Revista peruana de biologia 25(3): 315 - 320 (2018) ISSN-L 1561-0837
doi: http://dx.doi.org/10.15381/rpb.v25i3.15214 FAacuLTAD DE CIENCIAS BloLoGIcAs UNMSM

NOTA CIENTIFICA

Diagnéstico morfolégico y molecular de Cyclocoelum mutabile (Trematoda: Cyclocoelidae)
en el Peru

Morphological and molecular diagnosis of Cyclocoelum mutabile (Trematoda: Cyclocoelidae) in
Peru

Luis A. Gomez-Puerta '*, Martha Y. Salas ', Maria T. Lopez-Urbina?, Armando E. Gonzalez"'

1 Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Medicina Veterinaria, Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterinaria. Av. Circunvalacion
2800, San Borja. Lima, Peru.

2 Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Medicina Veterinaria, Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia. Av. Circunvalacion 2800,
San Borja. Lima, Peru.

*Autor para correspondencia:

E-mail: Luis A. Gomez-Puerta: lgomezp@unmsm.edu.pe; lucho92@yahoo.com
ORCID Luis A. Gomez-Puerta: http://orcid.org/0000-0002-7909-979X

E-mail: Martha Y. Salas: msalasfa@gmail.com

ORCID Martha Y. Salas: http://orcid.org/0000-0002-8953-8880

E-mail: Maria T. Lopez-Urbina: mlopezu@unmsm.edu.pe

E-mail: Armando E. Gonzalez: agonzalezz@unmsm.edu.pe

ORCID Armando E. Gonzalez: https://orcid.org/0000-0003-1909-1873

Resumen

Cyclocoelum mutabile, un digeneo de la familia Cyclocoelidae, fue hallado parasitando los sacos aéreos de
una polla de agua comun (Gallinula chloropus), proveniente de alrededores del Refugio de Vida Silvestre Pan-
tanos de villa, localizada en el distrito de Chorrillos en Lima, Peru. Un total de 7 parasitos fueron colectados e
identificados por métodos morfoloégicos como C. mutabile. El diagnostico fue confirmado por analisis molecu-
lar, amplificando los genes mitocondriales citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (cox1) y deshidrogenasa NADH
subunidad 1 (nad1). Las secuencias de nucledtidos de los aislados se compararon con secuencias previas
de GenBank, y mostraron una similitud entre ellas (> 96%). Este hallazgo constituye el primer registro de C.
mutabile para el Peru. Ademas, el trabajo realiza una breve descripcién del parasito, asi como la discusion de
sus hospederos y distribucidon geografica en Sudamérica.

Palabras clave: Trematoda; Cyclocoelidae; Cyclocoelum mutabile; Gruiformes; Gallinula chloropus.
Abstract

Cyclocoelum mutabile, a digenea of the family Cyclocoelidae, was found parasitizing the air sacs of a common
moorhen (Gallinula chloropus), from the surroundings of the Pantanos de Villa Wildlife Refuge, located in Chor-
rillos, a district of Lima, Peru. A total of 7 parasites were collected and identified as C. mutabile by morphological
methods. Diagnosis was confirmed by molecular analysis and partially amplified mitochondrial genes cytochrome
c oxidase subunit 1 (cox1) and NADH dehydrogenase subunit 1 (nad1). Nucleotide sequences from the isolates
were compared with previous sequences from GenBank, and they showed a high similarity between them (>
96%). This finding constitutes the first record of C. mutabile in Peru. Also, this work makes a brief description
of the parasite, as well as the discussion of its hosts and geographic distribution in South America.
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Introduccion

Los digeneos de la familia Cyclocoelidae Stossich, 1902
estdn conformados por 22 géneros y 128 especies que parasitan
principalmente el sistema respiratorio y cavidad abdominal de
aves que se alimentan de moluscos (Dronen & Blend 2015).
Los miracidios de estos digeneos muestran un bajo nivel de
especificidad para el hospedero y logran infectar varias familias
de caracoles, los cuales acttian como hospederos intermediarios
(Taft 1972, Scott et al. 1982). El desarrollo en los caracoles se
limita a una sola generacién de cercarias, las cuales se enquistan
como metacercarias dentro del mismo caracol (Taft 1974).

