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Introduccion

1.1. Caracteristicas generales de la familia Splanchnotrophidae.

La familia Splanchnotrophidae Norman & Scott, 1906 es un pequefio grupo poco
conocido de crustaceos copépodos endoparasitos asociados a moluscos opistobranquios

y de anatomia muy modificada.

Las caracteristicas anatomicas que definen a esta familia son: la presencia de antenas
fuertes de 3 artejos, maxilas con 2 artejos, tendencia hacia la reducciéon del nimero y
artejos de apéndices cefalicos, ausencia del 1° par de toracopodos (maxilipedos), 2° y
3% par de toracopodos birrameos, y presencia de un par de ramas caudales. Ademas, en
la parte anterior del cefalotérax de las hembras se observan 2-3 pares (segun el género)
de apéndices laterales (o dorsales, segun algunos autores) (HAUMAYR & SCHRODL,
2003; ANTON & SCHRODL, 2013b; ANTON ef al., 2015) (Fig. 1) proyectados hacia el
area ventral, lo que supone una caracteristica Unica de este taxén (HUYS, 2001;
SCHRODL, 2002; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b; UYENO &
NAGASAWA, 2012; ANTON & SCHRODL, 2013a).

El acentuado dimorfismo sexual que se observa en esta familia, en lo concerniente al
tamafo, anatomia y tagmosis (HUYS, 2001), es una caracteristica también compartida
por todos los esplancnotréfidos. Las hembras adultas son de un tamafio ostensiblemente
mayor que los machos y presentan una anatomia muy modificada (Fig. 1); por su parte
la anatomia de los machos es mas conservativa y tipicamente ciclopiforme (Fig. 2)
(HUYS, 2001; SCHRODL, 2002; SALMEN et al., 2008a, b).
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Figura 1. Anatomia externa de las hembras de la familia Splanchnotrophidae. A. Hembra de

Splanchnotrophus  gracilis (adaptado de HANCOCK & NORMAN, 1863). B. Hembra de
Splanchnotrophus angulatus (adaptado de HECHT, 1895). C. Hembra de Ismaila aliena (adaptado de
HAUMAYR & SCHRODL, 2003). D. Hembra de Ceratosomicola mammilata (adaptado de SALMEN et al.,

2008a) (al: apéndices laterales; prc: procesos posteriores so: sacos ovigeros; urs: urosoma).
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Figura 2. Anatomia externa de los machos de los géneros Splanchnotrophus y Ceratosomicola
(tomado de UYENO & NAGASAWA, 2012). A. Macho de Splanchnotrophus helianthus. B. Macho de

Ceratosomicola japonica. (trp: toracopodos).
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1.2. Ordenacion sistematica de las especies de la familia
Splanchnotrophidae.

Actualmente se conocen 31 especies de la familia Splanchnotrophidae repartidas en seis
géneros: Splanchnotrophus Hancock & Norman, 1863; Lomanoticola Scott & Scott,
1895; Ismaila Bergh, 1867; Arthurius Huys, 2001; Ceratosomicola Huys, 2001 y
Majimun Uyeno & Nagasawa, 2012.

Clase Maxillopoda Dahl, 1956
Subclase Copepoda H. M. Edwards, 1840
Infraclase Neocopepoda Huys & Boxshall, 1991
Superorden Podoplea Giesbrecht, 1882
Orden Poecilostomatoida Thorell, 1859
Familia Splanchnotrophidae Norman & Scott, 1906
Género Splanchnotrophus Hancock & Norman, 1863

Splanchnotrophus gracilis Hancock & Norman, 1863
Splanchnotrophus willemi Canu, 1891

Splanchnotrophus angulatus Hecht, 1893

Splanchnotrophus dellachiajei Delamare Deboutteville, 1950
Splanchnotrophus helianthus Uyeno & Nagasawa, 2012
Splanchnotrophus imagawai Uyeno & Nagasawa, 2012

Género Lomanoticola Scott & Scott, 1895

Lomanoticola brevipes (Hancock & Norman, 1863)

Lomanoticola insolens Scott & Scott, 1895
Género Ismaila Bergh, 1867

Ismaila monstrosa Bergh, 1867

Ismaila occulta Ho, 1981

Ismaila belciki Ho, 1987

Ismaila aliena Haumayr & Schrodl, 2003
Ismaila androphila Haumayr & Schrodl, 2003
Ismaila damnosa Haumayr & Schrodl, 2003
Ismaila jenseniana Haumayr & Schrodl, 2003

Ismaila magellanica Haumayr & Schrodl, 2003



Introduccion

Ismaila obtusa Haumayr & Schrodl, 2003

Ismaila robusta Haumayr & Schrodl, 2003

Ismaila socialis Haumayr & Schrodl, 2003

Ismaila chailhuiensis Anton, Schories, Jorger, Kaligis & Schrodl, 2015
Ismaila genalis Anton, Schories, Jorger, Kaligis & Schrodl, 2015
Ismaila volatilis Anton, Schories, Jorger, Kaligis & Schrodl, 2015

Género Ceratosomicola Huys, 2001

Ceratosomicola sacculata (O’Donoghue, 1924)
Ceratosomicola coia Salmen, Wilson & Schrodl, 2008
Ceratosomicola delicata Salmen, Wilson & Schrodl, 2008
Ceratosomicola mammilata Salmen, Wilson & Schrodl, 2008

Ceratosomicola japonica Uyeno & Nagasawa, 2012
Género Arthurius Huys, 2001

Arthurius elysae (Jensen, 1990)
Arthurius bunakenensis Salmen, Kaligis, Mamangkey & Schrodl, 2008
Arthurius gibbosa Anton, Schories, Jorger, Kaligis & Schrodl, 2015

Género Majimun Uyeno & Nagasawa, 2012

Majimun shirakawai Uyeno & Nagasawa, 2012
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1.3. Anatomia externa.

Cuerpo de la hembra adulta muy modificado (Fig. 1, Fig. 3). Prosoma de gran tamafio,
sin segmentacion externa visible, formado por el cefalosoma y los somitos toracicos 2°-
5°. Parte anterior del térax (somitos toracicos 2°y 3°) ancha y con 3-6 pares de apéndices
laterales, parte posterior mucho mas estrecha, generalmente cilindrica y formada por la
fusion de los somitos toracicos 4° y 5°. Urosoma formado por el 7° somito toracico o
somito genital (puede ser simple o doble, al fusionarse con el 1* somito abdominal) y,
seguin el género, por el 6° somito toracico o por entre 0 y 2 somitos postgenitales
(abdominales) (Fig. 3). Abertura anal, si existe, entre las dos ramas caudales (HUYS,

2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b).

Cefalosoma i)

/
~N AL
\ _— Prosoma
' !
o N
4 )

— Urosoma

Genitoabdomen— _

Figura 3. Esquema de la anatomia externa de la hembra de Splanchnotrophus gracilis, en el que se
seflalan las estructuras mas importantes y las regiones corporales (adaptado de

HANCOCK & NORMAN, 1863).
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Macho adulto ciclopiforme, mucho mas pequenio que la hembra y sin apéndices laterales
(Fig. 2, Fig. 4). Parte anterior delimitada por la articulacion presente en el 3% somito
toracico, formada por un cefalotéorax de 5 somitos cefalicos y 2-3 toracicos. Parte
posterior cilindrica, comprende los somitos toracicos 4°-6°, somito genital (7° toracico)

y somito anal (HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN ef al., 2008a, b).

Cefalosoma
Torac6podo 2
Cefalotorax
Toracépodo 3 Prosoma
Somito genital— Urosoma

Ramas caudales

Figura 4. Esquema de la anatomia externa del macho de Splanchnotrophus gracilis, en el que se
seflalan las estructuras mas importantes y las regiones corporales (adaptado de

HANCOCK & NORMAN, 1863).
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Anténulas con 1-4 artejos, de segmentaciéon mas o menos marcada segun el género.
Antenas de 2-3 artejos (coxobase y 1-2 artejos endopodales). Labium y labrum de
anatomia muy variable, pudiendo incluso estar ausentes. Mandibulas, no presentes en
Arthurius, compuestas por una gnatobase con una hoja de forma diversa entre los
diferentes géneros. Maxilulas reducidas o inexistentes. Maxilas de 2 artejos (syncoxa y
alobase). Maxilipedos (1 par de toracopodos) ausentes en la fase adulta (HUYs, 2001;
HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b).

2° y 3% par de toracopodos birrameos, endopodito pequefio y exopodito alargado;
dimorfismo sexual y ornamentacion variables. 4° par de toracdpodos, si estd presente,
muy reducido y con forma de seda. Sin 5° par de toracopodos, 6° par ausente 0 muy

reducido (HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b).
1.4. Anatomia interna.

La pared corporal esta formada por la epidermis, cubierta por una cuticula de quitina
pobremente calcificada. Esta capa presenta, en el caso de las hembras, su mayor
engrosamiento en la parte del urosoma que se encuentra fuera del hospedador (ANTON
& SCHRODL, 2013Db).

La musculatura de la hembra se compone de tres pares de musculos longitudinales, dos
ventrales y uno dorsal, que recorren toda la longitud del animal. Las antenas, mandibulas
y maxilas tienen haces musculares propios; toracopodos y apéndices laterales sin
musculatura. En el macho existen dos pares de musculos longitudinales, uno lateral y
otro ventral, ambos conectados por un haz muscular transversal. Las antenas y el
segundo par de toracopodos poseen una fuerte musculatura (BELCIK, 1981; ANTON &
SCHRODL, 2013b).

El sistema nervioso de la hembra presenta un ganglio supraesofidgico y uno
infraesofagico que se alarga formando un nervio ventral, ambos unidos por dos
conectivos periesofagicos. El del macho consiste en un anillo nervioso periesofagico y

en un ganglio supraesofagico (BELCIK, 1981; ANTON & SCHRODL, 2013b).

El sistema excretor esta representado por un par de glandulas antenales. Los sistemas
respiratorio y circulatorio sin estructuras detectables (BELCIK, 1981; ANTON &
SCHRODL, 2013b).

El aparato digestivo de ambos sexos es muy similar, comprendido por boca, es6fago e
intestino medio. Las paredes y limen de este ultimo presentan células glandulares. La

abertura anal s6lo fue expresamente mencionada en los géneros Splanchnotrophus y
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Ceratosomicola, no se observo en el género Ismaila, y en los géneros Lomanoticola,
Arthurius v Majimun su presencia o ausencia no han sido suficientemente aclaradas
(BELCIK, 1981; HuUYS, 2001; SALMEN, 2005; SALMEN et al.,, 2008a; ANTON &
SCHRODL, 2013b).

El aparato reproductivo femenino esta formado por los ovarios, dos oviductos y una
glandula cemental. Los ovarios se extienden por todo el cuerpo, incluyendo el interior
de los toracopodos y de los apéndices laterales (HUYS, 2001; ANTON & SCHRODL,
2013Db). El macho posee un par de testis ocupando la mayor parte del cefalosoma y un
par de espermatoforos en distinta posicion segun el género (BELCIK, 1981; HUYS, 2001;
ANTON & SCHRODL, 2013Db).

1.5. Antecedentes historicos.

Los primeros trabajos en los que se menciona a los esplancnotréfidos se deben a Delle
Chiaje (1841) y a Alder & Hancock (1845-1855) (DELLE CHIAJE, 1841; ALDER &
HANCOCK, 1845-1855; HUYS, 2001). DELLE CHIAJE (1841) ilustra un ejemplar del
aeolidaceo Spurilla neapolitana (Delle Chiaje, 1841) recogido en el Mediterraneo, en
el que se observan varias hembras del copépodo sin ninguna descripcioén ni dibujo
detallado (Fig. 5). ALDER & HANCOCK (1845-1855) ilustran y describen brevemente,
sin asignar ningin nombre, ambos sexos de un copépodo encontrado parasitando a
Acanthodoris pilosa (Abildgaard in Miiller, 1789) en la localidad inglesa de Devonshire.
Comentan ademds que han observado una especie diferente de la anterior parasitando a
Flabellina verrucosa (Sars, 1829) y a Doto coronata (Gmelin, 1791), pero sin realizar

ningun tipo de descripcion.
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Figura 5. Descripcion de Spurilla neapolitana en la que se observan varias hembras

Splanchnotrophus dellachiajei (tomado de DELLE CHIAJE, 1841; Par: hembra del parasito).
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Afios mas tarde HANCOCK & NORMAN (1863) se centran en las especies de parasitos
que aparecen en el trabajo de ALDER & HANCOCK (1845-1855). Encuentran de nuevo a
una de ellas infectando a un ejemplar de Acanthodoris pilosa en Devonshire, describen
ambos sexos y la denominan Splanchnotrophus gracilis (Fig. 6A). También detectan al
otro parasito mencionado por ALDER & HANCOCK (1845-1855) dentro de Doto
coronata y describen a la hembra de esta especie, a la que le asignan el nombre de
Splanchnotrophus brevipes (Fig. 6B). Para albergar a estas dos nuevas especies

proponen el género Splanchnotrophus (HANCOCK & NORMAN, 1863).

Figura 6. A. Descripcion original de Splanchnotrophus gracilis. B. Descripcion original de

Lomanoticola brevipes (A y B tomadas de HANCOCK & NORMAN, 1863).
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BERGH (1867) crea el género Ismaila cuando describe la especie Ismaila monstrosa
(Fig. 7), encontrada parasitando a Phidiana lynceus Bergh, 1867 en las Islas Virgenes
(Mar Caribe). Observa que ese copépodo es similar a Splanchnotrophus brevipes pero
con diferencias importantes en los apéndices cefalicos, toracopodos y anatomia externa
(BERGH, 1867, 1868; HUYS, 2001).

Figura 7. Descripcion original de Ismaila monstrosa (tomada de BERGH, 1867;

copépodo senalado por el rectangulo rojo).
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CANU (1891) describe en el género Splanchnotrophus a Splanchnotrophus willemi, tras
encontrar un ejemplar en el noroeste de Francia, realizando una breve descripcion de la

anatomia externa y sin acompanarla con alguna ilustracion.

HECHT (1893) describe Splanchnotrophus angulatus parasitando a Aeolidia papillosa
(Linnaeus, 1761) en Roscoff. Estudia la segmentacion de la hembra, la anatomia de los
toracépodos y comenta brevemente la disposicion de los apéndices cefalicos. Acompana

todo ello con un dibujo esquematico del habitus ventral de la hembra (Fig. 8A).

Figura 8. Figuras de diferentes descripciones de Splanchnotrophus angulatus.
A. Descripcion original (tomada de HECHT, 1893). B. Descripcion de HECHT,
1895.
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SCOTT & SCOTT (1895) crean el género Lomanoticola Scott & Scott, 1895 al describir
brevemente la especie Lomanoticola insolens, basandose en la reconstruccion de una

hembra dafiada en la que se observan erroneamente cuatro pares de apéndices laterales

(Fig. 9).

’ Avre o Mg Nat Mist . £.6 Vol XVT. PLYVIL
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Figura 9. Descripcion original de Lomanoticola insolens (tomada de

ScOTT & SCOTT, 1895; copépodo sefialado por el rectangulo rojo).
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HECHT (1895) realiza una descripcion mas pormenorizada y con ilustraciones mas
detalladas de Splanchnotrophus angulatus (Fig. 8B), y compara las 3 especies de
Splanchnotrophus que encontr6 en Roscoff (Splanchnotrophus brevipes,
Splanchnotrophus willemi y Splanchnotrophus angulatus). Concluye que la presencia
de un 4° par de apéndices laterales no es un argumento suficiente para mantener una
distincion genérica entre Lomanoticola y Splanchnotrophus, y relega al primero a la
categoria de subgénero de Splanchnotrophus. Ademas, considera a Lomanoticola

insolens como una especie muy relacionada con Splanchnotrophus brevipes.

NORMAN & ScOTT (1906) establecen la familia Splanchnotrophidae para
Splanchnotrophus gracilis, pero sin una justificacion ni diagnosis que apoyen la

creacion de este taxon.

O’DONOGHUE (1924) describe Splanchnotrophus sacculatus en el occidente de

Australia (Fig. 10) y fija como especie tipo del género a Splanchnotrophus gracilis.

MONOD & DOLLFUS (1932) publican una monografia de parasitos de moluscos en la
que recopilan las citas de las especies de esplancnotréfidos conocidas hasta ese

momento, sin aportar ninguna descripcidon anatomica.
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OPISTHOBRANCHIATA FROM THE ABROLHOS ISLANDS.

Figura 10. Descripcion original de Ceratosomicola sacculata (tomada de O’DONOGHUE, 1924;

copépodo sefialado por el rectangulo rojo).
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DELAMARE DEBOUTTEVILLE (1950) estudia las especies de la familia
Splanchnotrophidae encontradas en Banyuls (Mediterraneo francés). Describe e ilustra
la hembra de la nueva especie Splanchnotrophus dellachiajei (Fig. 11A), y la asocia con
la que aparece en las ilustraciones de DELLE CHIAJE (1841) basandose en el hecho de
que ambas parasitan a Spurilla neapolitana. Por otra parte, revisa la anatomia de
Lomanoticola. insolens, aporta ilustraciones (Fig. 11B) y afirma que la presencia de
cuatro pares de apéndices laterales en la descripcion de la hembra de Lomanoticola
insolens realizada por SCOTT & SCOTT (1895) es erronea. Poco después este mismo
autor publica una descripcion del macho de Splanchnotrophus dellachiajei (DELAMARE
DEBOUTTEVILLE, 1951).

Figura 11. A. Descripcion original de Splanchnotrophus dellachiajei. B. Redescripcion de

Lomanoticola insolens (A 'y B tomadas de DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950).
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LAUBIER (1964) estudia en detalle las piezas bucales de Splanchnotrophus dellachiajei
y Splanchnotrophus gracilis. Afirma que la ausencia de maxilipedos y la forma de la
mandibula y la maxila son caracteres diagnodsticos inequivocos de la familia

Splanchnotrophidae y la distinguen de cualquier otra.

Ho (1981) describe la nueva especie Ismaila occulta, de aguas del Pacifico nororiental
(Fig. 12). Ese mismo afio BELCIK (1981) realiza un estudio pormenorizado del macho
de Ismaila monstrosa en el que aporta datos sobre la tagmosis, apéndices cefalicos,

toracopodos y anatomia interna.

HO: PARASITIC COPEPOD FROM A CALIFORNIAN NUDIBRANCH 131

Figura 12. Descripcion original de Ismaila occulta (tomada de Ho, 1981).
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HoO (1987) publica los tinicos datos conocidos hasta el presente sobre el desarrollo de
los miembros de la familia Splanchnotrophidae en su detallado estudio sobre la
ontogenia de Ismaila occulta (Fig. 23). En ¢él confirma la existencia de una larva
nauplius peldgica y propone que el estadio infectivo seria el de copepodito I, mientras
que los copepoditos II, III y IV serian endoparasiticos. También afirma que el mayor
progreso en el desarrollo larvario tiene lugar durante el estadio de copepodito IV, ya
que es durante esta etapa en la que se observa la aparicion del dimorfismo sexual (hecho
en consonancia con lo observado en otros poecilostomatoideos). Observa ademas que
la ausencia de maxilipedos en los adultos (una de las apomorfias que definen a los
esplancnotréfidos) se debe a una detencion del desarrollo del primodio del maxilipedo

que aparece en el copepodito II, mas que a la propia inexistencia de su desarrollo.

JENSEN (1987) afiade el orden Sacoglossa (von Ihering, 1876) a la lista de hospedadores
de la familia Splanchnotrophidae. Encuentra a Ismaila monstrosa parasitando a
Ercolania viridis (Costa, 1866) en la misma localidad en la que Bergh recolecto6 el
primer ejemplar utilizado para describir la especie del copépodo (BERGH, 1867; JENSEN,
1987). En 1990 describe la nueva especie de esplancnotréfido Splanchnotrophus elysiae
Jensen, 1990 (Fig. 13) parasitando al también sacogloso Elysia australis (Quoy &
Gaimard, 1832), y lo incluye en el entonces subgénero Lomanoticola en base a la

anatomia de los apéndices laterales (JENSEN, 1990).

Figura 13. Descripcion original de Arthurius elysae (tomada de JENSEN, 1990).
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SCHRODL (1997) estudia los efectos que Ismaila sp. produce en la supervivencia y
capacidad reproductiva de su hospedador Flabellina sp.1. Observa que los
nudibranquios infectados dejan de reproducirse y que disminuye su tiempo de

supervivencia en laboratorio respecto a los no infectados.

Huys (2001) marca un punto de inflexiéon en el conocimiento de la familia
Splanchnotrophidae, gracias a las detalladas descripciones anatdmicas basadas en los
dibujos obtenidos mediante microscopia Optica de las series tipo de la mayoria de las
especies y a su estudio exhaustivo y critico de la bibliografia existente. Agrupa a todos
los géneros de endoparasitos de opistobranquios marinos, excepto Briarella Bergh,
1876, dentro de la familia Splanchnotrophidae (SALMEN et al., 2010). Resuelve la
dudosa posicidon taxondmica de Lomanoticola concediéndole finalmente el estatus de
género, e incluye a Splanchnotrophus brevipes en este taxén bajo la denominacion
Lomanoticola brevipes (Hancock & Norman, 1863) como nueva combinacion. Ademas,
crea dos nuevos géneros para acomodar a Splanchnotrophus elysiae 'y
Splanchnotrophus sacculatus, que poseen caracteres suficientemente diferenciados del

género Splanchnotrophus como para ser excluidas de €l:

- Arthurius Huys, 2001 para Arthturius elysae. Las principales caracteristicas de
este género son la presencia de un 4° par de apéndices laterales en las hembras
en una posicién mas ventral que los otros 3, los apéndices cefalicos estdn muy
reducidos (anténulas de un Unico artejo, antenas de 2, ausencia de mandibulas
y maxilulas) y con dimorfismo sexual, y los toracopodos 2° y 3° son vestigiales
en las hembras pero muy desarrollados y completamente funcionales en los
machos.

- Ceratosomicola Huys, 2001 para Ceratosomicola sacculata (HUYS, 2001). Las
apomorfias que caracterizan a este género son la anténula con 4 artejos
claramente diferenciados, reduccion de la maxila, presencia de dos somitos
postgenitales en las hembras y reduccion de los toracépodos a meros elementos

vestigiales, incluidos en gran parte en el interior de la pared corporal.

De esta manera, la familia Splanchnotrophidae queda conformada por los géneros

Splanchnotrophus, Lomanoticola, Ismaila, Arthurius y Ceratosomicola.

SCHRODL (2002) analiza las frecuencias y prevalencias de infeccion del género Ismaila
en los opistobranquios de Chile y Argentina, asi como su variacion geografica. Propone
una hipdtesis sobre la evolucion de la famila Splanchnotrophidae en la que ancestros

comunes los géneros Splanchnotrophus e Ismaila, con baja especificidad hospedador-
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parasito, se habrian visto aislados geograficamente. Tras este evento ambos géneros se
diferenciarian por radiacién paralela y se habrian especializado en determinadas

especies de hospedador.

HAUMAYR & SCHRODL (2003) revisan el género Ismaila y describen 8 nuevas especies
del Pacifico suroriental, empleando por primera vez en el estudio de la familia
Splanchnotrophidae la microscopia electrénica de barrido (SEM), la cual resulta ser una

herramienta eficaz para observar estructuras finas con gran detalle.

MARSHALL & HAYWARD (2006) realizan un andlisis histoloégico de varios individuos
del nudibranquio Ancula gibbosa (Risso, 1818) infectados por Splanchnotrophus
willemi, y concluyen que, a pesar de no existir efectos negativos evidentes en la mayoria
de ellos, si producen malformaciones en las gonadas que podrian afectar a la

reproduccion.

SALMEN et al. (2008a, b) usan el SEM para describir nuevas especies pertenecientes a

los géneros Ceratosomicola y Arthurius.

ABAD et al. (2011) realizan un estudio anatomico mediante el SEM de
Splanchnotrophus gracilis en la Ria de Ferrol, y aportan datos sobre la biologia del
parasito (tasas de infeccion, efectos en el hospedador, etc.) gracias a la gran cantidad de
especimenes encontrados infectando al nudibranquio 7rapania tartanella (von Ihering,
1886).

UYENO & NAGASAWA (2012) estudian la familia Splanchnotrophidae en aguas
japonesas. Fruto de este trabajo es la propuesta del género Majimun Uyeno &
Nagasawa, 2012 para la nueva especie Majimun shirakawai en base a la particular
segmentacion del urosoma y apéndices cefélicos, y a la ornamentacion diferenciada de
estas estructuras. También describen una nueva especie del género Ceratosomicola y
dos del género Splanchnotrophus, ampliando notablemente la distribucion geografica

conocida de este ultimo.

ANTON & SCHRODL (2013a) se basan en caracteres anatomicos para realizar la primera
filogenia de los esplanchnotréfidos. En el arbol resultante se demuestra la monofilia de
la familia Splanchnotrophidae, asi como el hecho de que comparte un antepasado comun
con el género Briarella. Encuentran que existe una dicotomia basal dentro de la familia
Splanchnotrophidae, que agrupa en un clado a los géneros Arthurius y Ceratosomicola
y en otro a los géneros Ismaila y Splanchnotrophus s.l. (incluyendo Lomanoticola). Asi

mismo, proponen la hipétesis de que el area inicial donde se emplearon los
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opistobranquios como hospedadores fue la zona del Indo-Pacifico, donde hoy dia se
encuentran los géneros mas basales Ceratosomicola y Arthurius. La expansion del
ancestro comun de los géneros Ismaila y Splanchnotrophus s.l. tendria lugar desde ahi
hacia el oeste antes del cierre del Mar de Tethys, llegando al Mediterraneo y al
Atlantico. En el siguiente paso, el ancestro del género Ismaila cruzaria en una primera
etapa el Atlantico y en una segunda el todavia abierto Istmo de Panama4, colonizando de

esta manera las costas occidentales de América del Norte y del Sur.

Ese mismo afio ANTON & SCHRODL (2013b) realizan una reconstruccion tridimensional
de la hembra y del macho de la especie Ismaila aliena, con la que describen su anatomia

interna y proponen hipotesis sobre su biologia en base a los resultado obtenidos.

WOLF & YOUNG (2014) estudian con datos estadisticos obtenidos en laboratorio la
reproduccion, crecimiento y tasas de supervivencia del arminaceo Janolus fiscus
O’Donoghue, 1924 infectado por Ismaila belciki. Determinan que esos parametros se
ven reducidos de manera mas o menos significativa respecto a los de otros individuos
no infectados. Ademas, encuentran que el parasito desvia alrededor de un tercio de la
energia destinada para la reproduccion del nudibranquio hacia su propio esfuerzo
reproductivo. Ello implica que al menos Ismaila belciki sigue una estrategia similar en
ciertos aspectos a los parasitos castradores, aunque difiere de ella en que la infeccion no

implica el cese completo de la reproduccion del hospedador.

ANTON et al. (2015) emplean de nuevo el SEM para describir tres especies del género

Ismaila y una del género Arthurius.
1.6. Historia natural.
1.6.1. Distribucién geografica.

La mayoria de las especies se encuentran en aguas templadas, ya que de las 31 conocidas
en la actualidad, 22 se han encontrado en ellas y inicamente 9 en la zona intertropical
(HANCOCK & NORMAN, 1863; BERGH, 1867, 1868; CANU, 1891; HECHT, 1893, 1895;
SCOTT & SCOTT, 1895; O’ DONOGHUE, 1924; DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950, 1951;
BELCIK, 1981; HO, 1981; JENSEN, 1987, 1990; SCHRODL, 1997, 2002; HUYS, 2001;
HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b; ABAD et al., 2011; UYENO &
NAGASAWA, 2012; ANTON & SCHRODL, 2013a; ANTON et al., 2015).
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- El género Splanchnotrophus presenta la distribucion mas amplia de la familia,

puesto que se observa en dos zonas bien diferenciadas y separadas

geograficamente: una europea boreo-mediterranea y otra formada por las dos

especies descritas en Japon.

2326

Figura 14. Mapa de la distribucion del género Splanchnotrophus.

- La distribucion del género Lomanoticola se solapa con la del género

Splanchnotrophus en el Mediterraneo y Atlantico nororiental (europea boreo-

mediterranea).

23726

Figura 15. Mapa de la distribucion del género Lomanoticola.
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- El género Ismaila se menciona en el Caribe y en aguas templadas del Pacifico

nororiental y suroriental.

23°267..

Figura 16. Mapa de la distribucion del género Ismaila.

- En el género Arthurius la distribucion es indo-pacifica, observandose en

Australia occidental, Nueva Caledonia y Sulawesi.

239267

Figura 17. Mapa de la distribucion del género Arthurius.
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- La presencia del género Ceratosomicola se ha citado en las islas Houtman,

Abrolhos, Sulawesi y Japon (distribucion indo-pacifica).

Figura 18. Mapa de la distribucion del género Ceratosomicola.

- El género Majimun presenta la distribucion mas limitada de la familia, ya que

hasta el momento solamente se ha encontrado en Japon.

23°267..

Figura 19. Mapa de la distribucion del género Majimun.
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1.6.2. Habitat.

La familia Splanchnotrophidae parasita opistobranquios de aguas costeras, desde la

zona intermareal hasta los 30 m de profundidad.

Dado que la familia Splanchnotrophidae se encuentra en el interior de opistobranquios,
el cuerpo del hospedador se debe entender también como su habitat (RHODE, 1993). Las
hembras ovigeras se sujetan a sus visceras con los apéndices laterales y penetran el
intertegumento con el urosoma (Figs. 20A, B), mientras que los machos se mueven

libremente por el interior del hospedador (Fig. 20B).

Al urosoma se anclan un par de sacos ovigeros que se situan entre los ceratas o entre las
branquias del hospedador (Fig. 21) (BELCIK, 1981; HO, 1981; SCHRODL, 1997; HUYS,
2001; SCHRODL, 2002; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b; ABAD
et al.,2011; ANTON & SCHRODL, 2013a, b), lo que les confiere un buen camuflaje y el
aprovechamiento de las defensas quimicas del opistobranquio (JENSEN, 1987;
SCHRODL, 1997; HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; ANTON & SCHRODL,
2013a).
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HemPar

Figura 20. Posicionamiento de Splanchnotrophus gracilis en el interior del nudibranquio Trapania
tartanella. A. Posicion de la hembra. B. Posicion de varios machos respecto a una hembra (al:
apéndices laterales; HemPar: hembra del parasito; MaPar: macho del parasito; so: sacos ovigeros).

Fotografias realizadas con microscopio estereoscopico.
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Figura 21. Posicion de los sacos ovigeros (flechas blancas) de los géneros Splanchnotrophus y

Lomanoticola. A. Lomanoticola sp. nov. en Doto lemchei Ortea & Urgorri, 1978. B. Lomanoticola sp.
nov. en Doto pinnatifida (Montagu, 1804). C. Lomanoticola sp. nov. en Eubranchus sp. D.
Splanchnotrophus gracilis en Trapania tartanella. E. Lomanoticola sp. nov. en Doto koenneckeri
Lemche, 1976. F. Lomanoticola sp. nov. en Doto fragilis (Forbes, 1838). Fotografias realizadas con

microscopio estereoscopico.
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1.6.3. Reproduccion.

El modo de reproduccién de los miembros de la familia Splanchnotrophidae es
desconocido, y sélo existen datos sobre la anatomia interna del aparato reproductivo
(BELCIK, 1981; HUYS, 2001; ANTON & SCHRODL, 2013b). Sin embargo se ha observado
que por lo general una unica hembra comparte hospedador con uno o mas machos, y
que estos se encuentran normalmente en las proximidades de la misma (HoO, 1981;
SCHRODL, 1997; HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b;
ABAD et al., 2011). Por ello ANTON & SCHRODL (2013b) sugieren que la copula tiene
lugar continuamente entre las hembras y los machos situados en sus proximidades,

asegurando asi un suministro constante de gametos masculinos.

La forma de los sacos ovigeros es diferente segun el género (Fig. 22), y su insercion con
el genitoabdomen puede ser terminal o subterminal (HUYS, 2001; HAUMAYR &
SCHRODL, 2003; ANTON & SCHRODL, 2013a). Su coloraciéon también es variable, e
incluso ha sido utilizada como caracter diagnostico diferencial entre especies de un

mismo género (CANU, 1891; SALMEN, et al., 2008a).
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Figura 22. Detalle de los sacos ovigeros de los géneros Splanchnotrophus y Lomanoticola. A.

Lomanoticola sp. nov. en Doto koenneckeri. B. Lomanoticola sp. nov. en Doto lemchei. C.
Lomanoticola sp. nov. en Eubranchus sp. D. Splanchnotrophus gracilis en Trapania tartanella.

Fotografias realizadas con microscopio estereoscopico.
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1.6.4. Ciclo vital.

Tras la eclosion de los huevos el primer estadio larvario que aparece es el nauplius I, de
modo de vida pelagico; se desconoce si existen todos los restantes estadios nauplius
tipicos de copépodos (II-VI) o si hay reduccion en su nimero. A continuacion, la larva
nauplius se transforma en sucesivas formas de copepodito I, II, III y IV (Fig. 23). La
infeccion del hospedador tiene lugar durante la fase de copepodito I, los copepoditos II,
III y IV son endoparasiticos. La aparicion del dimorfismo sexual ocurre durante el
estadio de copepodito IV mediante el desarrollo peramorfico de las hembras (HO, 1987;
HuUYs, 2001; ANTON & SCHRODL, 2013a).

Figura 23. Copepoditos de Ismaila occulta (tomado de Ho,
1987). A. Copepodito II. B. Copepodito III. C. Copepodito IV,
hembra. D. Copepodito IV, macho.
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1.6.5. Alimentacion.

Generalmente se ha asumido que los esplancnotrofidos se alimentan de las visceras del
hospedador (HUYS, 2001; MARSHALL & HAYWARD, 2006). Recientemente algunos
autores (SALMEN et al., 2008a, b; ANTON & SCHRODL, 2013a, b) descartan esta teoria
puesto que las visceras de la mayoria de los hospedadores no presentan dafios; ademas,
existe una tendencia en la familia hacia la reduccion e incluso desaparicion de las piezas
bucales (géneros Arthurius y Ceratosomicola) y la musculatura asociada a ellas no esta
lo suficientemente desarrollada como para permitir este tipo de alimentacion. Proponen
en su lugar que la principal fuente de alimento es la hemolinfa del hospedador, muy rica
en nutrientes y de facil ingestion y digestion. Complementariamente a este tipo de
alimentacion también podria realizar absorcion de nutrientes a través de la cuticula,

gracias a su escaso grosor (ANTON & SCHRODL, 2013b).
1.6.6. Circulacion.

El flujo de la hemolinfa se produce mediante los propios movimientos del copépodo y
del hospedador, ya que no existen corazon u otras estructuras tipicas del sistema

circulatorio (ANTON & SCHRODL, 2013Db).
1.6.7. Respiracion.

El intercambio gaseoso tiene lugar a través de la fina cuticula por difusion simple en
toda la superficie corporal (BELCIK, 1981; SALMEN ef al., 2008b; ANTON & SCHRODL,
2013Db).

1.7. Parasitismo: definicion y conceptos generales.

En una aproximacion general se podria definir el parasitismo como la utilizacion de un
organismo (el hospedador) como habitat y fuente de nutrientes por parte de otro (el
parasito), que puede producir dafios en el primero o ser completamente inocuo para €l
(KABATA, 1979; RHODE, 1993; SMYTH, 1994; ZELMER, 1998; POULIN, 2007).

Existen una serie de asociaciones interespecificas que en la literatura han sido
ocasionalmente equiparadas al parasitismo en un sentido amplio, ya que en ocasiones
es dificil trazar una frontera que separe unas de otras (RHODE, 1993; SMYTH, 1994;
POULIN, 2007):

- Foresis: una especie emplea a otra para su desplazamiento pero sin llegar a

establecer una asociacion intima.

34



Introduccion

- Comensalismo: un organismo utiliza la comida suministrada por el hospedador,
pero sin causarle ningun petjuicio y sin que esta relacion sea obligada o, segin
SMYTH (1994), sin que uno sea metabolicamente dependiente del otro.

- Mutualismo y simbiosis: son dos términos similares que definen asociaciones
muy intimas entre dos especies en las que ambas obtienen un beneficio, pero si
bien en el caso del mutualismo esta relacion no es obligada, los organismos
simbiontes no pueden vivir de manera independiente uno del otro. Para evitar
errores es importante sefialar que, en un sentido amplio, es comun la aplicacién
del término simbiosis para referirse a cualquier tipo de relacion interespecifica,

incluido el parasitismo (RHODE, 1993).

Los parasitos deben poseer una serie de adaptaciones dirigidas hacia una efectiva
colonizacion de su habitat, entendiendo como tal el cuerpo del hospedador. La maés
importante de todas ellas es la capacidad de evadir o tolerar la respuesta inmune que su
presencia genera en el hospedador, de manera que esta respuesta es un continuo y
potente factor selectivo para el pardsito. Esto también podria ser aplicado desde el punto
de vista del hospedador ya que el parasitismo ejerce en ¢l una fuerte presion selectiva
en el sentido de que, desde el momento en el que el parasito le causa alglin dafio, sélo
existen para la especie hospedadora dos salidas frente a este problema: la extincion o la
adaptacion, mediante el desarrollo de nuevas estrategias que lo lleven a evitar ser

parasitado o al menos soportar los efectos de la infeccion (OLSEN, 1974; ZELMER, 1998).
1.8. La subclase Copepoda y el parasitismo.

