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RESUMEN

Los mixosporidios del género Kudoa y Myxobolus infectan el tejido muscular de peces marinos
y causan lesiones como el ablandamiento muscular e incluso la muerte. La caracterizacion
morfoldgica de las esporas es de suma relevancia y combinada con la caracterizaciéon molecular
nos dan un soporte para determinar la especie. Se colecté 80 ejemplares 20 por cada especie:
Merluccius Gayi Peruanus, Mugil cephalus y Prionotus ruscarius en el terminal de Puerto
Pizarro - Tumbes en el mes de enero del 2019 y Odontesthes regia en el terminal de Ventanilla
— Callao y en cada hospedero se aisloé un especimen: Kudoa peruvianus, Kudoa sp2., Kudoa
sp3., Kudoa sp4. y Myxobolus sp. respectivamente. Las esporas de Kudoa tienen forma
estrellada con cuatro valvas, capsulas polares piriformes que convergen en el apice de la espora,
las esporas de Myxobolus tienen dos valvas con dos capsulas polares. Se realizé una revision
bibliografica de la morfometria y morfologia de las esporas, determindndose que: Kudoa
peruviana no presenta variaciones en su morfometria respecto a su descripcion inicial. Kudoa
spl., presenta una capsula polar de mayor tamafio. Kudoa sp2. y Kudoa sp3. presentan
similitudes con K. intestinalis, y K. leiostomi respectivamente. Myxobolus sp. presenta
caracteristicas morfologicas similares a M. episquamalis, sin embargo en el analisis molecular
se encuentran en diferentes clados, en el subclado donde se ubica Myxobolus sp. se encuentra
M. spinacurvatura y Aurantiactinomyxon sp. con ambos tiene una identidad del 93%. Se

recomienda realizar analisis genético con mas genes para establecer una posible nueva especie.

Palabras clave: caracterizacion morfologica, caracterizacion molecular, mixosporidios,

Vi
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ABSTRACT

Myxosporidian of the genus Kudoa and Myxobolus infect the muscle tissue of marine fish and
cause lesions such as muscle softening and even death. The morphological characterization of
the spores is highly relevant and combined with the molecular characterization they give us a
support to determine the species. 80 specimens were collected, 20 for each species: Merluccius
Gayi Peruanus, Mugil cephalus and Prionotus ruscarius at the Puerto Pizarro - Tumbes
terminal in January 2019 and Odontesthes regia at the Ventanilla - Callao terminal and in each
host one was isolated specimen: Kudoa peruvianus, Kudoa sp2., Kudoa sp3., Kudoa sp4. and
Myxobolus sp. respectively. Kudoa spores are stellate-shaped with four leaflets, pear-shaped
polar capsules that converge at the spore apex, Myxobolus spores have two leaflets with two
polar capsules. A bibliographic review of the morphometry and morphology of the spores was
carried out, determining that: Kudoa peruviana does not present variations in its morphometry
with respect to its initial description. Kudoa spl., has a larger polar capsule. Kudoa sp2. and
Kudoa sp3. they present similarities with K. intestinalis, and K. leiostomi respectively.
Myxobolus sp. presents morphological characteristics similar to M. episquamalis, however in
molecular analysis they are found in different clades, in the subclade where Myxobolus sp. Is
located, M. spinacurvatura and Aurantiactinomyxon sp. with both it has an identity of 93%.

Genetic analysis with more genes is recommended to establish a possible new species.

Keywords: morphological characterization, molecular characterization, mixosporidian



I. INTRODUCCION

Los peces pueden estar parasitados por diversos organismos: hongos, bacterias y varias
especies de metazoos. (Mufoz et al., 2001). Entre ellos se encuentran los mixosporidios (Clase
Myxosporea), organismos pertenecientes al Phylum Cnidaria, Subphylum Myxozoa (Ruggiero
et al., 2015), que endoparasitan peces de importancia comercial de consumo humano (Zhang

etal., 2017).

1.1. Descripcion y formulacion del problema

En el Pert, el sector pesquero es la fuente mas importante generadora de divisas después
de la mineria, destacandose la pesca maritima y en menor grado la continental (FAO, 2010).
Estudios realizados a nivel nacional e internacional demuestran la presencia de especies
parasitarias en los recursos hidrobiologicos. El parasitismo en peces ocasiona pérdidas
socioeconomicas, ya sea por la transmision al humano de patdégenos de importancia en salud
publica como Anisakis spp. y Adenocephalus pacificus Nybelin, 1931 (=Diphyllobotrhium
pacificum), o porque puede ocasionar el deterioro o dafio del producto, el cual debe descartarse

de las lineas de comercio o produccion, segin establece la normativa sanitaria vigente (Serrano

etal., 2017).

Los mixosporidios son un grupo muy diverso de parasitos tisulares, que presentan como
hospederos a peces marinos y epicontinentales de importancia econémica, y generalmente se
hallan involucrados en la alteracion de la textura muscular de los peces (Chero et al., 2015). El
género Kudoa Meglitsch, 1947 comprende especies generalmente especificas al hospedero, sin
embargo, algunas especies de Kudoa han sido reportadas infectando varias especies de

hospederos (Hervio et al., 1997). Actualmente, han sido descritos alrededor de 100 especies



nominales presentando una amplia distribucion geografica. Sin embargo, el nimero de especies
descritas en América del Sur es sorprendentemente bajo, si se toma en consideracion la gran
riqueza de hospederos potenciales en las costas del Atlantico y del Pacifico (Eiras et al., 2016),
aunque los mixosporidios no son especies potencialmente zoondticas, es decir que no pueden
parasitar al ser humano, existen algunos trabajos que reporta especies con un aparente potencial
zoondtico, por ejemplo, Moncada et al. (2007) reportaron esporas del mixosporidio Myxobolus
sp. en pacientes positivos para el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y en pacientes
con sintomatologia gastrointestinal en Colombia. Asi también, Grabner et al. (2012) mencionan
que existe evidencia de sintomas alérgicos, diarrea y vomitos en personas que han consumido
peces infectados con Kudoa sp. Se conoce que Kudoa peruviana Mateo, 1972 esta relacionado
con la degradacion del tejido muscular en Merluccius gayi peruanus Ginsburg, 1954, mientras
que K. clupeidae lo esta con la mortalidad del hospedero (Whipps y Diggles, 2006). El género
Myxobolus, es uno de los grupos mas numerosos de los mixosporidios, que infectan los
musculos, visceras, piel y branquias de sus peces hospederos (Morales et al., 2012). Este grupo
presenta especies con un alto potencial patogénico, como M. cerebralis Hofer, 1903 causante
de la enfermedad torneo o giratoria (whirling desease), la enfermedad mas significativa

producida por mixosporidios en peces (Eiras et al., 2014).

1.2. Antecedentes

Los mixosporidios son un grupo muy diverso de especies y su identificacion fue basada
principalmente en la morfologia de las esporas, dando como resultado identificaciones erroneas
en varias especies cripticas (Zhang et al., 2017). En China varios mixosporidios que infectan

los tejidos, fueron identificados erroneamente (Chen y Ma, 1998).

En la costa peruana solo ha sido formalmente registrada una especie de Kudoa: K.

peruviana Mateo, 1972, un mixosporidio intramuscular que infecta M. gayi peruanus, y que



causa el deterioro del musculo esquelético del hospedero, generando pérdidas econdmicas

(Mateo, 1972).

La costa peruana cuenta con una gran diversidad de especies marinas y potenciales
hospederos de importancia comercial, como: P. ruscarius, O.regia “pejerrey”’ y Mugil cephalus
“lisa” estos peces pertenecen al grupo de los mas consumidos por los peruanos (IMARPE,

2017).

1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Caracterizar a nivel morfologico y molecular las esporas de mixosporidios presentes en
peces marinos de importancia comercial del terminal pesquero de Puerto Pizarro, Region de
Tumbes, Pera.

1.3.2. Objetivos especificos

Colectar los parasitos mixozoos a nivel muscular, branquias y visceras.

Comparar con la bibliografia las esporas de mixosporidios halladas en los diferentes

hospederos.

Aislar las esporas para el analisis molecular.

Obtener el material genético mediante la extraccion de ADN de las esporas.

Amplificar el material genético con PCR convencional.

Analizar los resultados del secuenciamiento con el protocolo Exo-SAP Macrogen,

Korea.



1.4. Justificacion

La poblacion costera del norte del Pert depende econdmicamente de la pesca artesanal,
a esto se le suma el gran terminal portuario de Paita (Terminales Portuarios EUROANDINOS),
que abarcan los departamentos de Piura, Tumbes, Lambayeque, Cajamarca, San Martin y
Amazonas (Garcia y Quevedo, 2016). El terminal de Puerto Pizarro, Tumbes tiene una
poblacion total dependiente de la pesca artesanal maritima aproximadamente de 4700 personas,
las capturas en el desembarcadero estan destinadas al consumo local y al autoconsumo de los
pescadores artesanales. El tipo de producto comercializado localmente es en estado fresco
efectuado en la playa (PRODUCE, 2003). Sin embargo, una gran cantidad de peces capturados
son desechados por presentar histolisis post-mortem, esta condicion denominada “milkiness”
ocasiona el ablandamiento del musculo, haciéndolo inviable para el consumo humano (Chero

etal., 2015).

El mixosporidio K. peruviana fue identificado como el causante del ablandamiento
muscular en la “merluza” de la costa peruana, ocasionando una diferencia marcada en el gusto
y textura de aquellas que no se encuentran parasitadas (Mateo, 1972). Diversas especies de
mixosporidios han sido reportadas alrededor del mundo como causantes de la miolicuefaccion

post-mortem en peces en acuicultura y pesca comercial (Yokoyama et al., 2004).

IMARPE (2018) reportd que el pez P. ruscarius se encuentra entre las especies
demersales con mayor desembarque en Tumbes y Paita. IMARPE (2019) inform6 que las zonas
pelagicas mas productivas en la pesca de M. cephalus fueron las zonas norte y centro (Callao
y Ancon), M. gayi peruanus tuvo un mayor desembarco en la zona norte (Piura y Tumbes), O.

regia tuvo un mayor desembarco en la zona centro, frente a Culebras y Callao.



De acuerdo a Luque (2008), la gran mayoria de especies de peces del planeta no
presentan estudios parasitologicos poniendo en evidencia la precaria situacion en la

investigacion en ictioparasitologia.



II. MARCO TEORICO

2.1. Mixozoos

Los mixosporidios son endoparasitos metazoarios microscopicos de importancia
econdémica que infectan principalmente peces y muy raras veces reptiles, anfibios, aves y

mamiferos (Zhang et al., 2017).

2.1.1. Taxonomia.

Los mixosporidios han sufrido cambios en su ubicacién filogenética, inicialmente
fueron consideradas como un orden (Myxosporida) dentro de los protozoarios (Kudo, 1969).
Posteriormente, y en base a estudios de su ultraestructura fueron elevados al rango de Phyllum
(Siddall et al., 1995). Mediante técnicas moleculares se demostré que son representantes de
una de las primeras ramificaciones del linaje eucariota (Siddall et al., 1995). Finalmente se
determin6 una relaciéon mas cercana con los miembros del Phylum Cnidaria (un grupo que
incluye corales, anemonas, medusas e hidras), debido a la similitud de la capsula polar con
unas células caracteristicas de los cnidarios, los nematocistos. El analisis molecular también
determinod que los mixosporidios son un grupo hermano con Polypodium hydriforme, cnidario
parasito de los huevos de esturiones y peces afines (Chang etal., 2015), estos hallazgos llevaron
a considerar a los mixosporidios como una clase dentro del Phylum Cnidaria, Subphylum

Myxozoa.