Cyclocoelum mutabile (Zeder, 1800), miembro de esta familia,
es un pardsito cosmopolita que infecta los sacos de aire de aves
migratorias, principalmente aves gruiforme de la familia Rallidae
(McLaughlin 1976, McKindsey et al. 1994). Se ha demostrado
que las aves infectadas con este digeneo llegan en temporada de
primavera al hemisferio norte (McLaughlin 1986).

En el continente americano, C. mutabile parasita con fre-
cuencia al ave gruiforme “gallareta americana” (Fulica americana
Gmelin, 1789), y ha sido registrada en diversas localidades de
Canadd y Estados Unidos (McLaughlin 1976). Asi mismo, C.
mutabile ha sido registrado en el ave gruiforme “polla de agua
comun” (Gallinula chloropus galeata (Lichtenstein, 1818)) en
Argentina, Brasil y Estados Unidos (Lumsden & Zischke 1963,
Fernandes 1976, Lunaschi et al. 2007), en el ave Charadriiforme
“jacana centroamericana” (Jacana spinosa gymnostoma (Wagler,
1831)) de México (Lamothe-Argumedo & Orozco-Flores 2000),
en la “gallareta ligas rojas” (Fulica armillata Vieillot, 1817) y en
el “rascén moteado” (Pardirallus maculatus (Boddaert, 1783))
en Argentina (Lunaschi et al. 2007). En la presente nota, se
utiliza el diagnéstico morfolégico y molecular para demostrar
la presencia de C. mutabile en el Perti, parasitando a la polla de
agua comun (G. chloropus).

Material y métodos

En setiembre del 2017, una polla de agua comun (G.
chloropus) fue hallada muerta en alrededores del Refugio de
Vida Silvestre Pantanos de villa, localizada en el distrito de
Chorrillos en Lima, Perti. El ave fue remitida a la Facultad
de Medicina Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (UNMSM). Durante la necropsia del
ave se colectd un total de 7 digeneos, los cuales estaban locali-
zados en los sacos aéreos del ave. Los digeneos fueron fijados y
preservados en etanol al 70% en viales debidamente rotulados.
Los digeneos se depositaron en la coleccién parasitolégica del
Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterinaria de la
FMV-UNMSM, con numero de depésito N°909 (SERFOR
RDG N° 023-2018).

Para el diagnéstico morfoldgico, los parésitos se tifieron con
tricromico de Gomori, fueron deshidratados en series sucesivas
de etanol hasta etanol absoluto. Luego, los digeneos fueron
clarificados en eugenol y montados en ldminas porta objeto
con bdlsamo de Canad4. Las imdgenes y medidas se obtuvieron
usando un microscopio Carl Zeiss Axioskiop-40 y el programa
Leica IM50 Versién, 4.0 R117. Las medidas se expresan en
milimetros (mm) y micrémetros (um), y son mencionadas en
rango con el promedio y error estdndar (ES) en paréntesis.

Para el diagnéstico molecular, se amplificaron parcialmente
los genes mitocondriales: citocromo ¢ oxidasa subunidad 1

(cox1) y NADH deshidrogenasa subunidad 1 (nad1). EIADN
se extrajo de tres digeneos usando el kit comercial “DNeasy
Blood & Tissue Kits” (Qiagen, Valencia, CA, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se utilizd la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) usando los protocolos y cebadores
descritos por Bowles y McManus (1994) y Kostadinova et al.
(2003), respectivamente. Los productos de PCR se secuen-
ciaron en un secuenciador automatizado ABI 3100 (Applied
Biosystems). Las secuencias se ensamblaron utilizando el
programa ChromasPro Versién, 1.7.6, y se compararon con
secuencias de referencias obtenida del GenBank mediante el
BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) y fueron alineadas
utilizando el programa BioEdit versién 7.2.5. El Programa
MEGA7 (http://www.megasoftware.net/) fue utilizado para
generar un 4rbol filogenético a través del método "neighbor-
joining " con la distancia de 2-pardmetros de Kimura (Ta-
mura et al. 2004). Las secuencias obtenidas en este estudio
fueron registradas en el GenBank con acceso N° MH091805
- MH091810. La nomenclatura taxonémica para el digeneo
sigue a Dronen y Blend (2015). La nomenclatura taxonémica
del hospedero sigue a Schulenberg et al. (2010).

