LOS PARASITOS COMO MARCADORES BIOLOGICOS PARA LA DISCRIMINACION DE POBLACIONES DE
TRES ESPECIES DE RAYAS (CHONDRICHTHYES: RAJIDAE) DEL MAR ARGENTINO.

Definicion del problema vy estado actual del conocimiento sobre la cuestion.

Los condrictios presentan una limitada capacidad de respuesta frente a la explotacién
pesquera intensiva, esto se debe a su bajo potencial reproductivo y escasa capacidad de
incremento poblacional, como consecuencia de sus lentas tasas de crecimiento, su
maduracién tardia, sus largos periodos de gestacién y su baja fecundidad (Hoenig & Gruber,
1990). Dentro de los condrictios, las rayas (Fam. Rajidae) son el grupo mas diverso (22% del
total de las especies conocidas). Constituyen un grupo morfolégicamente conservativo, con un
alto grado de endemismo y un habitat benténico que parece estar asociado a fondos blandos
(Ebert & Compagno, 2007).

En la Republica Argentina, las rayas integran la fauna acompanante de las principales
pesquerias del pais (Cousseau et al., 2007). A partir del afo 1994, los volumenes de captura
han aumentado notablemente, constituyendo un grupo de peces activamente explotado
(Cousseau et al., 2007). La explotacion pesquera intensiva afecta sobre todo a las especies
con bajas densidades y mayor talla (Dulvy et al., 2000). Por ser morfolégicamente similares,
diferentes especies son normalmente consideradas en conjunto, desestimandose sus
diferencias ecoldgicas (Barbini, 2010). Debido al incremento en las capturas y la falta de
informacion acerca de la ecologia y biologia de los condrictios, se elabor6 el Plan de Accion
Nacional para Conservacién y Manejo de Condrictios en la Republica Argentina (PAN-
tiburones). Este PAN fue aprobado por el Consejo Federal Pesquero (Resolucion N°6/2009)
(Consejo Federal Pesquero, 2009) y enunciado en el Boletin Oficial de la Rep. Argentina (Ao
CXVII, N°31616). Su objetivo es garantizar la conservacion y el manejo sustentable de los
condrictios en los ambitos bajo jurisdiccion de la Republica Argentina segun los lineamientos
del Cdédigo de Conducta para la Pesca Responsable de la FAO y el enfoque ecosistémico
para el manejo de pesquerias. Sus objetivos especificos otorgan caracter prioritario a estos
recursos en los planes de investigacion, abarcando aspectos relativos a la biologia
reproductiva, edad y crecimiento, ecologia tréfica y taxonomia. Ademas, se menciona la
necesidad de realizar investigaciones parasitolégicas como herramienta para la identificacion
de stocks de hospedadores.