2.1.2. Ecologia.

Los mixosporidios presentan una asociacion con sus hospederos de parasitismo, debido
a que vive a expensas de estos, asimismo este grupo comprende endoparasitos y ectoparasitos,
que se ubican a nivel branquial y tisular respectivamente. Los endoparasitos se han hallado en

tejido muscular, vesicula biliar, intestino, rifiéon y otros 6rganos (Kudo, 1969; Whipps, 2011).



Segun sus patrones reproductivos, los mixosporidios son: Semelparos, por su alta frecuencia
de reproduccion, tamafo pequefio (microscopico) y corta vida. Son estrategas tipo , debido a
que la mortalidad esta inducida por el ambiente e independiente de la densidad poblacional,
amplia dispersion (diferentes tejidos que infectan) y buenos colonizadores (Badii et al., 2013),
esta ultima caracteristica es la que representa al grupo, debido a la reduccion del plano corporal
y estructuras asociadas para abarcar otros nichos ecologicos, como el parasitismo, dentro del

grupo Cnidaria (Chang et al., 2015).

2.1.3. Ciclo bioldgico.

El estadio infectivo de los mixosporidios son las esporas, constituidas por valvulas que
contienen uno o mas esporoplasmas y una o mas capsulas polares con filamentos que sirven en
el anclaje de la espora al hospedador. El ciclo bioldgico es bifasico e incluye una fase llamada,
myxospora (proceso sexual en peces) y una fase de actinospora (etapa de desarrollo sexual en
anélidos y sipunculidos), asi como dos estados vegetativos, coelozoicos (las cavidades de los
organos) e histozoicos (entre los tejidos celulares o intracelular). Mediante los cortes
histolégicos se puede observar los pseudoquistes (plasmodia) con cuerpos multivesiculares y

pared de fibrocolageno (Whipps et al., 2002).

2.2. Género Kudoa

Las especies del género Kudoa son los responsables de la histolisis post-mortem
conocida como “milkiness”, proceso que ocasiona ablandamiento y posterior licuefaccion de
los tejidos musculares (Hervio et al., 1997; Chero et al., 2015). Este cuadro patologico ha sido
observado en diferentes especies de importancia comercial alrededor del mundo (Tantalean y

Huiza, 1994).



Miembros del género Kudoa, son caracterizados por presentar cuatro o mas valvas,
capsulas polares, filamentos polares y un esporoplasma. La identificacion de estas especies esta

basada en la morfologia y morfometria de las esporas (Eiras et al., 2014).

Taxonomia:

Phyllum Cnidaria

Subphylum Myxozoa

Clase Myxosporea

Orden Multivalvulida

Familia Kudoidae

Género Kudoa (Meglitsch, 1947)

(Ruggiero et al., 2015; WORMS 2020)

2.3. Género Myxobolus

El género Myxobolus, agrupa organismos con esporas subesféricas, ovoides, elipsoides
o piriformes vistas de frente; sin proceso posterior; poseen dos capsulas polares piriformes;
vacuola iodofila en el esporoplasma; son histozoicos en peces marinos y epicontinentales.

(Eiras et al., 2014)

Taxonomia:

Phyllum Cnidaria

Subphylum Myxozoa

Clase Myxosporea

Orden Bivalvulida



Familia Myxobolidae

Género Myxobolus (Butschli, 1882)

(Ruggiero et al., 2015; WORMS 2020)

2.4. Peces marinos de importancia comercial

En la region Neotropical la alta biodiversidad de la fauna ictioldgica es muy conocida,
con subregiones que incluyen el mayor numero de especies conocidas de peces del planeta y

con alto grado de endemismo (Luque, 2008).

2.4.1. Mugil cephalus “lisa”

La lisa es una especie marina costera eurihalina de la familia Mugilidae, que habita los
fondos arenosos, se alimenta de zooplancton, materia vegetal y detritos (INFOPES, 2020), se
distribuye ampliamente en las zonas costeras alrededor del mundo sobre todo en las regiones
tropicales y subtropicales, en América, abarca desde el sur de California hasta Chile
(Villanueva, 2017; Chirichigno, 1974). En la costa peruana se distribuye en las
desembocaduras de los rios, con mayor concentracion en la zona norte, este recurso sustenta

gran parte de la pesqueria artesanal en la costa peruana (IMARPE, 2019; INFOPES, 2020).

Se caracterizan por su primera aleta dorsal formada por 4 espinas, cabeza ancha y plana
por arriba, ojos cubiertos por parpados adiposos y carece de linea lateral, entre otros (Fig. 1A),

(Chirichigno, 1974; Chirichigno y Velez, 1998).

2.4.2. Odontesthes regia “pejerrey”

El “pejerrey” es una especie marina de la familia Atherinopsidae, pelagica que habita
lugares arenosos y se distribuye desde el norte del Peru, en Puerto Pizarro, Tumbes, hasta el

sur con la frontera con Chile (Veliz e Insil, 1988; Escuela de Ciencias del Mar, 2008;
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INFOPES, 2020). Se encuentra con mayor abundancia en las zonas de Chimbote y Callao

(INFOPES, 2020; Veliz e Insil, 1988).

0. regia se distingue por presentar ojos grandes que ocupan la mayor parte de la cabeza,
pedunculo caudal largo y estrecho, escamas grandes con banda longitudinal plateada a lo largo

del cuerpo (Fig. 1B) (Chirichigno, 1974; Chirichigno y Velez, 1998).

2.4.3. Merluccius gayi peruanus “merluza”

La “merluza” es una especie bentodemersal de la familia Merlucciidae, y una de las
mas importantes en la pesqueria, su distribucion varia por la migracion, determinada por los
cambios estacionales, en invierno y primavera se distribuye desde la frontera con Ecuador hasta
los 8°S, en verano y otofio, desde la frontera con Ecuador hasta 12°S - 14°S (Wosnitza et al.,

2009).

Esta especie es caracterizada por presentar la cabeza grande y robusta, boca terminal,
las aletas pectorales, linea lateral completa y mandibula inferior prolongada, entre otras (Fig.

2A) (Chirichigno, 1974; Chirichigno y Vélez, 1998)

2.4.4. Prionotus ruscarius “cabrilla voladora”

La cabrilla voladora pertenece a la familia Triglidae y presenta una distribucion en
zonas templadas y tropicales, desde el Golfo de California (México) al centro del Pert
(Chirichigno, 1974), llegando hasta Chile (FishBase, 2020). Raymundo y Saucedo (2008)
mencionan que se tiene pocos estudios sobre esta especie. La “cabrilla voladora™ es parte de la

pesca accidental, pues acompana a la merluza en el area de distribucion (IMARPE, 2019).

Presenta orejuela opercular escamada, dientes del vomer en dos bandas separadas, con
lineas o reticulaciones mas claras en la cabeza, parte inferior del cuerpo rojiza, con manchas

circulares, entre otras caracteristicas (Fig. 2B) (Chirichigno, 1974).



Figura 1

Peces de importancia comercial en la costa del Peru. (A) Mugil cephalus
“lisa”. (B) Odontesthes regia “pejerrey”. Tomado de INFOPES, 2020.

c)
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Figura 2

Peces de importancia comercial en la costa del Peru. (A) Merluccius gayi
peruanus “merluza”. (B) Prionotus ruscarius “cabrilla voladora”. Tomado
de INFOPES, 2020.

A
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2.5. Métodos de identificacion de los mixosporidios

La caracterizacion de las especies debe ser basada en ambos criterios (morfologicos y
moleculares, taxonomia integrativa). Utilizar los datos de morfologia, como forma y
dimensiones de las esporas maduras, es insuficiente para la identificacion de las especies de
mixosporidios (Mansour et al., 2015). En la actualidad la caracterizacion molecular ha
permitido una mejor identificacion, y mas aun si esta se apoya en la caracterizacion
morfologica, morfometria, sitio de infeccion, hospedero y distribucion del hospedero (Whipps

etal., 2004)

2.5.1. Métodos morfologicos

Este método se realiza mediante la caracterizacion de la morfologia y morfometria del
estado vegetativo, las esporas (Mansour et al., 2015). Considerandose, longitud, ancho y
espesor de la espora, longitud y ancho de la cépsula polar, Adicionalmente, estas medidas son
acompanadas con caracteristicas morfologicas externas como la presencia o ausencia de

ornamentaciones o proyecciones en las valvas (Matsukane et al., 2010).

2.5.2. Métodos moleculares

La identificacion a nivel molecular ha demostrado resultados de alta confiabilidad,
debido a que se utilizan segmentos de ADN con o sin funcién conocida que proporcionan
informacion sobre la variacion alélica y permiten distinguir individuos (Schlotterer, 2004). El
analisis de la secuencia genética de la subunidad menor del ribosoma 18S, ha sido usado para

la determinacion filogenética del grupo (Sidall et al., 1995; Whipps, et al., 2003).
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III. METODO

3.1. Tipo de investigacion
La presente investigacion es de tipo observacional-descriptivo, por la manipulacion de
las variables es no experimental, por la toma de muestra en el tiempo es prospectivo y por el

namero de muestreo transversal.

3.2. Ambito temporal y espacial
La investigacion se llevo a cabo en el Terminal Pesquero de Puerto Pizarro, Tumbes

(3°30'S, 80°23'0) y Ventanilla, Callao (11°5922"S 77°7'35"0) en enero del 2019 (Fig. 3).

Las muestras colectadas se trasladaron al Laboratorio de Parasitologia General y Especializada
(LAPAGE), Facultad de Ciencias Naturales y Matematica (FCCNM), Universidad Nacional

Federico Villarreal en El Agustino, Lima.

3.3. Variables

3.3.1. Variable dependiente
Esporas de Kudoa sp. y Myxobolus sp.
3.3.2. Variable independiente

Sitio de union del primer en la secuencia de ADN de las esporas extraidas mediante el protocolo

de extraccion de PROMEGA.

3.4. Poblacion y muestra

Se adquirira 20 ejemplares de cada especie de pez haciendo un total de 80 ejemplares:
0. regia sera adquirido del Terminal de Ventanilla y M. cephalus, M. gayi peruanus y P.
ruscarius del Terminal de Puerto Pizarro. La identificacion de las especies de peces se realizard

siguiendo a Chirichigno y Vélez (1998) y Chirichigno y Cornejo (2001).
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Las muestras de mixosporidios seran tomadas a partir del tejido muscular con histolisis
y branquias. La identificacion y colecta de las esporas se realizard mediante un frotis de tejido

muscular con agua de mar y observado a través de un microscopio de luz a 400X.

3.5. Instrumentos

La tabla 1 muestra el detalle de los equipos, materiales y reactivos utilizados.

Figura 3

Ubicacion de los Terminales Pesqueros en la costa del
Perd. Puerto Pizarro - Tumbes y Ventanilla — Callao (de
arriba a abajo). Nétese que los terminales mencionados se

encuentran dentro del grupo de terminales con mayor zona

de pesca. Tomado de Estudio de desemperfio ambiental
(ESDA), 2015.




Tabla 1

Materiales de laboratorio para analisis morfolégico y molecular. Equipos: marca,

especificaciones; Materiales de analisis molecular, Reactivos: especificaciones como

volumen. Lote. marca. *laboratorio de preparacion de primers.
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TIPO DESCRIPCION

Microscopio con Leica-DM500 con camara incorporada

camara LEICA-ICC50 HD y software LAS (Leica
Application Suite), EZ version 1.80, 2009,
Switzerland.

Cabina de flujo Bio I Advance - TELSTAR con filtros HEPA

laminar H14, eficiencia del 99,995 % MPPS y 99,999

EQUIPOS

% DOP.

Centrifuga HETTICH Mikro 220R, 18.000RPM.

Bafio maria MEMMERT 100 °C.

Camara de
Camara horizontal, CLEAVER Scientific Ltd.,

electroforesis

Termociclador MultiGen OptiMax.

Tips 1000ul, 200ul, 20ul, 10ul

MATERIALES

Microtubos 1.5ml, 0.5ml.

Solucion de lisis celular. 100ml, Lote 345664 PROMEGA

Solucidn de precipitacion de proteinas. 25ml, Lote 345664

PROMEGA

Solucién de rehidratacion de ADN. 50ml, Lote 345664 PROMEGA

Solucion de RNasa. 250ul, Lote 345664 PROMEGA

Solucioén de lisis nuclear. 50ml, Lote 345664 PROMEGA

REACTIVOS

Agua libre de nucleasa. 1000ml, Lote 345664 PROMEGA
Proteinasa K, ANALITYKJENA

Agua bidestilada. 500ml, PROMEGA

Agarosa,LE, PROMEGA

Buffer TAE 40X, PROMEGA

Tris base, PROMEGA
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Ladder. 500ml, Lote 284742, PROMEGA
Blue/Orange 6X Loading Dye (G190A), Lote 284742, PROMEGA
Diamond Nucleic Acid Dye, 0.5ml, Lote 332942, PROMEGA

Primers 4 primers, INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES*.
Master mix GoTaq G2 Green Master Mix, 2X,

(2x1.25ml); Nuclesae-Free Water, (2s1.25ml)
(100 reacciones) Lote 331271 PROMEGA.
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3.6. Procedimientos
3.6.1. Caracterizacion morfologica
3.6.1.1. Colecta de ejemplares.

La identificacion y colecta de las esporas se realizard mediante un frotis de tejido
muscular con agua de mar y observado a través de un microscopio de luz a 400X. Las esporas
se conservaran en formol al 4% y seran trasladadas al Laboratorio de Parasitologia General y
Especializada (LAPAGE), donde seran medidas y fotografiadas empleando un microscopio

con camara.

Tabla 2

Secuencias de los cebadores usados en las reacciones de amplificacion del gen rRNA 18S.

Nombre Secuencia (5°--3°) Referencia
18e CTGTTGATCCTGCCAGT Hillis y Dixon 1991
18r CTACGGAAACCTTGTTACG Whipps, et al., 2003
MYXI1f GTGAGACTGCGGACGGCTCAG Hallett y Diamant, 2001
MY X4r CTGACAGATCACTCCACGAAC Hallett y Diamant, 2001

3.6.1.2. Dibujo de las esporas.
Las esporas seran dibujadas a escala con el programa CoreIDRAW Graphics suite-2018
(x64). Las medidas que se tomaran para Kudoa seran: espesor maximo de la espora (EEM),
espesor minimo de la espora (EEI), ancho méximo de la espora (AEM), ancho minimo de la
espora (AEI), longitud de la espora (LE), longitud de la capsula polar mayor (LC1), ancho de
la capsula polar mayor (AC1) longitud de la capsula polar menor (LC2) y ancho de la capsula
polar menor (AC2), ausencia o presencia de ornamentaciones (Eiras et al., 2014). Las medidas

que se tomaran para Myxobolus seran: espesor de la espora (EE), ancho de la espora (AE),
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longitud de la espora (LE), longitud de la capsula polar (LC), ancho de la capsula polar (AC),

ausencia o presencia de ornamentaciones (Eiras et al., 2005).

3.6.2. Caracterizacion molecular.

Los parasitos se conservaran en alcohol absoluto. EL ADN gen6mico se utilizara para
amplificar la region de rRNA 18S mediante PCR convencional, posteriormente se secuenciaran
con 4 primers (tabla 2); para obtener un arbol filogenético del género Myxobolus presentes en
M. cephalus.

3.6.2.1. Extraccion de ADN genomico.

Se obtendra el ADN de las muestras en alcohol absoluto, transfiriéndolos a tubos de 1.5
ml con 500 ul de buffer de lisis con beads (perlas) de 2 mm (Sigma). Se le agregara 25 ul de
proteinasa K por una noche y la extraccion de ADN genomico de los pardsitos se realizard
segun el protocolo del kit Promega Wizard®. El ADN se diluira en 100 ul de buffer TE y se
conservara a -20 °C.

3.6.2.2. Verificacion del ADN genémico.

Al material genomico se le realizard electroforesis para verificar la integridad, en gel
de agarosa al 1% con buffer TAE 1X (40mM acetato de Tris, 2mM EDTA, pH 8.5). Se utilizara
el marcador 1Kb ladder (10ng/ul) para realizar la cuantificaciéon de la muestra. La corrida
electroforética se realizard a 60V durante 90 minutos, posteriormente se realizara el revelado
del gel utilizando Diamond™ Nucleic Acid Dye PROMEGA para visualizar las bandas con el
respectivo peso molecular.

3.6.2.3. Amplificacion de ADN. PCR convencional:

El material genémico sera sometido a amplificacion del gen rRNA 18S mediante PCR

convencional, se utilizaran cebadores especificos para amplificar el fragmento de 1800pb del

gen ribosdmico 18S (18ey 18r). La reaccion de PCR sera llevado a cabo en un volumen final
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de 50 pl de solucion, que contenga DNA (25ng/ul), (Tabla 4). Las condiciones del
térmociclador MultiGene OptiMax TC-9610-230 thermal cycler (Labnet), se muestran en la
tabla 3. La solucion contendrd 5.0 pl (10vM) de cada uno de los cebadores directo y reverso;
25 ul de Green Master Mix (Buffer (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP,
400uM dTTP and 3mM MgCl2), la enzima GoTaq Hot Start, DNA Polymerase (1pl, 500U)

(Promega) 11 pl de agua PCR y 2 pl de DNA (tabla 4).

Tabla 3

Condiciones de ciclado para amplificaciéon del gen rRNA 188S.

Componentes [Stock] [Final] Volumen (50 pl)
H20 PCR - - 11

5X Buffer HF 2X 1X 25
dNTPs 25mM 800 uM 1

18e 10 uM 1.0 uM 5.0

18r 10 uM 1.0 uM 5.0
GoTaq Polymerase 1

DNA - - 2
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Tabla4

Componentes del PCR para amplificacion del gen rRNA 18S.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 3 minutos 1
94°C 30 segundos
56°C 45 segundos 35
68°C 90 segundos
72°C 7 minutos |
4°C 0

3.6.2.4. Analisis de electroforesis: verificacion de producto de PCR.

Se realizara electroforesis a los productos de PCR en gel de agarosa al 1%, utilizando
marcador molecular 1Kb (1 Kb plus DNA Ladder de Invitrogen) y buffer TAE 1X. La corrida
electroforética se realizard a 60V durante 90 minutos, posteriormente se realizara el revelado
del gel utilizando Diamond™ Nucleic Acid Dye PROMEGA para visualizar las bandas y
calcular con el respectivo peso molecular.

3.6.2.5. Secuenciamiento de 18S ADN ribosomal.

Se realizara el envio de los productos de PCR, a la empresa Macrogen KOREA. Dicha
empresa realizara la purificacion del producto de PCR antes de la reaccion de secuenciacion
utilizando el protocolo Exo-SAP (Macrogen). Se utilizard un sistema automatizado de

secuenciamiento estandar en base de la metodologia de Sanger.

3.7. Analisis de datos

3.7.1. Caracterizacion morfoldogica.
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3.7.1.1. Comparacion bibliogrdfica de las esporas.

Las caracteristicas morfologicas obtenidas, asi como la distribucion del hospedero

seran contrastadas con referencias bibliograficas.

3.7.2. Caracterizacion molecular

3.7.2.1. Analisis de secuencias.

Las secuencias obtenidas de cada primer sera analizadas utilizando el programa
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X64) de las secuencias Forward y Reverse.
La secuencia reverse se utilizard para obtener su reverse complementario. Posteriormente
dichas secuencias (Forward y reverse complementarias) seran analizadas para realizar los
cortes pertinentes de los nucledtidos extremos que son las lecturas de mala calidad del
secuenciamiento. A las secuencias de mejor calidad se les realizarda un ensamblaje de
secuencias, obteniendo un “conting” o consenso del segmento total del gen secuenciado. El
consenso se verificard y comprobard la veracidad en la determinacion de los nucleétidos.
Seguidamente se realizara el alineamiento de secuencias utilizando el algoritmo BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), en el cual se comparara las secuencias mediante la busqueda
de patrones de caracteres comunes y el establecimiento de los residuos de correspondencia
entre las secuencias relacionadas, obteniendo el género y la especie a la cual pertenece el
microorganismo con el fin de buscar las secuencias mas proximas y situarlas en un contexto
filogenético, asi mismo se mostrara el porcentaje de similitud que existe entre el

microorganismo analizado y la especie relacionada. (Wang et al., 2007).
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IV.  RESULTADOS

4.1. Caracterizacion morfolégica

4.1.1. Histdlisis post-mortem en el hospedero

Los ejemplares colectados en el terminal de Puerto Pizarro y Ventanilla fueron
cuidadosamente examinados y separados en dos grupos: a) los que presentaban histdlisis
muscular post-mortem y b) los que mantenian rigidez muscular (Fig.4). Después del analisis

del tejido, se verifico la presencia de esporas de mixosporidios, en ambos grupos.

Prevalencia de hist6lisis registrada:

12 de 20 ejemplares de O. regia. (60% prevalencia)

8 de 20 ejemplares de M. cephalus. (40% prevalencia)

18 de 20 ejemplares de M. gayi peruanus. (90% prevalencia)

4 de 20 ejemplares de P. ruscarius. (20% prevalencia)

Prevalencia en la poblacién estudiada: 52,5%
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Figura 4

Odontesthes regia (A,B) Vista cefalica-dorsal. (C,D) Vista caudal-dorsal.
(E,F), Vista lateral. (A,C,E) Individuo sin deterioro del tejido muscular.
(B,D,F) Individuo con histdlisis muscular post-mortem. Notese el musculo
dafiado “milkiness” (Flecha)
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4.1.2. Género Kudoa

Descripcion de las esporas de Kudoa peruvianus halladas en M. gayi peruanus. (Basado en

la medicion de 20 esporas en micréometros)

Las esporas son tetralobuladas con simetria radial en vista frontal y con forma ovoidal
en vista lateral, con bordes redondeados y cuatro cépsulas polares ovoides simétricas,
convergen en el apice de la espora. En vista lateral presentan forma piriforme con base ancha
con bordes romos y apice pronunciado, esporoplasma sin granulaciones (Fig. 5 y 6). La
caracteristicas corresponden a Kudoa peruviana Mateo, 1972, presente en la merluza (M. gayi

peruanus). Datos morfométricos se muestran en la tabla 5.

Kudoa sp.

Phylum Cnidaria

Subphylum Myxozoa

Clase Mixosporea

Orden Multivalvulida

Familia Kudoidae

Género Kudoa (Meglitsch, 1947)

Resumen taxonémico

Hospedero: Merluccius gayi peruanus (Ginsburg, 1954), Merluza
(Perciformes: Merlucciidae).

Localizacion en el hospedero. Histozoico, entre las fibrillas del musculo
esquelético.

Localidad: Tumbes, Puerto Pizarro (3°30'S, 80°23'0) Pert.
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Prevalencia: 90% (18 de 20 ejemplares)
Descripcion de las esporas de Kudoa spl. halladas en O. regia. (Basado en la medicion
de 20 esporas en micrometros)

Esporas con simetria radial y en vista apical forma estrellada. Contiene 4 valvas (3
valvas simétricas y 1 con mayor tamafio), de bordes ligeramente redondeados, a su vez cada
valva contiene una capsula polar (3 capsulas polares simétricas y 1 con mayor tamafo). En
vista lateral, las capsulas polares piriformes convergen en el apice de la espora, la capsula
mayor tiene una longitud que abarca las tres cuartas partes de la espora, la capsula menor abarca
la mitad. Esporoplasma reducido y sin granulaciones (Fig. 5 y 6). Datos morfométricos se
muestran en la tabla 6.

Kudoa sp.

Phylum Cnidaria

Subphylum Myxozoa

Clase Mixosporea

Orden Multivalvulida

Familia Kudoidae

Género Kudoa (Meglitsch, 1947)

Resumen taxonémico

Hospedero: Odontesthes regia (Humboldt, 1821), pejerrey, pejerrey marino.

(Atheriniformes: Atherinopsidae)

Localizacion en el hospedero: Histozoico, entre las fibrillas del musculo esquelético.
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Localidad: Puerto del Callao (074°34"25", S8°21'29.02"), Lima (077°1'41.66",

S12°2'35.45"), Pucusana (076°47'59", S12°28'59"), Pert.

Prevalencia: 60% (12 de 20 ejemplares)

Descripcion de Kudoa sp2. en Mugil cephalus (Basado en la medicion de 20 esporas en

micrometros)

Esporas tetralobuladas con simetria radial en vista apical con céapsulas polares
piriformes que convergen al centro, presenta cuatro proyecciones citoplasmaticas en cada
extremo valvar. En vista lateral, forma piriforme con base ancha y apice pronunciado, las
proyecciones son visibles, las capsulas polares convergen en el apice de la espora,

esporoplasma sin granulaciones (Fig. 5 y 6). Datos morfométricos se muestran en la tabla 7.

Resumen taxonomico

Hospedero: Mugil cephalus (Linnaeus, 1758), lisa. (Perciformes: Mugilidae)

Localizacion en el hospedero: Histozoico, entre las fibrillas del musculo esquelético.

Localidad: Tumbes, Puerto Pizarro (3°30'S, 80°23'0O) Peru.

Prevalencia: 40% (8 de 20 ejemplares).

Descripcion de Kudoa sp3. en Prionotus ruscaris (Basado en la medicion y caracterizacion

de 20 esporas)

Esporas tetralobuladas con simetria radial en vista apical, forma cuadrangular con
extremos truncos, cuatro capsulas polares juntas en el centro, en vista lateral forma piriforme
con base semicircular y ancha, las capsulas polares convergen en el dpice de la espora,
esporoplasma notorio y sin granulaciones (Fig. 5 y 6). Datos morfométricos se muestran en la

tabla 8.
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Resumen taxonomico

Hospedero:  Prionotus  ruscaris  (Lockington, 1881), cabrilla voladora.

(Scorpaeniformes: Triglidae).

Localizacion en el hospedero: Histozoico, entre las fibrillas del mtsculo esquelético.

Localidad: Tumbes, Puerto Pizarro (3°30'S, 80°23'0) Peru.

Prevalencia: 20% (4 de 20 ejemplares)

En la tabla 9 se muestra el resumen de medidas medias de las esporas y capsulas polares

de Kudoa spp. en vista lateral y vista apical.



Tabla 5

Medidas del estado vegetativo expresadas en micrometros de Kudoa peruvianus en
Merluccius gayi peruanus. (longitud x ancho x espesor) y capsulas polares (longitud
y ancho). EE, espesor de la espora; AE, ancho de la espora; LE, longitud de la

espora; LC, longitud de la capsula; AC, ancho de la capsula. N, nimero de esporas.

N EE AE LE LC AC
1 6.28 6.66 53 2.45 1.34

2 5.80 6.57 5.75 2.50 1.47

3 6.44 6.28 5.29 2.55 1.5

4 571 6.14 5.52 2.35 1.72

5 5.95 6.74 5.77 2.43 1.68

6 531 6.26 5.51 2.52 1.95

7 6.12 6.52 5.70 2.32 1.77

8 5.61 6.12 4.92 2.56 1.78

9 5.73 6.50 5.59 2.54 1.86

10 6.10 6.67 531 2.84 2.09

11 5.95 6.76 4.75 2.14 1.64

12 6.20 6.24 5.10 2.95 2.06

13 5.81 6.53 5.19 2.94 1.72

14 5.69 5.79 5.49 2.63 1.78

15 6.03 6.36 5.47 2.57 1.60

16 5.94 6.59 4.93 2.57 1.63

17 5.94 6.30 4.74 221 1.32

18 5.85 6.02 4.98 2.52 1.49

19 522 6.50 532 2.67 1.45

20 5.63 6.18 5.51 2.18 1.65
MAXIMO 6.44 6.76 5.77 2.95 2.09
MINIMO 5.22 5.79 4.74 2.14 1.32
PROMEDIO 5.87 6.39 5.31 2.52 1.68




30
Tabla 6

Medidas del estado vegetativo expresadas en micrometros de Kudoa sp1. en Odontesthes regia. Esporas (longitud x ancho x espesor) y capsulas
polares (longitud y ancho). EEM y EEI, espesor de la espora maximo y minimo; AEM y AEl, ancho de la espora maximo y minimo; LE, longitud de

la espora; LC1y LC2, longitud de la capsula 1y 2; AC1y AC2, ancho de la capsula 1y 2. N, numero de esporas.

N EEM EEI AEM AEI LE LCI ACl1 LC2 AC2
1 6.35 4.76 7.97 6.74 6.01 4.48 2.80 2.55 1.80
2 6.41 5.15 7.81 6.71 5.64 3.82 291 2.75 2.01
3 6.54 5.89 8.52 7.20 5.79 4.54 2.58 2.82 1.78
4 6.47 6.03 8.74 7.24 6.02 4.76 3.01 2.89 1.75
5 7.42 6.14 8.68 8.12 6.17 4.66 3.01 3.31 1.90
6 6.97 6.60 8.93 7.99 6.00 4.23 2.84 3.00 1.81
7 7.24 6.50 8.65 7.20 6.01 4.64 2.72 3.06 1.83
8 6.81 6.24 8.10 7.66 5.99 4.62 2.76 2.82 1.96
9 6.99 6.60 8.34 7.26 5.93 5.06 2.76 3.05 1.82
10 7.18 5.67 8.99 7.78 5.86 4.68 2.83 3.32 2.09
11 6.83 542 7.38 6.80 6.01 4.39 3.10 2.47 1.92
12 6.48 5.50 7.95 7.16 5.98 4.07 2.76 2.51 1.86
13 6.89 5.90 7.99 6.72 5.99 4.50 2.93 2.75 1.87
14 7.02 6.05 7.88 6.75 6.00 4.34 2.94 2.82 1.78
15 7.34 6.45 7.81 7.1 6.02 3.90 3.00 2.89 1.90
16 7.12 545 8.67 7.25 6.01 4.65 2.90 3.31 1.81
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17 6.87 5.76 8.92 8.13 6.15 4.27 2.89 3.40 1.83

18 7.00 5.78 8.53 8.45 6.08 4.46 3.01 3.06 2.01

19 7.15 6.23 7.48 7.94 5.98 4.36 2.87 2.82 2.01

20 6.55 6.24 7.99 7.32 5.97 5.02 2.79 3.02 1.89
MAXIMO 7.42 6.60 8.99 8.45 6.17 5.06 3.10 3.40 2.09
MINIMO 6.35 4.76 7.38 6.71 5.64 3.82 2.58 2.47 1.75
PROMEDIO 6.88 5.92 8.27 7.38 5.98 4.47 2.09 2.93 1.88




Tabla7

Medidas del estado vegetativo expresadas en micrometros de Kudoa sp2. en Mugil
cephalus. Esporas (longitud x ancho x espesor) y capsulas polares (longitud y ancho).
EE, espesor de la espora; AE, ancho de la espora; LE, longitud de la espora; LC,

longitud de la capsula; AC, ancho de la capsula. N, nimero de esporas.

N EE AE LE LC AC

1 6.07 7.37 6.05 2.74 1.81

2 6.68 7.98 6.56 2.88 1.72

3 5.88 7.97 5.98 243 1.35

4 6.44 7.90 5.12 2.15 1.22

5 5.92 7.23 4.93 2.05 1.35

6 5.80 7.23 541 2.13 1.22

7 5.65 7.36 5.06 2.33 1.21

8 6.24 7.25 4.90 2.20 1.56

9 5.62 7.23 4.75 2.33 1.17

10 6.21 7.72 5.27 2.13 1.41

11 6.45 7.13 4.88 237 1.56

12 6.12 6.96 5.93 231 1.25

13 5.29 7.41 4.88 2.37 1.56

14 5.63 7.64 5.76 2.92 1.59

15 5.63 7.47 5.47 2.61 1.32

16 5.29 7.41 5.63 224 1.35

17 5.95 7.39 5.47 2.44 1.49

18 6.17 7.27 542 2.88 1.79

19 6.14 7.20 4.68 242 1.47

20 5.99 7.02 5.24 2.69 1.79
MAXIMO 6.68 7.98 6.56 2.92 1.81
MINIMO 5.29 6.96 4.68 2.05 1.17
PROMEDIO 5.96 7.41 5.37 243 1.46




Tabla 8

Medidas del estado vegetativo expresadas en micrometros de Kudoa sp3. en Prionotus
ruscarius. Esporas (longitud x ancho x espesor) y capsulas polares (longitud y ancho).
EE, espesor de la espora; AE, ancho de la espora; LE, longitud de la espora; LC,

longitud de la capsula; AC, ancho de la capsula. N, nimero de esporas.

N EE AE LE LC AC

1 7.23 8.90 6.29 3.32 1.96

2 7.16 9.10 6.16 2.83 1.96

3 7.19 8.98 5.67 2.70 1.74

4 7.58 9.01 6.18 3.00 1.68

5 7.02 9.04 6.07 3.15 1.77

6 6.75 8.99 6.35 3.30 2.05

7 7.38 8.29 5.70 2.67 1.55

8 6.68 9.56 5.78 2.54 1.64

9 7.38 9.33 6.30 2.90 2.13

10 6.68 9.19 6.32 2.92 1.88

11 7.04 8.90 6.20 3.00 1.96

12 6.56 8.93 6.11 2.94 1.84

13 7.15 9.46 5.70 3.01 2.08

14 7.07 9.56 5.64 2.76 2.06

15 7.01 9.53 5.84 2.98 1.61

16 6.95 9.33 5.90 2.17 1.72

17 721 9.57 6.12 2.45 1.95

18 6.79 9.22 5.36 2.86 2.11

19 7.34 9.89 5.38 2.76 1.77

20 7.01 9.29 5.93 2.81 1.75
MAXIMO 7.58 9.89 6.35 3.32 2.13
MINIMO 6.56 8.29 5.36 2.17 1.55
PROMEDIO 7.07 9.20 5.95 2.85 1.86




Figura 5

Esporas de Kudoa spp.
en musculo esquelético
en vista lateral y apical
(derecha a izquierda). (A-
B) Kudoa peruviana en
Merluccius gayi
peruanus. (C-D) kudoa
sp2. en Mugil cephalus,
notese las proyecciones
en vista apical. (E-F)
Kudoa sp3. En Prionotus
ruscaris, en vista lateral
(E), con proyecciones
cortas, en vista apical
forma cuadrangular. (G-
H) Kudoa spi1. en
Odontesthes regia,
nétese la capsula polar de
mayor tamafio en ambas

vistas.
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Figura 6

Dibujo lineal de
esporas de
Kudoa spp. por
CorelDRAW

Graphics suite-
2018 (x64). (A-
B) Kudoa
peruviana. (C-D)
kudoa sp2. (E-F)
Kudoa sp3. (G-
H) Kudoa sp1.
Barra 10um.
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Tabla 9

Caracteristicas de las especies de Kudoa, medidas del estado vegetativo expresados en micrometros, las esporas (longitud x ancho x
espesor) y capsulas polares (longitud y ancho). LE, longitud de la espora; AE, ancho de la espora; EE, espesor de la espora; LC, longitud
de la capsula; AC, ancho de la capsula. EEM, espesor de la espora maximo;, AEM, ancho de la espora maxima; LCM, largo de la capsula

maxima; ACM, ancho de la capsula maxima.

36

Especie Caracteristicas Hospedero Localidad

EE: 5,87; AE: 6,39; LE: 5,31;
Kudoa peruvianus. Merluccius gayi Tumbes
LC:2,52; AC: 1,68

EE: 5,74; EEM: 6,75 LE: 6,39;

AEM: 8,31; AE: 5,92; LC:
Kudoa spl. Odontesthes regia Lima
2,88; AC: 1,88; LCM: 4,50;

ACM: 2,84

EE: 5,96; AE: 7,41; LE: 5,37;
Kudoa sp2. Mugil cephalus Tumbes
LC:243; AC: 1,46

EE: 7,07; AE: 9,20; LE: 5,95;
Kudoa sp3. Prionotus ruscaris Tumbes
LC: 2,85; AC: 1,86
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4.1.3. Género Myxobolus

Ubicacion en el hospedero
Las esporas fueron halladas en el tejido muscular esquelético de M. cephalus.

Descripcion de las esporas de Myxobolus sp. halladas en M. cephalus (Basado en la

medicion de 20 esporas en micrometros)

Las esporas de Myxobolus, en vista frontal presentan forma ovoide con extremo romo
simulando la forma de un limén, en vista lateral, comprimida en los extremos y sobresaliente
en el centro. Contiene dos capsulas polares piriformes que convergen en el apice de la espora

y Esporoplasma con proyecciones (Fig. 7 y 8). Los datos morfométricos se muestran en la tabla

10.

Myxobolus sp.
Phylum Cnidaria
Subphylum Myxozoa

Clase Mixosporea

Orden Bivalvulida

Familia Myxobolidae

Género Myxobolus (Butschli, 1882)

Resumen taxonémico

Hospedero: Mugil cephalus (Linnaeus, 1758), lisa. (Perciformes: Mugilidae)
Localizacion en el hospedero: Histozoico, entre las fibrillas del musculo esquelético.
Localidad: Tumbes, Puerto Pizarro (3°30'S, 80°23'0) Peru.

Prevalencia: 40% (8 de 20 ejemplares)



Tabla 10

Caracteristicas morfométricas de Myxobolus sp. en Mugil cephalus (Localidad:
Tumbes). Medidas del estado vegetativo expresadas en micrometros, las esporas
(longitud x ancho x espesor) y capsulas polares (longitud y ancho). EE, espesor de la
espora; AE, ancho de la espora; LE, longitud de la espora; LC, longitud de la capsula;

AC, ancho de la capsula. N, numero de esporas.

N EE AE LE LC AC

1 5.15 6.53 7.25 3.37 2.28

2 4.43 6.74 6.78 3.37 2.28

3 5.35 6.14 6.81 3.26 2.13

4 5.52 6.62 7.23 3.24 2.10

5 5.38 6.67 7.19 3.22 2.16

6 543 6.41 6.98 3.58 231

7 5.46 6.45 6.85 3.71 2.18

8 5.80 6.43 7.00 3.35 2.08

9 5.57 6.12 7.07 3.02 2.01

10 5.45 6.37 7.35 3.28 2.24

11 5.45 6.59 7.10 3.20 2.11

12 5.79 6.61 6.99 3.53 2.26

13 4.43 6.41 7.12 3.57 2.18

14 5.80 6.78 6.74 3.00 1.72

15 5.78 6.23 7.14 3.10 1.87

16 5.49 6.97 7.34 3.06 1.95

17 5.73 6.74 7.22 3.71 2.03

18 538 6.42 7.20 3.38 2.49

19 5.72 6.72 7.45 3.63 2.26

20 5.30 6.60 6.87 3.62 2.10
MAXIMO 5.80 6.97 7.45 3.71 2.49
MINIMO 4.43 6.12 6.74 3.00 1.72
PROMEDIO 5.40 6.53 7.08 3.36 2.13
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Figura 7

Espora de Myxobolus sp. (A) Vista frontal. (B) Vista lateral. Barra 10um.

Figura 8

Dibujo lineal de Myxobolus sp. (A) Vista frontal. (C-D) Vista lateral.

10 pm 10 pm
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4.2. Caracterizacion molecular

Se realiz6 el analisis filogenético de la subunidad pequefia del ADN ribosomal (SSU

rDNA) de la esporas de Myxobolus sp. halladas en el musculo esquelético de M. cephalus.

Después de analizar los productos del secuenciamiento de 4 primers, se logré obtener
una secuencia consenso de 1311 pares de bases. Se realiz6 el Blast (Basic Local Alignment
Search Tool) del servidor NCBI obteniéndose un alineamiento con 29 secuencias de
nucleotidos de 18S rDNA del género Myxobolus, Henneguya y actinosporidios. Las 16
especies de Myxobolus alineadas parasitan a los hospederos de las siguientes familias:

Characidae, Centrarchidae, Serrasalmidae y Mugilidae (Tabla 11 y 12).

Determinacion de la filogenia taxonémica

A partir de la secuencia consenso, se logro obtener el arbol filogenético que se muestra

en la Figura 9.



Tabla 11

Resultados de la busqueda por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

secuencia  Score  coverage identidad acceso
Sphaeractinomyxon 2014 1772 91% 93.28  MNO037506.1
Aurantiactinomyxon 2058 819 66% 93.32 AF378356.1
M. ichkeulensis 1594 1334 69% 93.18  AF378337.1
M. spinacurvatura 1537 1290 68% 92.67  AF378341.2
M. episquamalis 1881 957 80% 9231  JF810537.1
M. bizerti 1594 929 41% 97.61  AY129318,1
M. pupkoi 2013 918 75% 91.27  OL605966.1
M. parvus 1727 865 68% 89.82  KX242161.1
M. exiguus 2017 863 75% 89.84  OL604467.1
M. muelleri 1591 859 51% 89.71  AY129314.1
M. supamattayai 1666 848 52% 88.99  HQ166720.1
M. filamentum 1895 835 74% 89.52  KJ849240.1
M. ovarium 1871 830 49% 89.92  MN719638.2
M. oliveirai 1527 824 41% 94.11 HM754633.1
M. lepomis 2037 819 65% 93.92  KY203390.1
M. intralamina 1734 819 41% 93.92  OM420274.1
M. tambaquiensis 1918 811 52% 88.01 MWO038821.1
M. branchiarum 1544 804 41% 9339  JF714994.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK329248.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=R98E5FR1015

Tabla 12

Especies de Myxobolus, resultado del BLAST.
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Hospedero
Especies alineadas
Especie Familia

M. ichkeulensis Mugil cephalus Mugilidae

M. spinacurvatura Mugil cephalus Mugilidas

M. episquamalis Mugil cephalus Mugilidae

M. bizerti Mugil cephalus Mugilidae

M. pupkoi Mugil cephalus Mugilidae

M. muelleri Mugil cephalus Mugilidae

M. parvus Liza saliens Mugilidae

M. exiguus Chelon ramada Mugilidae

M. supamattayai Valamugil seheli Mugilidae

M. filamentum Brycon orthotaenia Characidae
M. ovarium Brycon orthotaenia Characidae
M. oliveirai Brycon orthotaenia Characidae
M. lepomis Lepomis marginatus Centrarchidae
M. intralamina Micropterus dolomieu Centrarchidae
M. branchiarum Micropterus dolomieu Centrarchidae
M. tambaquiensis Colossoma macropomun Serrasalmidae




Figura 9

La relacion evolutiva se infirié utilizando el método de Maxima Verosimilitud. Se muestra
el arbol con la probabilidad logaritmica mas alta (-13650,17). Este analisis involucré 17
secuencias de nucleodtidos. Las posiciones de codoén incluidas fueron 12+22+3%+Sin
codificacion. Hubo un total de 2108 posiciones en el conjunto de datos final. Los analisis

evolutivos se realizaron en MEGA X.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Hospedero

Los mixosporidios producen histolisis post-mortem, ocasionando un ablandamiento del
musculo (Chero et al., 2015). Segun Mateo (1972) la incorrecta manipulacién y conservacion
de los peces capturados ocasiona que la membrana quistica se rompa liberando las esporas y
enzimas histoliticas responsables de la miolicuefaccion. Los ejemplares capturados con
histolisis muscular avanzada presentaron mayor presencia de esporas, ejemplares con histolisis
muscular media presentaron baja presencia, sin embargo, algunos ejemplares presentaron un
ablandamiento muscular y no se observaron pseudoquistes ni esporas, debido al deterioro
natural post-mortem. IMARPE (2008), report6 una alta prevalencia de esporas de Kudoa en el
pejerrey marino, esto apoya la presencia elevada de esporas en los ejemplares capturados. La
relacion entre la cantidad de esporas y el estado de miolicuefaccion fue directa, otras especies
como Kudoa peruviana Mateo, 1972 y Kudoa ciliatae Lom, Rhode y Dykova, 1992, presentan

una relacion directa entre la prevalencia de infeccion con el tamafio del hospedero y la edad.

5.2. Especificidad del hospedero

Los estudios recientes de la especificidad del hospedero han descubierto diferencias
dentro los dos géneros, se cree que las especies de los géneros bivalvilidos son altamente
especificas y restringidas a una nica especie hospedadora (Heiniger et al., 2012). Moran et al.
(1999), indicaron que las especies de Kudoa son altamente especificas del hospedador ya que
solo se informa una sola especie hospedadora. Kudoa spl., Kudoa sp2. y Kudoa sp3. se han
hallado en un solo hospedador (musculo esquelético), no se tiene registro de estas esporas en
otro hospedador con las mismas caracteristicas morfologicas, solo una descripcion por el
Doctor Ratl Verano en 1987, donde nombra a Kudoa spl. como Kudoa sarmientae sp. n

parasito de O. regia (Luque, 2008), sin embargo al no estar publicada no se registra como
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especie valida (Chero et al., 2015). WORMS tiene registrado 99 especies de Kudoa, y no se
tiene registro de especies de Kudoa para O. regia, de modo que la especie K. sarmientae

propuesta por el Doctor Verano en 1987 no es valida.

5.3. Kudoa peruvianus

Kudoa peruvianus es el inico mixosporidio en Merluccius gayi peruanus de la familia
Merlucciidae en el Océano Pacifico en Sudamérica, registrado, sus caracteristicas
morfométricas K. peruvianus, fue registrada por Mateo en 1972 en el Callao, estos resultados
demuestran que K. peruvianus tiene una amplia distribucion en el litoral peruano y parece
presentar solo un hospedador, lo que coincide con lo mencionado sobre la especificidad del

hospedero por Moran et al. (1999).

K. peruvianus no presenta informacion en el Genbank con el que se pueda comparar,
Sin embargo, se puede observar que las caracteristicas morfologicas no han variado desde su

primera identificacion (Tabla 13).
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Tabla 13

Datos morfométricos de Kudoa peruvianus, medidas del estado vegetativo expresados
en micrometros, las esporas (longitud x ancho x espesor) y capsulas polares (longitud y
ancho). LE, longitud de la espora; AE, ancho de la espora; EE, espesor de la espora; LC,
longitud de la capsula; AC, ancho de la capsula. EEM, espesor de la espora maximo;
AEM, ancho de la espora maxima; LCM, largo de la capsula maxima; ACM, ancho de la
capsula maxima; nd, no descrito.

Especie Caracteristicas Hospedero Localidad

EE: 5,22-6,44; AE: 5,79-6,76; LE:

Kudoa spl. 4,74-5,77; LC: 2,14-2.95; AC: Merluccius gayi Tumbes
1,32-2,09

Kudoa

) EE: nd; AE: 5,48-6,51; LE: 4,65-

peruvianus,
5,10; LC: 2,22-2,66; AC: 1,33 — Merluccius gayi Callao

Mateo Salas,
1,77

1972

5.4. Kudoa spl

Kudoa spl. es la unica especie de mixosporidio en hospederos del género Odontesthes
de la familia Atherinopsidae en el Océano Pacifico en Sudamérica, con una capsula polar mas
grande que las otras capsulas, no se tiene registros de esporas de Kudoa que parasite a
miembros de esta familia, Heiniger et al. (2012), describieron a Kudoa cheilodipteri como
nueva especie que parasita a peces de la familia Apogonidae, en Australia, K. cheilodipteri se
ubica en el tejido muscular, estrellado en vista apical, forma piramidal en vista lateral, con 4

capsulas (una de mayor tamafio). Las caracteristicas morfométricas estan muy cercanas a
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Kudoa spl., K. cheilodipteri solo tiene un rango del ancho de la espora (10.1-10.4 um), en la
que no se especifica a que ancho pertenece (max. o Min), esta medida es mayor al de Kudoa
spl., que tiene ambas medidas, siendo la maxima 8.99 um (tabla 14), K. cheilodipteri parasita
dos especies de géneros distintos, esto entra en contradiccion con lo mencionado por Morén et
al., (1999), pues indica que existe una especificidad del hospedador por las especies de Kudoa,
sin embargo Burger y Adlard. (2009) indicaron que hay una proporcion significativa de
especies que infectan multiples hospedadores de varias familias y ocasionalmente diferentes
ordenes. Kudoa minithyrsites, respecto a Kudoa spl., en vista apical K. minithyrsites tiene
forma estrellada con prolongaciones marcadas, en vista lateral estas prolongaciones son mas
notorias, originando una depresion en la base de la espora (Whipps et al., 2003), estas
caracteristicas difieren de la descripcion de Kudoa spl. Kudoa whippsi presenta igual sitio de
infeccion que Kudoa spl., aunque difieren en la morfometria. Giulietti et al. (2019),
describieron a Kudoa thyrsites con forma estrellada en vista apical y forma subconical con
apices posteriores de las valvas formando procesos lanceolados en vista lateral, Kudoa sp1. no
presenta esta proyecciones. Kudoa stellula y Kudoa valamugili tienen dimensiones menores a
Kudoa spp., en ambas vistas y tiene como sitio de infeccion el musculo liso e intestinal
respectivamente (Eiras et al., 2014), a diferencia de K. stellula, Kudoa mirabilis, tiene
diferencias en las dimensiones que duplican las de Kudoa sp1. asi como su distribucion (Burger
y Adlard, 2009). Kudoa gunterae, presenta en vista apical forma estrellada, vista lateral, forma
piramidal, con proyecciones en la base (Burger y Adlard, 2009), esta caracteristica permite
diferenciar de Kudoa spl. asi como el largo de la capsula polar mayor, Kudoa megacapsula
presenta una cépsula polar mayor que duplica al de Kudoa spl. Kudoa cruciformun y K.
megacapsula tienen el ancho de la espora mayor al de todas las especies con una capsula mas
grande (Burger y Adlard, 2009), esta caracteristica los diferencia de Kudoa spl. Yurakhno et

al. (2007) describieron a Kudoa unicapsula, con forma rectangular en vista apical y forma de
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gota aplanada en el &pice y redondeado en el polo ventral en vista lateral, aunque la principal
diferencia es que presenta 3 capsulas polares de igual tamafio inconspicuas en el microscopio,
Kudoa sp. tiene las cuatro capsulas polares visibles al microscopio en ambas vistas. Bunton y
Poynton (1991), describen a Kudoa sp. (Bunton y Poynton, 1991), subcuadrangular en vista
apical con pequefias restricciones entre las valvas, Kudoa spl. no presenta estas restricciones.
Kudoa lateolabracis tiene capsulas con medidas similares a Kudoa spl. las dimensiones de la
espora de K. lateolabracis son mayores y cuenta con un esporoplasma mas desarrollado
(Burger y Adlard, 2009). El esporoplasma es una estructura que por lo general es similar a
todas las especies variando solo en el tamafio, sin embargo Kudoa tachysurae, presenta un
esporoplasma granular que lo diferencia de todas las especies de Kudoa, dos prolongaciones
redondeadas en vista apical y otras dos aplanadas lo que difiere de la descripcion realizada de

Kudoa spl. (Sarkar y Mazunder,1983).



Tabla 14
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Datos morfométricos de Kudoa spp. con una capsula polar de mayor tamafio N, nimero de esporas medidas. EEM, espesor maximo de la espora. EEI,
espesor minimo de la espora. AEM, ancho maximo de la espora. AEI, ancho minimo de la espora. LE, longitud de la espora. LC1, longitud de la capsula polar

mayor. AC1, ancho de la capsula polar mayor. LC2, longitud de la capsula polar menor. AC2, ancho de la capsula polar menor. —, no disponible.

Especie de EE AE Hospedero/sitio de 1
N EEI AEl LE LCI ACl LC2 AC2 Familiadel  pajs  Referencia
Kudoa M M infeccion hospedero
odontesthes regial/ ) . presente
kudoa spl. 20 6.88 592 827 738 598 447 209 293 188 . atherinopsidae pera _
musculo esquelético estudio
Eiras et
k. stellula 2.0- 1.5- 0.9- 1.3- atherina hepsetus/
- 40 37 69 50 - . atherinidae ucrania al.
yurakhno, /991 2.2 1.6 1.4 1.5 musculo liso
(2013)
cheilodipterus
k. cheilodipteri 55 quinuelineatus 'y heiniger
heiniger, cribby - 6.8 10.1-10.4 - 4.5 3.1 - 2 5 ostorhinchus apogonidae australia et al.
adlard, 2013 . cyanosoma/ musculo (2012)
esquelético
k. gunterae dascyllus aruanus y
burger y
burger y adlard, abudefduf
5.6 10.0 54 259 24 24 1.1 pomacentridae  australia  adlard.
2010 sordidus/ musculo
(2009)

esquelético



k. megacapsula
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burger y
yokoyama y sphyraena pinguis/ ' .
20 12 40 - 12.7 58 2.8 1.2 sphyraenidae china adlard.
itoh, 2005 musculo somatico
(2009)
k. thyrsites burger y
gilchrist, 1924 20 7.8 14.0 - - 29 51 2.3 thyrsites atun/ misculo gempylidae sudafrica  adlard.
(2009)
k. unicapsula,
ovcharenko,
. yurakhno
holzer, sarabeev liza ramada/ mesenterio
20 6.1 55 80 7.7 5.0 3.1 27 0.8 0.7 ) ) mugilidae espafia et al.
y balbuena, intestinal
(2007)
2007
k. valamugili Eiras et
. moolgarda cunnesius/ . o
kalavati y - 53 4.7 5.6 3.2 1.8 24 1.4 mugilidae india al.
musculo intestinal
anuradha, 1993 (2013)
burger y
k. lateolabracis 20 9.3 11.5 - - 28 3.6 1.9 lateolabrax sp. lateolabracidae japon adlard.

(2009)
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burger y
k. cruciformun - 15.1 - - 3.1 4 2.1 lateolabrax japonicus  lateolabracidae japon adlard.
(2009)
kudoa sp. morone americana/ bunton y
bunton y 20 6.5 50 80 55 46 3.0 45 35 2.0 musculo y tejido moronidae usa poynton.
poynton 1991 conectivo (1991)
pempheris ypsilychnus/ )
k. minithyrsites whipps
‘ 4.3- musculo somatico. pempheridae/ ‘
whipps et al. - 75 58 99 78 3.8 23 32 1.3 . australia et al.
54 valamugil cunnesius/ mugilidae
2001 . . (2003)
musculo intestinal
k. mirabilis
burger y
naidenova y 6.6- trichiurus lepturus/
- 12 8.1 104 103 7.7 52 59 4.7 trichiuridae india adlard.
gaevskaya 1991 8.8 musculo
(2009)
k. tachysurae
sarkar y
sarkar et tachysurus tenuispinis/
- 6.5 50 90 7.0 487 325 245 145 140 bagridae india mazunde
mazumder 1983 vesicular biliar
r. (1983)
k. whippsi acanthochromis heiniger
burgery adlard, 30 6.2 53 114 95 - 335 275 - 1.63  polyacanthus/ musculo ~ pomacentridae  australia et al.
2010 esquelético (2013)
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5.5. Kudoa sp2.

La comparacion bibliografica se llevo a cabo con esporas que parasitan a hospederos
del mismo género, Kudoa intestinalis (Maeno, Nagasawa y Sorimachi, 1993) registrado en
Japon, parasita a M. cephalus en tejido muscular, Maeno et al. (1993), describe a K. intestinales
con proyecciones en los extremos en vista apical, esta caracteristica es compatible con Kudoa
sp2. aunque estas proyecciones son de menor longitud, las caracteristicas morfométricas son
muy cercanas (tabla 15). Otras especies como K. bora, duplica las medidas de Kudoa sp2., K.
cascasia y K. tetraspora (ubicacion: l6bulos oculares), no presentan estas proyecciones de
modo que no se puede establecer que se trate de una de estas especies, sin embargo con K.
intestinalis, comparten el mismo hospedero, sitio de infeccion y distribucion geografica. K.
intestinalis no cuenta con secuencias registradas en el Genbank de modo que la comparacion

se restringe a nivel morfologico.
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Tabla 15
Datos morfométricos de Kudoa spp. reportados en la familia Mugilidae con dimensiones medias N, nimero de esporas medidas. EEM, espesor
maximo de la espora. EEI, espesor minimo de la espora. AEM, ancho maximo de la espora. AEI, ancho minimo de la espora. LE, longitud de la

espora. LC, longitud de la capsula polar. AC, ancho de la capsula polar. —, no disponible.

EE AE
Especie de Kudoa N M EEI M AEl LE LC AC  Hospedero/sitio de infeccion ~ Pais Referencia
Mugil cephalus/ muscul
Kudoa sp2. 20 688 529 798 696 537 243 146  &F PN MUSCUO Perdi Presente estudio
esquelético
K. intestinalis,
Maeno Nagasawa y 3.0- Mucgil cephalus/
. gil cephalus/ capa ,
Sorimachi, 1993 20 65 58 70 63 35 1.5 12 muscular del intestino Japon Maeno et al. (1993)
0- Mucil i : 1
K bora, Fujita, 1930 - 120 110 120 110 >0 55 1g Musgiljaponicus/musculo 0 0 Eirasetal. 2014)
8.5 lateral
K. cascasia, Sarkar 6.0- Sicamugil cascasia/ ) .
y Chaudhury, 1996 80 7.0 90 7.0 2.0 45 3.1 mesenterio India Eiras etal. (2014)

k. tetraspora,

Narasimhamurti y Mugil cephalus/ alrededor de India Narasimhamurti y

Kalavati, 1979 ) 9.0 9:0 i 3.7 1.65 los 16bulos opticos Kalavati. (1979)
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5.6. Kudoa sp3.

Kudoa sp3. es la Gnica especie de mixosporidio en el hospedero del género Prionotus
de la familia Triglidae, en el Océano Pacifico en Sudamérica, no se tiene registro de
mixosporidios que parasiten a miembros del género Prionotus. 19 especies registradas, tienen
en comun la forma cuadrangular de la espora en vista apical (tabla 16). K. azevedoi, K.
branchiata, K.nova, k. miniauriculata y K. sebastea tienen dimensiones menores que Kudoa
sp3. Li et al. (2013) describen a K. scomberi en vista apical semicuadrado y ovoidal con
prolongaciones en los extremos, estas prolongaciones difieren de Kudoa sp3. Heiniger et al.
(2013) y Heiniger y adlard (2012) describieron a K. cooki, y K. leptacanthae, respectivamente,
con mayor tamafo e infectan submucosa intestinal y cavidad pericardica respectivamente. K.
inornata, presenta incisiones y bordes engrosados (Dykova, de Buron, Fiala y Roumillat, 2009)
K. azoni, presenta valvas delgadas con un ligero arrugamiento (Aseeva, 2004), K. dianae,
presenta dimensiones menores y valvas engrosadas en vista apical (Dykova, Fajer y Fiala,
2002), K. amamiensis presenta menor espesor y ancho en aproximadamente 2 micras (Egusa y
Nakajima, 1980) respecto a Kudoa sp3. k. camarguensis, presenta en los extremos de las valvas
pequefias prolongaciones tubulares curvadas, dirigidas hacia el 4pice de la espora (Pampoulie
etal., 1999), Sin embargo, Kudoa sp3. presenta unas proyecciones, anchas en la base y angosta
en el extremo, K. ovlvora, en vista lateral presenta una pequena proyeccion apical (Swearer y
robertson, 1999), Kudoa sp3. No presenta proyecciones en el apice. K. pagrusi, presenta
capsulas polares de mayor longitud y menor ancho (S. Al Quraishy, E. Koura, A. S. Abdel-
Baki, A.-R. Bashtar, N. El Deed, K. Al Rasheid y F. Abdel Ghaffar, 2008). Estas Medidas
claramente difieren de Kudoa sp3. K. scomberi, semicuadrado con base ligeramente aplanada
en vista lateral, (Li et al., 2013), Kudoa sp3. Presenta base redondeada, K. leiostomi se asemeja
en morfometria a Kudoa sp3. asi como el sitio de infeccion y distribucion del hospedero, la

morfologia de K. leiostomi, muestra en vista apical, extremos casi redondeados o ligeramente
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elipsoidal, sin embargo Kudoa sp3. Presenta unas ligeras proyecciones en los extremos en vista

apical (Dykova et al., 1994).



Tabla 16
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Datos morfomeétricos de Kudoa spp. con forma cuadrangular. EEM, espesor maximo de la espora. EEI, espesor minimo de la espora. AEM, ancho

maximo de la espora. AEIl, ancho minimo de la espora. LE, longitud de la espora. LC, longitud de la capsula polar. AC, ancho de la capsula polar.

—, no disponible.

EE AE

Especie de Kudoa M EEI M AElI LE LC AC Hospedero/sitio de infeccion  Pais Referencia

Kudoa sp3. 758 656 989 829 595 285 186 ©rionowsruscaris/misculo oo Presente estudio
esquelético
Sebastes minor/ musculo ,

K. sebastea Aseeva 2004 5.5 5.0 8.2 7.3 5.5 2.1 0.9 L. Japon Aseeva 2004
esquelético

K. mzmaurlcula.ta, Whitaker, 58 49 R4 70 - 21 i Sebastes paucispinis/ USA Whitaker et al., 1996

Kent y Sakanari, 1996 musculature corporal
Pl t

K. Azoni, Aseeva 2004 60 52 72 62 55 205 1a5 |lewrogrammusazonus/entre o Acooin 2004
fibras musculares

K. Amamiensis, Egusa'y Seriola quinqueradiata/ , Egusa y Nakajima,

Nakajima, 1980 6050 60 50 475 1751 musculo esquelético Japon 1980

K. Azevedoi,

Mansour,Ttha}bet, Chourabi, 4.8 33 52 40 3.6 1.75 0.7 Trachurus trachurus/ ovaries Tunisia ~ Mansour et al., 2013

Harrath, Gtari, al Omar y Ben

Hassine, 2013

. Leiostomus xanthurus/
K. Branchiata, Joy, 1972 4.8 43 48 43 43 14 09 USA Joy, 1972

branquias
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K. Camarguensis

K. cooki, Heiniger, Cribb y

Adlard, 2013

K. dianae, Dykova, Avila 'y

Fiala, 2002

K. Inornata Dykova, de
Buron, Fiala y Roumillat,
2009

K. leiostomi Dykova, Lom y

Overstreet, 1994

K. leptacanthae Heiniger,y

Adlard, 2012
K. nova Naidova, 1975

K. ovivora Swearer y
Robertson, 1999

K. pagrusi Al Quraishy,

Koura, Abdel-Baki,Bashar, ¢l

Deed, al Rasheid y Abdel
Ghaftar, 2008

6.0

9.5

6.5

6.1

7.0

8.0

5.0

7.7

4.4

6.4

5.5

5.9

5.8

6.0

4.0

5.8

5.8

8.0

10.0

6.5

6.0

9.8

9.6

5.0

8.3

7.2

6.4

7.6

5.5

5.8

8.0

7.2

4.0

6.7

5.8

5.2

6.3

5.0

54

6.8

3.25

6.25

7.5

2.5

23

2.0

2.7

33

2.6

1.6

2.1

3.7

1.5

1.6

1.5

1.7

1.4

1.2

1.5

1.5

Pomatoschistus microps/
musculo del pedunculo y
pared abdominal

Ostorhynchus cookie/
submucosa intestinal

Sphoeroides annulatus/

extramuscular

Cynoscion nebulosus/
musculo esquelético

Leiostomus xanthurus/
musculo

Zaramia leptacantha/
cavidad pericardica

Neogobius cephalarges/
musculo esugelético

Thalassoma bifasciatum/
ovaries, 0ocitos

Pagrus pagrus/ musculo
cardiaco

Francia

Australia

México

USA

USA

Australia

Ucrania

Panama

Suez

Eiras et al., 2014

Heiniger et al., 2013

Dykova et al., 2002

Dykova et al., 2009

Dykova, 1994

Heiniger y Adlard,
2012

Pascual et al., 2012

Swearer y
Robertson, 1999

Al Quraishy, 2008



K. scomberi Li, Sato, Tanaka,

Scomber japonicas/ musculo

59

Ohnishi, Kamata y Sugita- 8.8 7.0 10.5 8.2 645 29 1.6 . Japon Lietal., 2013
. somatico

Konishi, 2013

K. trachuri Matsukane, Sato, . .

Tanaka, Kamata, y Sugita- 62 53 85 70 62 29 20 Trachurus japonicus/ Japon Matsukane etal,

Konishi, 2011

musculo somatico

2011
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5.7. Myxobolus sp.

Myxobolus sp. se ha comparado con 20 especies de Myxobolus, reportado en la base de
datos WORMS, que infectan a hospederos de la familia Mugilidae, teniendo en cuenta los
siguientes enfoques para caracterizar: especificidad del hospedero/6rgano, tropismo tisular,
ubicacion geografica y datos moleculares (Saha y Bandyopadhyay, 2017). Saha y
Baandyopadhyay (2017), describieron a M. ichkeulensis como una espora ovoidal a redondeada
en vista frontal, en longitud y ancho tanto el interior como los extremos posteriores son romos,
esporoplasma granular con una larga vacuola, Myxobolus sp. presenta una membrana delgada
y esporoplasma sin granulaciones. Salma et al. (2017), describieron a M. raibauti, localizado
en el higado y gonadas, presenta esporoplasma sin vacuola iodofila, con dimensiones que
superan las de Myxobolus sp. resaltando el largo de la longitud de la espora que la duplica. M.
chiungchowensis, M. mugcephalus, M. mugili, M. rohdei, M. achmerovi, M. dasguptai, M.
mugchelo y M. parenzani, difieren en dimensiones y sitio de infeccion (Eiras et al., 2005), M.
platanus en vista frontal es mas largo que ancho (Eiras et al., 2007), diferenciandose del resto
de esporas. Landsberg y Lom (1991), describen a M. narasii con capsulas polares de menor
tamafo y una longitud de la espora, superior a Myxobolus sp. Faye et al. (1999) describieron a
M. hani como parasito de M. chelo en espina branquial, y solo se cuenta con dos medidas,
longitud y ancho de la espora, estas medidas son mayores a las de Myxobolus sp, también
presenta proyecciones citoplasmaticas en vista frontal y difieren en sitio de infeccion y
distribucién del hospedero. M. cephalus y M. hannensis, tienen medidas superiores a
Myxobolus sp. Sobre todo M. hannensis, Fall et al. (1997), describieron esta espora con
capsulas polares que abarcan mas de la mitad de la espora, siendo una de las especies con

capsulas polares de mayor dimension (tabla 17).
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El analisis filogenético se baso en la comparacion del gen 18S rDNA de 29 secuencias
de las cuales 16 corresponden a especies de Myxobolus (aproximadamente 1500 pb) obtenidas
del GenBank. Los resultados mostraron que las especies se agrupan en dos clados, Ay B (A,
bootstrap: 97% y B, bootstrap: 98%) como una unidad monofilética, ubicandose en el grupo
Myxosporea, perteneciente al Phyllum Cnidaria, la ubicacion filogenética de los mixosporidios
ya se habia determinado por Sidall et al. (1995), Después de haber estado ubicado dentro de
los protozoarios. El clado A, contiene dos subclados (A1, bootstrap: 98% y A2, bootstrap: 89%)
estos subclados contienen especies de Myxobolus que infectan a hospederos de las familias
Serrasalmidae, Characidae, Centrarchidae y Mugilidae. El clado B, contiene dos subclados
(B1, bootstrap: 75% y B2, bootstrap: 78%), todas las especies de Myxobolus en este clado
parasitan mugilidos, el subclado Bl contiene a Myxobolus sp., M. spinacurvatura y

Aurantiactinomyxon sp.

Heiniger et al. (2012), mencionaron que el género Myxobolus tiene especificidad y
restriccion a una Unica especie hospedadora, sin embargo se ha observado que esto no se
cumple en algunas especies que han sido reportadas en mas de una especie hospedadora, como:
M. exiguus, M. episquamalis, M. ichkeulensis y M. parvus. M. exiguus, ha sido reportado en
M. cephalus, Chelon ramada, C. saliens, C. labrosus y C. auratus, en los diferentes hospederos
se ha registrado medidas que difieren en 1 pm, asi también el tropismo tisular, se ha ampliado
desde su primer registro en filamentos branquiales a peritoneo visceral e intestinos (Kim, Kim
y Oh, 2013; Sinasi et al. 2010; Gupta et al. 2022). Myxobolus sp. difiere en el ancho de la
espora por 2um. M. ichkeulensis parasita a M. cephalus en branquiespinas y Carasius auratus
(goldfish), en aleta, esta especie es la tinica dentro del grupo de los que parasitan mugilidos
que infecta una especie hospedadora de agua epicontinental el goldfish, Bahri y Marques
(1996) reportaron, originalmente, con medidas superiores a las reportadas en C. auratus

llegando a duplicar el ancho de la espora y siendo 4 um mayor en la longitud de la espora
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(Bolukbas et al., 2020; Saha y Bandyopadhayay, 2017), las medidas de M. ichkeulensis en M.
cephalus, duplican las medidas de Myxobolus sp. Ozer et al. (2016), describieron a M. parvus,
como parasito en M. cephalus, en branquias, C. saliens en branquias, higado, intestino y rifion,
las medidas morfométricas son muy cercanas a las de Myxobolus sp. también cuenta con
proyecciones citoplasmaticas, aunque difieren en el sitio de infeccion respecto a M. cephalus.
M. episquamalis presenta dimensiones, distribucion del hospedero, proyecciones
citoplasmaticas, similares a Myxobolus sp. sin embargo M. episquamalis presenta una
membrana gruesa en vista lateral y frontal, haciéndose mas notoria en vista lateral, también
parasita a C. ramada en escasmas, Myxobolus sp. solo se hall6 en musculo (Bahri y Marques,
1996; Salman et al., 2017 y Kim, Kim y Oh, 2013), la secuencia en el GenBank de M.
episquamalis tuvo una identidad del 92% con una cobertura de 80%, en el arbol filogenético
ambos son parafiléticos, ubicandose en diferentes clados, esto nos indica, junto con las
caracteristicas morfologicas, que las esporas halladas en el presente estudio no corresponden a
esta especie. M. pupkoi, en arcos branquiales en C. ramada, presenta esporoplasma granular,
dos ntucleos, ancho y longitud de menor medida, estas caracteristicas difieren de Myxobolus sp.
M. supamattayai, presenta medidas cercanas a Myxobolus sp. aunque difieren en el género del
hospedero y sitio de infeccion (Utaynapun et al., 2011). M. bizerti duplica todas las medidas
morfométricas de Myxobolus sp. M. spinacurvatura, supera en 3,5 um en longitud y ancho de
la espora y presenta tropismo tisular diverso (mesenterio, cerebro, bazo y branquias) (Bahri y
Marques, 1996). Sin embargo comparten un unico hospedero, M. cephalus, que habita en las
costa de Japdn en el océano Pacifico (Salman et al., 2017). Esta espora se ubica en el subclado
B1 junto a Myxobolus sp. con una identidad del 93% y una cobertura del 68%.
Aurantioctinomyxon sp., actinosporidio pardsito en oligoquetos marinos, inicialmente ubicado
dentro del grupo Myxozoa, como clase Actinosporea, sin embargo Whitaker et al., (1996)

sugirieron que esta clase y sus 6 familias sean suprimidas del grupo, estudios posteriores
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demostraron que las actinosporas son etapas alternativas de algunos mixosporidios (Kudoa y
Myxobolus, principalmente), esta se ubica en el subclado B1, con una identidad de 93% y una
cobertura del 66% con Myxobolus sp., sin embargo, Marcucci, Caffara y Goretti (2009),
mostraron que Aurantioctinomyxon sp. es un estadio alterno del ciclo de Chloromyxon truttae,

con una identidad de 99.8%.

Myxobolus sp. difiere en el sitio de infecciéon de todas las especies mencionadas,
aquellas especies que parasitan diversos tejidos no parasitan el tejido muscular, aquellos
Myxobolus que parasitan el tejido muscular no pertenecen al grupo de los que parasitan a los
mugilidos (Eiras et al., 2014), asi también el resultado de la busqueda BLAST, mostro6 especies

dentro de los dos clados que no parasitan tejido muscular.



Tabla 17

Datos morfométricos de Myxobolus spp .reportadas en la familia Mugilidae. EE, espesor de la espora. AE, ancho de la espora. LE, longitud

de la espora. LC, longitud de la capsula polar. AC, ancho de la capsula polar. —, no disponible.
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Especie de Myxobolus EE AE LE LC AC Hospedero/sitio de infeccion Pais Referencia
Mugil cephalus/ masculo Pert .
Myxobolus sp. 5.4 6.53 7.08 352 223 esquelético (Tumbes) Presente estudio
M. bizerti, Bahri y M Bahriy M
zeri, DAl y SAtques, - 142 65 58 Mugil cephalus/ branquia Tunisia ALy S arques,
1996 14.2 1996
M. cephalus, Landsberg y Lom, Mugil cephalus/ meninges Landsberg y Lom,
1991 90y 14D 4T 32 cerebrales, arcos branquiales USA 1991
M. chiungchowensis, Chen y . . . .
Ma, 1998 6.2 105 10.8 6.0 3.6 Mugil cephalus/ intestino China Chen et al., 1998
M. epi. lis, E tal.,
lggeé)zsquama 1, betsacta 5.1 86 44 22 Mugil cephalus/ escamas Japon Egusa et al.,1980
6.8
M. goreensis, Fall et al., 1997 - 109 109 4.1 3.1 Mugil cephalus/ branquias Senegal Fall et al., 1997
M. hannensis, Fall etal., 1997 ; 139 89 57 ugil cephalus/ branquiespinas o1 Fall etal, 1997
13.9 laminillas branquiales
M. ichkeulensis, Bahriy . o . Bahri y Marques,
Marques, 1996 - 125 13,5 55 42 Mugil cephalus/ branquiespinas Tunisia 1996
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M. mugcephalus, Landsberg y
Lom, 1991

M. mugilii, Haldar et al., 1996

M. parvus, Shulman, 1962

M. raibauti, Fall et al., 1997
M. rohdei, Lom y Dykova, 1994

M. spinacurvatura, maeno et al.,
1990

M. achmerovi, Shulman 1966
M. platanus, Eiras, Abreu 'y
Pereira Junior, 2007

M. dasguptai, Haldar et al., 1996

M. hani, Faye et al., 1999

M. mugchelo, Landsberg y Lom
1991

M. narasii,Llandsberg y Lom
1991

4.1

6.7

6.7

5.0

5.5

5.75

12.1

8.9

10.0
9.5

10.8

6.4

7.1
4.6

9.0

11.7

6.75

15.3

11.0

11.5

10.7

14.1

8.0

5.9

13.0

1.8

6.1

4.0

59

43

4.25

4.15

7.7

9.1

3.25

1.1

2.7

3.6

2.8

3.0

2.9

3.8

2.6

1.7

Mugil cephalus/ branquias

Mugil cephalus/ branquias

Mugil cephalus/ branquias

Mugil cephalus/ higado

Mugil cephalus/ intersticio del
rinon
Mugil cephalus/ mesenterio,
cerebro, bazo, branquia

Mugil cephalus y M. soiyu
Mugil liza/ bazo

Mugil tade/ branquia, misculo
corporal

Mugil curema/ espina branquial
Mugil chelo/ mesenterio

Mugil waigensis/ epitelio
intestinal

India

India

China

Senegal

Australia

Japon
Rusia

Brasil

India
Senegal

Italia

India

Landsberg y Lom,
1991

Haldar et al., 1996

Ozeretal., 2016

Fall et al., 1997

Lom y Dykova,
1994

Maeno et al., 1990
Shulman 1966

Eiras et al., 2014

Haldar et al., 1996

Faye et al., 1999

Landsberg y Lom
1991

Landsberg y Lom
1991
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M. parenzani, Landsberg y Lom
1991

M. muelleri, Butschli, 1882

M. exiguus, Thélohan, 1895

M. supamattayai, Utaynapun et
al., 2011

M. pupkoi Gupta et al., 2022

4.7

7.0

8.2

6.5

54

54

8.3

93

6.6

5.8

4.8

3.5

3.8

1.8

2.8

2.0

2.5

Mugil chelo/ branquias

Mugil cephalus/ filamentos
branquiales

Mugil cephalus/ filamentos
branquiales

Valamugil seheli/ escamas

Chelon ramada/ arcos branquiales

Italia

Turquia
Rusia
Tailandia

Israel

Landsberg y Lom
1991

Umur et al., 2010

Rochaetal., 2018

Utaynapun et al.,
2011

Gupta et al., 2022
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VI. CONCLUSIONES

K. peruviana se distribuye a lo largo de la costa peruana, la morfometria y morfologia

de las esporas halladas en Tumbes no difieren de la descripcion original en el Callao.

Kudoa sp1 presenta una capsula polar de mayor tamaio, esta caracteristica la comparte
con otras especies, sin embargo, no se tiene registro de esporas que infecten a miembros de la

familia Atherinopsidae.

Kudoa sp2, comparte con K. intestinalis, caracteristicas morfométricas, morfologicas,
hospedero, tropismo tisular y distribucion del hospedero. Kudoa sp3, es la unica espora que
parasita al género Prionotus. aunque comparte caracteristicas morfométricas y morfoldgicas

con K. leiostomi,

Se reporta Myxobolus sp. como parasito muscular en M. cephalus, siendo el unico

parasito con tropismo tisular muscular dentro del hospedero de la familia Mugilidae.

El analisis molecular en el NCBI, mostré que el arbol filogenético divide dos linajes
que infectan mugilidos, el clado B, contiene a Myxobolus sp. con un bootstrap de 98%, dentro
de este clado se encuentra mas relacionado a M. spinacurvatura, a nivel morfoldgico y
morfometrico presentan similitudes, aunque tienen una identidad del 93%, esto determina que

son especies diferentes.



68

VII. RECOMENDACIONES

Realizar comparaciones entre las esporas preservadas en formol 40% y alcohol

absoluto, debido a que estos podrian alterar las caracteristicas morfométricas y morfoldgicas.

Debido a que el género Myxobolus no presenta especificidad en el hospedero, tropismo
tisular ni distribucion geografica, se sugiere realizar enfoques de identificacion combinados,

entre ellos, el analisis molecular.

El analisis molecular para la identificacion de una nueva especie en mixosporidios se
realiza generalmente utilizando 4 primers (2 generales y 2 especificos), sin embargo, se

recomienda utilizar 6 primers con 4 especificos.
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