Resultados

Segin las caracteristicas morfoldgicas de los digeneos estu-
diados, asf como el diagnéstico molecular de los genes mitocon-
driales nad1 y cox1 parcialmente amplificados, se sugiere que
los digeneos corresponden al género Cyclocoelum Brandes, 1892
y la especie a C. mutabile .

CLASE: TREMATODA

SUBCLASE: DIGENEA

ORDEN: ECHINOSTOMIDA

FAMILIA: CYCLOCOELIDAE STOSSICH, 1902
SUBFAMILIA: CYCLOCOELINAE STOSSICH, 1902
GENERO: CYCLOCOELUM BRANDES, 1892

Cyclocoelum mutabile (Zeder, 1800)

Descripcién basada en 4 especimenes adultos y enteros.

Digeneos de cuerpo alargado con extremidades redondeadas.
Tiene un largo de 10.2 - 13.2 (12.2; ES = 2.71) mm y un ancho
méximo de 3.8 — 4.8 (4.5; ES = 0.91) mm a nivel del tercio
posterior del cuerpo (Figura 1a). Ventosa oral muy rudimentaria
en posicién terminal, tiene un largo de 580 — 642 (614; ES =
13) um y un ancho de 601 — 822 (723; ES = 49) pm. Ventosa
ventral o acetdbulo ausente. Presenta faringe desarrollada de
710 — 771 (741; ES = 15) pm de largo y 724 — 805 (759; ES =
20) pm de ancho (Figura 1b). Eséfago corto y ciegos simples que
se anastomosan en el extremo posterior. Poro genital localizado
en la parte media ventral y anterior de la faringe, en la linea
media del cuerpo.

Testiculos grandes y esféricos, ligeramente ovalados y
simétricos, se localizan en el extremo posterior del cuerpo.
Los testiculos estdn dispuestos en forma oblicua y forman un
tridngulo con el ovario (Figura 1¢). El testiculo anterior se sittia
en posicién dextral a la linea media y mide 745 - 935 (831;
ES = 40) pm de largo por 779 — 1008 (889; ES = 50) um de
ancho. El testiculo posterior situado en posicidn sinestral a la
linea media y mide 685 — 873 (803; ES = 41) um de largo por
670 — 986 (837; ES = 79) pm de ancho. La vesicula seminal
se encuentra dentro del saco cirro, el cual es pequeno y se abre
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B

Figura 1. (A) Ejemplar adulto de Cyclocoelum mutabile colectado de los sacos aéreos de una polla de agua comun (Gallinula
chloropus), se observa que las glandulas vitelégenas (v) no se anastomosan en la parte posterior. Escala 2.0 mm. (B) Parte
anterior de C. mutabile, se observa que la ventosa oral es rudimentaria y que la faringe (f) es desarrollada. Escala 1000 pm.
(C) Parte posterior de C. mutabile, los testiculos (t) estan dispuestos en forma oblicua y forman un triangulo con el ovario (0).

Escala 1000 um.

en el poro genital. El saco del cirro mide 886 — 912 (901; ES
= 6) pm de largo y 168 — 289 (208; ES = 28) um de ancho.

El ovario es de forma esférica y se localiza en el lado opuesto
del testiculo anterior, mide 402 — 445 (416; ES = 10) um de
largo por 430 — 589 (485; ES = 36) pm de ancho. Las glin-
dulas vitelégenas son simétricas y se distribuyen lateralmente
a los ciegos intestinales, sin llegar a unirse a nivel posterior
del cuerpo. El dtero es desarrollado y ocupa todo el espacio
intercecal formando pliegues y sin cubrir los ciegos, desembo-
cando en el poro genital. Los huevos dentro del ttero miden
112 — 118 (1165 ES = 0.6) pum de largo y 54 — 60 (57; ES =
0.6) pm de ancho.