Los copépodos integran uno de los grupos de parasitos de animales marinos mas amplio,
y por ello son extremadamente importantes (RHODE, 1993; ROBERTS & JANOVY, 2000;
BOXSHALL & HALSEY, 2004). De hecho, segin HUYS & BOXSHALL (1991), casi la
mitad de las especies de copépodos viven de alguna manera relacionadas con otros
organismos. Es por ello que se puede observar una enorme diversidad evolutiva en la
explotacion de nichos simbidticos y en su espectro de adaptaciones a la simbiosis s./.

(ROBERTS & JANOVY, 2000).

La adaptacion de los copépodos al modo de vida parasitico se refleja en una serie de

tendencias anatomicas y bioldgicas (ROBERTS & JANOVY, 2000):

- Reducciodn de los apéndices locomotores.
- Desarrollo de adaptaciones dirigidas a la adhesion.
- Incremento del tamafio y cambio de las proporciones corporales, causados por

el crecimiento de las regiones genitales o reproductivas.
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- Fusion de los somitos corporales y pérdida de evidencias externas de
segmentacion.
- Reduccioén de los érganos sensoriales.

- Reduccion del numero de estadios de vida libre.

KABATA (1979) formula dos hipoétesis para explicar el proceso por el cual los copépodos
adoptaron el parasitismo. La primera afirma que individuos de vida libre que se
alimentaban atacando larvas de peces mucho mayores que ellos lo hacian aferrandose a
pliegues de su epidermis durante breves periodos de tiempo, limitados a lo estrictamente
necesario para la alimentacion. De ahi pasaron a encuentros mas prolongados que irian

evolucionando hacia incipientes sistemas parasito-hospedador.

La segunda hipotesis propone que copépodos de vida libre que buscaban su alimento en
los fondos marinos adquirieron aparatos bucales adecuados para este propoésito, asi
como apéndices que les facilitaban la sujecion al sustrato donde se alimentaban. Estos
copépodos, debido al gran nimero de encuentros esporadicos con otras especies que
habitaban en el fondo o que se encontraban cerca de €l, acabarian por asociarse con ellas

de una forma mas o menos permanente hasta culminar en el parasitismo.

Ambas propuestas estarian respaldadas por los requisitos que segun POULIN (2007)
tienen que existir para que se produzca la transiciéon de un modo de vida libre a otro
parasitico. Uno de ellos es que surja la oportunidad de explotar un organismo de mayor
tamafo por parte de uno mas pequefio, derivada de encuentros esporadicos en los que
ninguno sufre dafios. Otro de los requisitos es que la especie de menor tamafio posea
ciertas preadaptaciones encaminadas a su supervivencia, alimentacion y reproduccion
en el hospedador. Sin éstas el parasito no podria sacar partido de su potencial

hospedador, y su utilizacién no se veria favorecida por la seleccion natural.

La adopcién del parasitismo supuso para los copépodos el cambio de una serie de
problemas bioldgicos por otros. Para un animal de vida libre estos problemas se refieren
a su supervivencia como individuo, es decir, buscar alimento y al mismo tiempo evitar
ser depredado, de manera que desarrolla estrategias para escapar de sus predadores. En
el caso de los copépodos parasitos esta faceta se deja en manos del hospedador, por lo
que la busqueda de alimento y la necesidad de huir de los predadores no representan un
problema para ellos (KABATA, 1979; POULIN, 2007). A pesar de ello, esta estrategia
presenta el inconveniente de que la movilidad se ve muy reducida, lo que puede

comprometer el éxito reproductivo. Para resolver este problema los parasitos invierten
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la energia ahorrada en la locomocion y busqueda de alimento en incrementar los

esfuerzos destinados a su reproduccion (OLSEN, 1974; ROBERTS & JANOVY, 2000).

Desde un punto de vista evolutivo es muy interesante comparar la anatomia de las
formas larvarias y adultas de los copépodos de vida libre y de los copépodos parasitos.
Por una parte hay evidentes diferencias entre los estadios juveniles de los copépodos
parasitos y sus correspondientes adultos, sobre todo en el caso de las hembras (KABATA,
1979). Pero el hecho mas destacable es el parecido entre formas larvarias y juveniles
parasitas y los adultos de especies de vida libre, semejanza que se hace atin mayor a la
hora de comparar los primeros estadios del desarrollo ontogénico de formas de vida

libre y parésitas (KABATA, 1979).

Dentro de la subclase Copepoda el orden Poecilostomatoida ilustra la progresion desde
pequefios parasitos especializados (familia Ergasilidae) a formas con una anatomia
altamente modificada (familias Philichthyidae y Sarcotacidae), teniendo éxito como
simbiontes s.s. y como parasitos (ROBERTS & JANOVY, 2000). HUYS & BOXSHALL
(1991) se basan en este hecho al afirmar que el orden Poecilostomatoida es
probablemente el mas diverso, en términos de anatomia externa, dentro de los
copépodos: se observan tanto representantes primitivos con la tipica anatomia
ciclopiforme que viven en asociaciones “débiles” con otros organismos (como por
ejemplo el género Hemicyclops Boeck, 1872, que habita en las guaridas de los
decapodos), como un elevado nimero de familias parasiticas altamente derivadas que
muestran todo un abanico de anatomias externas poco comunes (como la familia
Corallovexiidae, parasita de coelenterados; las familias Chondracanthidae y
Philichthyidae, que parasitan peces; la familia Mytilicolidae, que infecta moluscos
bivalvos; o la familia Nereicolidae, que se encuentra parasitando poliquetos) (Fig. 24).
Segin HO (1991) se conocen unas 1570 especies pertenecientes al orden
Poecilostomatoida que se encuentran agrupadas en 47 familias y todas ellas, a excepcion
de 5 planctonicas (Corycaeidae, Oncaeidae, Paralubbockiidae, Sapphirinidaec y
Urocopiidae), viven manteniendo relaciones interespecificas mas o menos estrechas con

invertebrados marinos y peces.
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2

1991).

Figura 24. Variabilidad del habitus en el orden Poecilostomatoida (tomado de HUYS & BOXSHALL,
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1.9. Infraclase Opisthobranchia: hospedadores de la familia

Splanchnotrophidae.
1.9.1. Sistematica y generalidades de Opisthobranchia.

Segiin BOUCHET et al. (2005) la infraclase Opisthobranchia (Mollusca, Gastropoda) se
divide en diez ordenes: Acochlidiacea Odhner, 1937; Anaspidea Fischer, 1883;
Cephalaspidea Fischer, 1883; Gymnosomata Blainville, 1824; Nudibranchia Cuvier,
1817; Pleurobranchomorpha Pelseneer, 1906; Runcinacea Burn, 1963; Sacoglossa Von
Thering, 1876; Thecosomata Blainville, 1824 y Umbraculida Odhner, 1939.

La caracteristica comun que define a los opistobranquios es el proceso de la detorsion,
en el cual se invierte parcial o totalmente la torsion de la masa visceral, cavidad paleal
y ctenidio que se da en las primeras etapas del desarrollo embrionario de todos los
gasteropodos. Esta inversion secundaria de la torsion ocurre tras el estadio de larva
veliger y tiene importantes implicaciones anatomicas, ya que la cavidad paleal y los
organos asociados a ella rotan hacia la derecha e incluso pueden volver a la parte
posterior del animal; como consecuencia, los conectivos viscerales se disponen de

nuevo paralelamente (eutineuria).

La reduccion en diferentes grados o completa desaparicion de la concha, ctenidios y
cavidad del manto son también caracteres que comparten casi todos los opistobranquios.
Ademas, poseen un par de tentaculos cefalicos, dos rindforos exclusivos de estos
moluscos, son hermafroditas y mayoritariamente marinos y benténicos (THOMPSON &

BROWN, 1984; BRUSCA & BRUSCA, 2005).

El orden Nudibranchia conforma el grupo monofilético mas numeroso y diverso dentro
de los opistobranquios. Con unas 3000 especies, comprende aproximadamente la mitad
de toda la subclase (THOMPSON & BROWN, 1984; WAGELE & KLUSSMANN-KOLB,
2005). Se encuentra dividido en los subordenes Dexiarchia Schrodl, Wagele & Willan,
2001 y Euctenidiacea Tardy, 1970. El suborden Dexiarchia engloba al infraorden
Cladobranchia Sars, 1878; y el suborden Euctenidiacea engloba al infraorden Doridacea
Thiele, 1931. A su vez, dentro del infraorden Cladobranchia se clasifican los
parvordenes Aecolidida Odhner, 1934; Dendronotida Odhner, 1934 y Euarminida
Odhner, 1939 (BOUCHET ef al., 2005).

Cada uno de estos grupos presenta las siguientes caracteristicas:
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- Infraorden Doridacea. Grupo més abundante dentro de los nudibranquios.
Cuerpo protegido por un manto dorsal espiculoso que puede estar fuertemente
recubierto de espiculas o disponer de glandulas notales de secrecion acida o
repugnatoria. Los rin6foros presentan capacidad de retraccion o contraccion,
pero nunca existe vaina rinoforica. El ano se encuentra en posicion
posterodorsal, rodeado por una corona de branquias secundarias.

- Parvorden Aecolidida. Se caracteriza por presentar ceratas fusiformes en filas
dorsolaterales que portan ramas de la glandula digestiva y, en sus apices,
cnidosacos. Rinéforos contréctiles, pero sin vaina.

- Parvorden Dendronotida. Cuerpo con dos lineas dorsolaterales de ceratas, que
raramente albergan cnidosacos. La caracteristica mas definitoria de este grupo
es la presencia alrededor de la base de los rin6foros de una vaina rinoférica,
cuya funcion es la de protegerlos cuando el animal es molestado, retrayendo los
rin6foros en su interior.

- Parvorden Euarminida. La caracteristica mas destacable de este grupo son los
pliegues respiratorios que se encuentran en complejas filas por debajo del borde

del manto.

La concha y el opérculo estan ausentes en los nudibranquios, salvo en fase larvaria, lo
cual representa el grado mas desarrollado en la tendencia polifilética de los

opistobranquios a la reduccion de la concha.

También desparecen por completo la cavidad paleal y la branquia de tipo ctenidio, lo
que hizo necesaria la aparicion de branquias secundarias contractiles o retractiles en
forma de anillo en el noto posterior del animal (infraorden Doridacea) u otras estructuras
respiratorias secundarias: pliegues a lo largo del borde inferior del manto (parvorden
Euarminida), y ceratas (parvordenes Dendronotida y Aeolidida). Dentro del parvorden
Dendronotida existen dos tipos de estructuras respiratorias: ceratas dendriticos de
adquisicion neomorfica en el género Tritonia Cuvier, 1798 y las pseudobranquias del

género Doto Oken, 1815 en la base interior de los ceratas (THOMPSON & BROWN, 1984).

Debido a la pérdida de la concha, los nudibranquios pudieron alcanzar a lo largo de su
historia evolutiva una amplia diversidad anatémica y biologica al desembarazarse del
rigido modelo corporal impuesto por esta pesada y limitante defensa pasiva (WAGELE
& KLUSSMANN-KOLB, 2005; WAGELE ef al., 2006). Dicha pérdida fue posible gracias a
la aparicion de nuevos y variados mecanismos de defensa (THOMPSON & BROWN,
1984):
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Defensas fisicas. Muchos doridaceos presentan numerosas espiculas en el
tegumento (Fig. 25A).

Cleptonidia. Se observa en los acolidiceos y consiste en la utilizacion de los
nematocistos sin disparar de los cnidarios que depredan para usarlos en su
propia defensa. Son incorporados, via glandula digestiva, en unas estructuras
llamadas cnidosacos, las cuales se encuentran en el apice de los ceratas (Fig.
25B).

Defensas quimicas. Corresponden a estructuras glandulares repugnatorias,
como son las glandulas acidas y las formaciones dermales del manto (MDFs,
de sus siglas en inglés), que incorporan metabolitos secundarios tdxicos
procedentes de sus presas o de sintesis propia. Estas estructuras se pueden
encontrar dispersas por toda la superficie dorsal del manto (Fig. 25C) o en su
borde. La enorme diversidad en cuanto a la anatomia y utilizacién de estas
defensas quimicas es otra de las facetas mas tipicas de los nudibranquios.
WAGELE et al. (2006) presuponen que las defensas glandulares tienen alguna
implicacion en la proteccion de los nudibranquios frente a las infecciones por
parte de los esplancnotréfidos y en la especificidad hospedador-parasito, pero
esta afirmacién no ha podido ser comprobada.

Coloraciones cripticas y aposematicas. En muchos casos, los nudibranquios son
capaces de imitar de manera excepcional los colores y forma de los sustratos
sobre los que se encuentran con el fin de pasar desapercibidos a los potenciales
predadores (Fig. 25D). Por el contrario, los que poseen sistemas de defensa muy
efectivos presentan coloraciones aposematicas, muy llamativas, para advertir a
los potenciales depredadores de la existencia de defensas quimicas o de otra

naturaleza.
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Figura 25. Diferentes estrategias defensivas de los nudibranquios. A. Entramado espicular del manto

de Doris sp. B. Cerata con cnidosaco de Cuthona nana (Alder & Hancock, 1842). C. Glandulas
repugnatorias (puntos marrones) de Discodoris stellifera Vayssiére, 1903. D. Cuthona nana (flecha
blanca) camuflada entre el hidroideo colonial Hydractinia echinata (Fleming, 1828) (A: fotografia

realizada al SEM; B-D: fotografias realizadas con microscopio estereoscopico).
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1.9.2. Preferencias y especificidad de los esplancnotroéfidos.

Los componentes de la familia Splanchnotrophidae se encuentran parasitando varios
ordenes de opistobranquios marinos, con diferentes preferencias segun el género al que
pertenezcan (HANCOCK & NORMAN, 1863; BERGH, 1868; CANU, 1891; HECHT, 1893,
1895; SCOTT & SCOTT, 1895; O’ DONOGHUE, 1924; DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950,
1951; BELCIK, 1981; HO, 1981; JENSEN, 1987, 1990; SCHRODL, 1997, 2002; HUYS,
2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al.,2008a, b; ABAD et al.,2011; UYENO
& NAGASAWA, 2012):

- El género Splanchnotrophus parasita hospedadores del orden Nudibranchia,
especificamente del infraorden Doridacea y del parvorden Aeolidida.

- El género Lomanoticola infecta a especies de los parvérdenes Aeolidida y
Dendronotida.

- El género Ismaila presenta patrones de infeccién més amplios, utilizando como
hospedadores, ademas de a representantes de todos los grupos de
nudibranquios, también a algunas especies del orden Sacoglossa.

- El género Ceratosomicola solo se ha encontrado parasitando a miembros de la
familia Chromodorididae Bergh, 1871.

- El género Arthurius tiene como hospedadores tinicamente a miembros del orden
Sacoglossa.

- El género Majimun parasita a especies de doridaceos del género Roboastra
Bergh, 1877.

También existen diferencias entre los esplancnotrofidos en cuanto a la especificidad
hospedador-parasito, entendida como el niimero de especies de opistobranquios que una
unica especie de parasito puede infectar (HANCOCK & NORMAN, 1863; BERGH, 1868;
CANU, 1891; HECHT, 1893, 1895; SCOTT & SCOTT, 1895; O’DONOGHUE, 1924;
DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950, 1951; BELCIK, 1981; HO, 1981; JENSEN, 1987,
1990; SCHRODL, 1997, 2002; HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et
al.,2008a, b; ABAD et al., 2011; UYENO & NAGASAWA, 2012):

- Géneros Ismaila, Arthurius y Ceratosomicola: la especificidad es muy elevada
ya que en todos ellos una especie de parasito utiliza una Unica especie de
hospedador (monoespecificidad), excepto Ismaila monstrosa que utiliza 4
especies de opistobranquios como hospedadores.

- Género Splanchnotrophus: sus integrantes utilizan como hospedadores un

minimo de 2 especies de nudibranquios y un maximo de 4.
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- Género Lomanoticola: las 2 especies conocidas de este género presentan
distintas especificidades en la eleccion de sus hospedadores, ya que
Lomanoticola brevipes parasita a 7 especies pertenecientes a los infraordenes
Aeolidida y Dendronotida, pero Lomanoticola insolens infecta a una Unica
especie de dendronotaceos.

- Latnica especie conocida del género Majimun tiene 2 hospedadores.

Las diferencias de especificidad a la hora de elegir hospedador plantean dos modelos

explicativos acerca de este fendémeno:

- Existen dos estrategias opuestas dentro de la familia Splanchnotrophidae en lo
que se refiere a la seleccion del hospedador: una es la que siguieron las especies
monoespecificas (mondfagas) y otra es la que adoptaron las especies que poseen
la capacidad de parasitar a multiples hospedadores (polifagas).

- Las especies polifagas son en realidad un complejo de varias especies cripticas

con monoespecifidad.

Se entiende por especies cripticas aquellas que han sido clasificadas bajo un mismo
nombre debido a que se diferencian por caracteres anatomicos muy sutiles (BICKFORD
et al., 2006), o aquellas en las que se produce estasis morfologica tras la especiacion, lo
que provoca que la divergencia genética continue sin diferenciacion anatdmica (ROCHA-
OLIVARES et al., 2001). A causa de la escasa informacion disponible acerca de varios
géneros de la familia Splanchnotrophidae y a que algunas de sus especies fueron
descritas unicamente en base a la especificidad hospedador-parasito (HECHT, 1895;
DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950), este taxon es susceptible de albergar especies
cripticas. En ese sentido, existen precedentes en otros taxones en los que el estudio de
la divergencia genética de una especie supuestamente polifaga revela un complejo de

varias especies cripticas monofagas (SMITH ef al., 2006; DIPPENAAR et al., 2010).

1.10. Problematica de la famlia Splanchnotrophidae.

A pesar de los avances en el conocimiento en los Ultimos afios, la familia
Splanchnotrophidae sigue siendo uno de los grupos de copépodos menos conocidos.
Solo existen datos anatdmicos de ciertos taxones, lo que hace necesario ampliar esa
informacion. Esto es mas evidente en los dos géneros que se encuentran en Europa,
Splanchnotrophus y Lomanoticola: aunque aparecen en las mismas areas, la relacion

filogenética entre estos géneros es incierta, ya que la informacion anatémica disponible
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sobre el género Lomanoticola es muy limitada. En la peninsula Ibérica la presencia de
ambos taxones Unicamente ha sido constatada gracias a citas esporadicas - con la
excepcion de ABAD et al. (2011)- a pesar de que se encuentra situada entre las dos areas
de distribucion europeas de los géneros Lomanoticola y Splanchnotrophidae (Noroeste

de Europa y Mediterraneo occidental).

Generalmente, los trabajos sobre la morfologia de las especies de la familia
Splanchnotrophidae se limitan a unos pocos ejemplares por la dificultad y aleatoriedad
de su recoleccion. En el caso de la presente memoria, por primera vez se puede afrontar
el estudio amplio de algunas especies de los géneros Lomanoticola y Splanchnotrophus
gracias a la recoleccion de individuos mediante buceo con escafandra autéonoma a lo
largo de 5 afios y a la disponibilidad de un gran numero de opistobranquios
pertenecientes a la coleccion “Opistobranquios de Galicia” del profesor Victoriano

Urgorri.

1.11. Antecedentes.

Antes comenzar la recoleccion de ejemplares se realizdé un estudio preliminar para
determinar cudles podrian ser las especies de la familia Splanchnotrophidae presentes

en el area de estudio, y qué especies de opistobranquio podrian ser sus hospedadoras.

Mediante una revision bibliografica se identificaron los géneros de la familia
Splanchnotrophidae con una distribucion compatible con el area de estudio y las
especies de opistobranquios descritas como hospedadoras con presencia en las rias de
Ferrol y Ares (ORTEA & URGORRI, 1978; ORTEA & URGORRI, 1981; URGORRI &
BESTEIRO, 1984; HUYS, 2001; ABAD ef al.,2011; URGORRI ef al., 2011).

Con el fin de ampliar el rango de opistobranquios potencialmente parasitados por los
copépodos, se tuvieron en cuenta aquellas especies distribuidas en el area de estudio que
muestran proximidad taxondmica, en las categorias de género y familia, con las especies

de opistobranquio citadas como hospedadoras de la familia Splanchnotrophidae.

Se comprobd que los géneros Doto y Lomanotus Vérany, 1844 del parvorden
Dendronotida y las familias Aeolidiidae Gray, 1827, Eubranchidae Odhner, 1934,
Flabellinidaec Bergh, 1889 y Glaucidae Gray, 1827 del parvorden Aeolidida son los
taxones con mayor potencial para albergar tanto especies del género Lomanoticola
como del género Splanchnotrophus. En el mismo sentido, se encontrd que especies de
las familias Goniodorididae H. Adams & A. Adams, 1854 y Onchidorididae Gray, 1827
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poseen mas probabilidades de ser hospedadoras de especies del género

Splanchnotrophus.

Dada la dificultad de recolectar nudibranquios directamente en el infralitoral se decidio
que en los muestreos se deberia realizar la recoleccion de sustratos alimenticios
preferenciales de los nudibranquios, para posteriormente en el laboratorio separar los
hospedadores individualmente. Para ello, se revisé la bibliografia con el fin de
establecer las especies de cnidarios, poriferos, ascidiaceos, etc. en las que se podria
encontrar cada especie de opistobranquio objetivo (Tabla 1) (URGORRI & BESTEIRO,
1984; MCDONALD & NYBAKKEN, 1997).

Como complemento, se examino la coleccion “Opistobranquios de Galicia” del profesor
V. Urgorri en busca de opistobranquios parasitados que fueran recolectados en el area
de estudio, gracias a lo cual se encontraron varias especies hospedadoras de la familia

Splanchnotrophidae presentes en la Ria de Ferrol y en la Ria de Ares.

Tabla 1. Especies de nudibranquios objeto de estudio y especies a las que depredan; en aquellas citadas
como hospedadoras en la bibliografia se indica la especie del parasito. (AE: Aeolidiidae; AN:
Anthozoa; AS: Ascidiacea; BR: Bryozoa; CL: Calmidae; DT: Dotidae; EN: Entoprocta; EU:
Eubranchidae; FC: Facelinidae; FL: Flabellinidae; GD: Goniodorididae; HY: Hydrozoa; LB:
Lomanoticola brevipes; LM: Lomanotidae; NU: Nudibranchia; OD: Onchidorididae; PR: Porifera; SA:
Splanchnotrophus angulatus; SD: Splanchnotrophus dellachiajei; SG: Splanchnotrophus gracilis; SW:

Splanchnotrophus willemi).

Familia Hospedador Parasito Especie Alimento

(AN) Actinia equina (Linnaeus, 1758)

Aeolidia papillosa L a
AE Winirre s, 19610) SA (AN) Anemonia viridis (Forsskal, 1775)
(AN) Metridium dianthus (Ellis, 1768)
(AN) