1 2,12 2,12 30,70 0,0001
Error 336 23,18 0,06

Total corregido 339 212,98

Tipo de huésped Intercepto Pendiente

Lapas 0,31 0,34

Pejesapo -0,08 0,44
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Fig. 1: Proporcién de individuos de P. lintoni segin categorias de tamaifio corporal (chicos, media-
nos y grandes) en distintos estados reproductivos, extraidos de ejemplares de lapa y pejesapo
naturalmente parasitados.

Proportion of P. lintoni individuals categorized according to body size (small, intermediate and large) with different
degrees of replenishment of the uterus with eggs, obtained from naturally infected key-hole limpets and clingfishes.

TABLA 2

Didmetro del dtero (mm) de P. lintoni en ambos tipos de huéspedes (nimero de pardsitos = n,
minimo = Min, médximo = M4x, promedio aritmético = X y desviacién estdndar = de).

Uterus diameter (mm) of P. lintoni in two host species (number of worms = n, minimum = Min,
maximum = Mdx, mean = X, standard deviation = de).

Tipo de huésped n Min Mix X de
Lapas 22 0,065 0,115 0,096 0,014
Pejesapo 13 0,108 0,160 0,131 0,018

pejesapos los digeneos son mas largos, el
didmetro del tdtero es mayor, tienen mas
huevos (Tabla 1 y 2, Figs. 1 y 2), los que a
su vez son mas grandes (Tabla 3), y contie-
nen un embrién mas desarrollado (Fig. 3a, b,
¢). La evidencia relacionada al diametro del

utero, al nimero de huevos y al estado desa-
rrolio del embrién son nuevas ya que otros
autores han discutido acerca de las variacio-
nes en el tamafio del cuerpo y de los huevos
de Proctoeces en huéspedes invertebrados y
vertebrados (Uzmann 1953, Freeman &
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Fig. 2: Relacién entre la longitud total (en
mm) y la fecundidad de Proctoeces lintoni
(nmimero de huevos por pardsito) recolectados
de lapas Fissurella spp. (simbolos negros), y
de pejesapos Sicyases sanguineus (simbolos
blancos). Se indica la pendiente (b), la proba-
bilidad de ser distinta de cero (p), y el nimero
de datos (n), para la regresion lineal de cada
tipo de huésped.

Relationship between total body length (in mm) and
fecundity of Proctoeces lintoni (number of eggs per worm)
in key-hole limpets Fissurella spp. (black symbols), and in
clingfish Sicyases sanguineus (white symbols). The slope
(b), the probability of being different from zero (p), and
the number of data (n) for the linear regressions on each
host type are indicated.

Lewellyn 1958, Stunkard & Uzmann 1959,
Dollfus 1965, Prevot 1965, Martinez 1974,
Aitken-Ander & Levin 1985).

Se ha propuesto que las especies de Proc-
toeces muestran elevados estados de progé-
nesis en latitudes altas debido a bajas abun-

dancias del huésped definitivo o a bajas tem-
peraturas que afectarian de diversas maneras
la transmisién del pardsito (Prevot 1965,
Bray 1983, Oliva & Zegers 1988). Sin em-
bargo, recientemente se ha documentado que
no hay una asociacién clara entre la latitud y
el estado de desarrollo de los Digenea de
peces marinos (Poulin 1997).

La similitud en la prevalencia y en la
abundancia de P. lintoni entre huéspedes
puede originarse de una combinacién de
distintas tasas de colonizacién y sobrevi-
vencia en cada tipo de huésped (Lotz et al.
1995). Al respecto, se desconocen las tasas
de colonizacién a ambos tipos de huéspe-
des. Sin embargo, en las lapas el pardsito
habita en la génada, donde perduraria por
mas tiempo que en el corto intestino de los
pejesapos. La sobrevida de Proctoeces en
el tracto digestivo de peces mantenidos en
condiciones experimentales estaria limitada
a alrededor de un mes (Williams & Jones
1994). De hecho, la evidencia de nuestros
experimentos lo sugiere ya que se encontra-
ron s6lo 6 de 43 parasitos al cabo de 45
dfas. Por consiguiente, una explicacién
plausible para la similitud en prevalencia y
abundancia del pardsito en ambos tipos de
huéspedes puede darse si las tasas de colo-

TABLA 3

Largo y ancho de los huevos de P. lintoni (en um) provenientes de lapas y pejesapos.
Desviacidn estdndar (de), n = nimero de huevos.

Length and width of the eggs of P. lintoni (in pm) collected from key-hole limpets and clingfish.
Standard deviation (de), n = number of eggs.

Tipo de huésped n Largo (de) Ancho (de)
Lapa 132 39,08 (7,67) 22,13 (3,75)
Pejesapo natural 78 47,18 (6,61) 26,18 (7,53)
Pejesapo experimental
(+ 6 dias) 30 41,00 (8,03) 22,29 (3,48)
(+ 45 dias) 59 59,87 (5,52) 27,67 (6,79)
(Total) 89 53,51 (11,03) 24,10 (5,60)
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Fig. 3: Huevos de Proctoeces lintoni obtenidos
de (a) lapa naturalmente infectada, (b) pejesapo
naturalmente infectado, (¢) pejesapo experi-
mentalmente infectado.

Eggs of Proctoeces lintoni obtained from (a) naturally
infected key-hole limpet, (b) naturally infected clingfish,
(c) experimentally infected clingfish,

nizacién son mayores en los pejesapos que
en las lapas. Esto es razonable ya que los
pejesapos tienen mayores requerimientos
energéticos que las lapas (V. Olmos, datos
no publicados).

Futuros estudios deberian considerar
que la especificidad de este pardsito puede

ser distinta incluso entre especies congenéri-
cas de huéspedes ya que, por ejemplo, Proc-
toeces maculatus la exhibe entre dos espe-
cies sintépicas de Crepidula (Aitken-Ander
& Levin 1985). Ademas, ha de contemplar-
se la posibilidad de que la tnica otra espe-
cie de pejesapo que habita la costa de Chile
(Gobiesox marmoratus Jenyns 1842) sea un
huésped definitivo alternativo del pardsito
ya que en su dieta estan incluidas las lapas
(Varas & QOjeda 1990).

En conclusién, nosotros interpretamos
que los pejesapos son necesarios para que
el pardsito complete su ciclo de vida, y
por lo tanto son verdaderos huéspedes de-
finitivos. Ellos actuarian como agente pro-
ductor de los propagulos, en cambio las
lapas serian un refugio temporal de meta-
cercarias. La presencia en las lapas de pa-
rasitos conteniendo huevos con un inci-
piente desarrollo del embrién indican que
se trata de una metacercaria progenética,
no enquistada, y que los pardsitos llega-
rian casi maduros a los pejesapos. Por
esto, las lapas que habitan en localidades o
en zonas geograficas en las que los pejesa-
pos estén ausentes pueden tener pocos pa-
rasitos. Alternativamente, una escasa o au-
sente presion de depredacién por parte de
los pejesapos podria conducir a que los di-
geneos mostrasen una progénesis mas no-
toria (Bush & Kennedy 1994).
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