Se amplifico un total de 414 pares de bases (pb) del gen
cox1 para los tres especimenes de C. mutabile (MH091805
- MH091807) y mostraron una identidad del 100%. Estos
fueron comparados con el tnico registro de C. mutabile del
GenBank (acceso N° KU877883) (Sitko etal. 2017), y tuvieron
una identidad del 96%. La amplificacidn parcial del gen nad1
de C. mutabile del presente estudio (MH091808 - MH091810)
fue de 455pb, y mostraron una identidad del 100%. Las se-
cuencias nad1 obtenidas de C. muzabile fueron comparadas con

los registros del GenBank (acceso N° KX097823 y KU877891)
(Sitko etal. 2017), y mostraron una identidad de 97% (Fig. 2).
Discusion
Los pardmetros morfoldgicos de los digeneos del presente
estudio coincidieron con las descripciones para C. mutabile,
miembro de la familia Cyclocoelidae (Tabla 1). El diagndstico
fue confirmado al analizar parcialmente la secuencia de los genes
mitocondriales cox1 y nadl, llegando a ser 96% y 97% similares
con otras secuencias de C. mutabile registradas en el GenBank,
respectivamente.

En este estudio, el andlisis molecular de C. mutabile se
realizé amplificando parcialmente los genes cox1 y nadl, se
ha demostrado que estos genes son marcadores genéticos de
poblaciones para varias especies de digeneos como Fasciola
hepatica (Linnaeus, 1758) y Schistosoma japonicum (Katsurada,
1904) (Mas-Coma et al. 2009, Gobert et al. 2014). En nuestro
estudio, C. mutabile mostr6 una diferencia de nucledtidos de 4%
y 3% para los genes cox1 y nadl, respectivamente. Resultados
similares han sido reportados para otras especies de helmintos
analizando estos genes (Kedra et al. 2001, Lavikainen etal. 2008,
Reaghi et al. 2016).
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Figura 2. Relacion filogenética del gen nad1y cox1 de Cyclocoelum mutabile y otras miembros de la familia Cyclocoelidae.
Se utilizaron secuencias del GenBank como controles. El numero en paréntesis “()” representa el codigo de acceso en el
GenBank para el espécimen correspondiente. Secuencias de referencias tomada de Sitko et al. (2017).

En el Pert, se han registrado 3 digeneos de la familia Cyclo-
coelidae: Selfcoelum ovopunctatum (Stossich, 1902) en el faldropo
tricolor (Phalaropus tricolor (Vieillot, 1819)) en Trujillo (Freitas e
Ibanez 1964), Harrahium sp. en el playero pata amarilla (7ringa
Sflavipes (Gmelin, 1789)) de Cajamarca y La Libertad, Uvitel-
lina sp. en el playero pata amarilla de Cajamarca y la Libertad
(Tantalean et al. 1992), y en la cigiienuela coman (Himantopus
himantopus (Linnaeus, 1758)) de Lambayeque (Tantalean et
al. 1992). El presente hallazgo representa la cuarta especie de la
familia Cyclocoelidae registrada para el Pert.

Cyclocoelum mutabile, originalmente descrito como Monos-
toma mutabile por Zeder (1800), representa la especie tipo del
género Cyclocoelum, género establecido por Brandes (1892). Este
digeneo fue colectado de la cavidad abdominal de la polla de
agua comun (G. chloropus) y de la focha comtn (Fulica atra Lin-

naeus, 1758), ambas provenientes de Alemania. Posteriormente,
el digeneo ha sido registrado en diversos paises del mundo, esto
debido a que los principales hospederos (G. chloropus y F atra)

corresponden a aves migratorias.

En Sudamérica, C. mutabile ha sido registrada en las aves
G. chloropus galeata de Argentina y Brasil (Fernandes 1976,
Lunaschi et al. 2007), y en E armillata y en P maculatus de
Argentina (Lunaschi et al. 2007). El presente hallazgo representa
el primer de registro de C. mutabile para el Perti, ampliando asi
la distribucién geogréfica del parisito.
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