Los parasitos han sido a menudo subestimados tanto en estudios ecosistémicos, como
en programas de conservacion y manejo de recursos bioldgicos. Esto se debe a que en
general son pequenos, estan ocultos durante sus fases parasitas y son raramente observados
en el ambiente externo (Minchella y Scott, 1991; Huxham et al., 1995; Lafferty et al., 2006).
Sin embargo, las comunidades parasitarias constituyen modelos ideales para estudios sobre
estructura comunitaria, ya que sus limites son discretos y pueden analizarse comunidades
replicadas de la misma especie hospedadora (Gotelli & Rohde, 2002). Estas caracteristicas
condujeron a un gran desarrollo en el campo de la ecologia (Poulin, 2007) y han permitido el
surgimiento de lineas de investigacion aplicadas, como ser el uso de parasitos como
indicadores de la biologia (dieta, migraciones, stocks) de sus hospedadores (Mackenzie,
2002). Particularmente, los parasitos han sido ampliamente utilizados como marcadores
biolégicos para proveer informacién sobre la identidad de los stocks de sus hospedadores
(MacKenzie & Abaunza, 1998; MacKenzie, 2002). Esta metodologia ha ganado
reconocimiento por ser aplicable a problematicas de manejo de pesquerias y esta siendo
utiizada de manera creciente en todo el mundo (MacKenzie, 2002), constituyendo una
herramienta promisoria para predecir localidades de captura, llegando inclusive a ayudar en el
control de pesquerias ilegales (Power et al., 2005). En nuestro pais es de uso reciente y los
estudios utilizando marcas naturales son aun escasos. Hasta el momento se han publicado
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estudios que involucran a varias especies icticas, observandose que las mayores diferencias
ocurren entre las regiones bonaerense y patagonica, aunque las areas costeras bonaerenses
(El Rincén vy el estuario del Rio de la Plata) albergan poblaciones de peces con comunidades
parasitarias diferentes (Timi, 2007; Timi & Lanfranchi, 2009; Timi et al., 2008, 2009, 2010;
Incorvaia & Hernandez, 2006; Braicovich & Timi, 2008, 2010; Vales et al., 2011). Estas
investigaciones fueron realizadas sobre peces teledsteos exclusivamente, no existiendo en la
region estudios de este tipo sobre poblaciones de elasmobranquios, los que ademas son
escasos en el resto del mundo (Yamaguchi et al., 2003). La parasitofauna de los
elasmobranquios presenta un alto grado de especificidad, con algunos taxones superiores
exclusivos de este grupo, entre ellos: los cestodes del orden Trypanorhyncha (Olson et al.,
2010); los monogeneos de la familia Hexabothriidae (Boeger & Kritsky., 1989), del género
Calicotyle (Chisholm et al., 1997) y del género Empruthotrema (Chisholm & Whittington, 2005);
los copépodos de la familia Kroyeriidae, Eudactylinidae y del género Brianella (Boxshall &
Halsey, 2004) y los nematodes de los géneros Pseudanisakis y Proleptus (Baylis, 1933;
Gibson, 1973), entre otros. Por estas caracteristicas, la fauna parasita de elasmobranquios
reune las condiciones y posee la potencialidad de ser utilizada como “centinela” del estado de
las poblaciones de estos hospedadores. Por su alto grado de especificidad, la viabilidad de las
poblaciones de varias especies de parasitos depender de las densidades poblacionales de
sus hospedadores para asegurar la transmision de sus estadios infectivos. La pesca intensiva
puede llegar a reducir la abundancia de una especie de hospedador por debajo del umbral de
densidad necesario para la transmision exitosa de una determinada especie de parasito
(Dobson & May, 1987). Esta situacion puede resultar en la extincion de parasitos en un area
determinada (Lafferty et al., 2004). De hecho, en los ultimos afios se ha evidenciado una
disminucién significativa de los reportes normalizados de enfermedades en peces marinos de
importancia comercial (Ward & Lafferty, 2004), planteando la hipétesis que la sobrepesca ha
reducido las parasitosis como consecuencia de su efecto sobre la transmision de las mismas.
La informacién disponible sobre la ecologia parasitaria de las especies de rayas en Argentina
es escasa (Ostrowski, 1971; Suriano, 1977; Tanzola et al., 1998). La mayoria de los estudios
existentes se focaliza en pocos ejemplares y son de tipo taxondmico-descriptivos, atendiendo
en menor medida a la composicion y prevalencia de las especies parasitas. Recientemente,
ha habido una importante contribucién al conocimiento de la diversidad parasitaria, sobre todo
de cestodes, en la fauna de rayas de Argentina (lvanov, 1996, 2005; Ivanov & Campbell, 1998,
2002; Menoret & Ivanov, 2009). En un estudio reciente se estudiaron las comunidades
parasitarias de la raya marmolada S. bonapartii en dos zonas costeras de la provincia de
Buenos Aires, el mismo mostré que dicha especie alberga 12 especies parasitas (5 de ellas
nuevos registros para éste hospedador) y se caracterizé al digeneo Otodistomum pristiophori
y al nematode Anisakis simplex como posibles marcadores biolégicos para ésta especie
(Irigoitia, 2011). Resulta necesario, entonces, un estudio exhaustivo que permita establecer la
composicion y estructura de las poblaciones y comunidades parasitarias que albergan estos
batoideos asi como sus variaciones geograficas; el cual evalie su potencial uso como
marcadores poblacionales de los hospedadores.

Trabajo previo realizado referente a este proyecto

El presente proyecto surge luego de una tesis de grado finalizada en 2011, la cual
estuvo dirigida al estudio parasitologico de las comunidades parasitarias de la raya
marmolada Sympterygia bonapartii, en dos zonas costeras del litoral bonaerense. En dicha
tesis se establecieron 16 registros de organismos parasitos para ésta especie (5 de ellos
nuevos) y y se caracterizd al digeneo Otodistomum pristiophori y al nematode Anisakis
simplex como posibles marcadores bioldgicos para ésta especie. Por otro lado, el presente
proyecto se plantea como continuacion de una tesis doctoral en curso (OCA: 1341/12). En la
misma, se pretende profundizar el estudio de la parasitofauna de las especies de familia
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Rajidae presentes en Argentina ampliando las escalas geograficas y temporales e incluyendo
nuevas especies de hospedadores, con el fin de evaluar el uso potencial de los parasitos
como indicadores de stocks poblacionales.

Objetivo general: Caracterizar las comunidades parasitarias de batoideos en el Atlantico
Sudoccidental, determinando patrones geograficos a nivel regional e identificar los procesos
que los originan; con énfasis en su potencial uso como marcadores biolégicos para la
discriminacion de poblaciones de sus hospedadores.

Objetivos particulares:

1. Caracterizar las comunidades parasitarias de Sympterygia bonapatrtii, Atlantoraja castelnaui
y Zearaja chilensis en diferentes regiones de la Plataforma Continental Argentina.

2. Establecer relaciones entre la estructura y composicion de las comunidades parasitarias y
las caracteristicas ecologicas (talla, sexo, dieta) de estas especies de rayas en cada region.

3. Establecer la predictibilidad temporal en las comunidades parasitarias.

4. Discriminar poblaciones de las 3 especies de rayas capturadas a diferentes latitudes,
utilizando sus parasitos como marcadores bioldgicos e identificar aquellas especies parasitas
adecuadas para tal fin.

Métodos y técnicas a emplear.

Especies seleccionadas: Se capturaran individuos de 3 especies de rayas (S.
bonapartii, A. castelnaui 'y Z. chilensis) que difieren en sus caracteristicas bioldgicas. Tanto S.
bonapartii como A. castelnaui presentan sus maximos de abundancia en la regidén costera
bonaerense (hasta 50 m. de profundidad), mientras que Z. chilensis se encuentra distribuida
en la plataforma media y a lo largo del talud (mayormente entre 50 y 150 m). Existe una zona
de solapamiento en la distribucién de Z. chilensis y S. bonapartii que permitira estudiar la
especificidad de los parasitos y su utilidad como marcadores especificos y de habitat. Ademas,
Z. chilensis y A. castelnaui presentan un comportamiento tréfico similar, consumiendo
mayormente peces; mientras que S. bonapartii presenta una dieta mas variada que incluye
ademas el consumo de crustaceos y cefaldépodos. Estas especies son las 3 primeras en orden
de importancia de la lista de prioridades del PAN-Tiburones, debido a su vulnerabilidad,
importancia comercial y estado de conservacion (Consejo Federal Pesquero, 2009). Por lo
tanto, el uso de sus parasitos como marcadores poblacionales contribuiria a un mejor manejo
de estos recursos.

Obtencidn de muestras: Las rayas se obtendran tanto de campafias del Inst. Nac. de
Invest. y Desarrollo Pesquero (INIDEP), como de desembarques comerciales en los puertos
cercanos a las areas de interés (utilizando el Sist. de Consultas Integrado del INIDEP).

Areas de muestreo y cantidad de muestras: De las 3 especies de rayas se realizaran
estudios parasitologicos en 30 ejemplares de las regiones comprendidas entre los 35° y 38°S
(zona norte) y entre los 42° y 38°S (zona sur). Ademas, se realizaran muestreos estacionales
(verano/invierno) tomando 30 ejemplares de cada especie en la zona norte. Como resultado
del muestreo, se estima que seran analizados 270 ejemplares entre las 3 especies
seleccionadas, aunque el numero por especie y estacion puede variar de acuerdo a la
disponibilidad de muestras en las campafas del INIDEP y en los desembarques comerciales.
El muestreo para S. bonapartii y A. castelnaui se encuentra limitado a la Pcia. de Bs. As,,
debido a la dificultad de conseguir muestras de Patagonia, pero no se descarta incorporar
muestras de esta zona durante el desarrollo del plan, especialmente de Z. chilensis, que es
sometida a una pesqueria especifica de distribucion mas austral.



- Metodologia a desarrollar para realizar el objetivo 1.

Analisis parasitologicos generales: Cada hospedador sera medido, sexado y sometido
a un analisis parasitologico integral. Se colectaran y cuantificaran los parasitos, registrando el
microhabitat; posteriormente seran fijados (segun: Pritchard & Kruse, 1982; Berland, 1984) e
identificados taxonémicamente.

Analisis cuantitativos generales: Para cada muestra (cada sp. en cada localidad y/o
fecha) se calcularan los siguientes descriptores poblacionales, infracomunitarios y de
comunidades componentes segun Bush et al. (1997):

A nivel poblacional: se calcularan la prevalencia, abundancia e intensidad para cada
especie de parasito. Se obtendran intervalos de confianza del 95% para la prevalencia
basados en la distribucion binomial (Reiczigel, 2003) e intervalos de confianza bootstrap BCa
(2000 replicaciones) del 95 % para la intensidad media (Rézsa et al., 2000).

A nivel infracomunitario: se calcularan los indices dominancia simple de Berger-Parker
(d), numero total de parasitos (NP), riqueza especifica (S), diversidad de Brillouin (HB) y
equitatividad segun Magurran (1988) y el porcentaje de infracomunidades en que cada
especie fue dominante.

A nivel de comunidad componente: se calcularan la riqueza especifica (S), diversidad
de Shannon (H’), equitatividad (E) y dominancia simple de Berger-Parker (d) en las muestras
totales de cada hospedador y para los hospedadores agrupados por sexos.

- Metodologia a desarrollar realizar el objetivo 2.

Los pares o grupos de muestras a comparar dependeran de las relaciones a establecer
entre el parasitismo y las caracteristicas de los hospedadores. Asi, las comparaciones se
realizaran para los siguientes factores: (i) grupos de talla/edad y sexos de los peces para los
parasitos totales o discriminados por gremios de una misma especie de hospedador y (ii)
especies de peces para los parasitos inespecificos totales o discriminados por gremios.

Se compararan las prevalencias de las diferentes especies y gremios ecoldgicos de
parasitos mediante tests de Chi-cuadrado y tests a posteriori de comparaciones multiples para
proporciones, previa transformacidén angular de cada proporcion. El efecto de los diferentes
factores sobre las abundancias de los parasitos individuales o sus gremios, asi como de los
descriptores infracomunitarios se analizara mediante tests de t de Student o Anova sobre
datos transformados mediante log (x+1) o sus equivalentes no paramétricos (Mann-Whitney o
Kruskal-Wallis) (Zar, 1999). Se calcularan los indices de similitud cualitativa de Jaccard y
cuantitativa de Bray-Curtis entre infracomunidades dentro y entre muestras (Magurran, 1988).

Analisis multivariados: Para estos analisis de la estructura comunitaria se utilizaran los
paquetes PRIMER V6 (Clarke & Gorley, 2006; Clarke & Warwick, 2001) y PERMANOVA+ for
PRIMER (Anderson et al., 2008). Como medida de similitud se utilizara el indice de Bray-
Curtis. La estructura comunitaria se comparara entre los factores mencionados
(PERMANOVA) luego de 9999 permutaciones de residuales en un modelo reducido y una
suma secuencial de los cuadrados (Tipo SS) dado que la talla de los peces se introducira
como covariable (Modelo de ANCOVA, Anderson et al., 2008). Los mismos modelos seran
testeados para determinar diferencias en la dispersion utilizando la rutina PERMDISP
(Anderson et al., 2008), las dispersiones seran medidas como distancias a los centroides y
cada término en el analisis sera testeado luego de 9999 permutaciones, seguido de
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comparaciones multiples cuando sea necesario. Los analisis podran repetirse utilizando datos
binarios de presencia/ausencia, utilizando el indice de Jaccard como medida de similitud, en
aquellos casos en los que se requiera un analisis de la composicion cualitativa de las
comunidades.

- Metodologia a desarrollar realizar los objetivos 3 y 4:

Sera basicamente la misma que la propuesta para el Objetivo 2, los factores a
comparar seran las épocas de muestreo y las localidades de captura, respectivamente, para
cada especie de hospedador

Las diferencias de las infracomunidades entre las muestras seran examinadas en
mayor detalle utilizando analisis candnicos de coordenadas principales (CAP) (Anderson &
Willis, 2003, Anderson et al., 2008). Para visualizar la existencia de patrones a nivel de
comunidades componente se aplicaran analisis de escalamiento multidimencional (MDS),
utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis sobre los datos de las prevalencias parasitarias
en cada muestra. Se realizaran analisis de clustering jerarquicos aglomerativos para las
muestras, utilizando ligamientos de promedio de grupos y los niveles de similitud seran
sobrepuestos en el espacio bidimensional del MDS (Clarke & Gorley, 2006). Las diferencias
de estructura comunitaria entre especies de peces y entre regiones se analizaran
comparativamente y en relaciéon con datos oceanograficos de las campanas de investigacion
0 publicados previamente sobre las condiciones ambientales de las areas de procedencia y
de la dieta de las rayas.

La misma metodologia se aplicara a las comunidades parasitarias compuestas por
parasitos inespecificos, las que se compararan entre las especies de rayas.

Cronograma mensual de actividades a desarrollar en el periodo de la beca.

Meses
Actividades Primer afio Segundo afo
11213|4|5/6]7/8|9|10]11]12]1]2]|3]|4|5|6|7|8]9]10[{11|12
Obtenciéon de Muestras XXX X X[ X XXX X| X | X
Busqueda bibliografica XXX XX X[ X[ XX XXX X[ X[ X[ XXX
Muestreo parasicoldgico XIXX[XIXX|X] X XXX XXX XXX XX XX
Identificacion/descripcion parasitolégica XIX|X[X XXX X | X | X XXX XXX XXX X
Analisis cuantitativos XX X[ X[ X XXX X XXX XXX | X
Redaccién de informe reglamentario X XXX
Redaccion informe final X[ X[ X]|X
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Vinculacién del plan de trabajo con otros proyectos de investigacion en ejecucion en el mismo
lugar de trabajo.

El presente plan se complementa con los siguientes proyectos bajo la direccion del Dr.
J.T. Timi: “Comunidades parasitarias en peces: ecologia y biogeografia” (EXA 621/12),
UNMdP, 2012/2013, Monto: $ 17.264,60. “Patrones zoogeograficos en la estructura y
predictibilidad de las comunidades parasitarias de peces en el Atlantico sudoccidental y su
aplicacion a la discriminacién de poblaciones de hospedadores” (CONICET PIP112-201101-
00036), 2012-15, Monto $ 205.864,00. "Comunidades parasitarias de peces en el Atlantico
Sudoccidental: patrones zoogeograficos y su aplicacion a la discriminacion de poblaciones de
hospedadores" (PICT-2012-2094) 2013-15, Monto asignado: $301.142. El presente proyecto
complementa los estudios biolégicos pesqueros desarrollados en el marco del Programa de
Pesquerias de Condrictios del INIDEP (Resolucién 26/17) y el convenio especifico entre el
Laboratorio de Parasitologia del INIDEP y el Laboratorio de Ictioparasitologia de la Fac. de
Cs. Exactas y Naturales de la UNMdP.

Del lugar de trabajo

Las actividades se llevaran a cabo el Lab. de Ictioparasitologia, FCEyN.-UNMdP,
equipado con electricidad, gas, agua, mesadas y bibliografia especifica actualizada. Se
cuenta con stocks de drogas, implementos de laboratorio y materiales de diseccion.
Equipamiento especial: 4 lupas, 1 con sist. de procesamiento de imagenes; 3 microscopios
trinoculares (2 equipados con tubo de dibujo y camara fotografica y 1 con iluminacion DIC y
sist. de procesamiento de imagenes). Acceso a SEM. Se cuenta con 3 freezers y 1 estufa de
cultivo, 3 PC y una notebook, impresoras, scanners, software para analisis estadisticos,
acceso a Internet y a consulta a Current Contents, Helminthological Abstracts, ASFA,
SCOPUS y Biblioteca SECYT.



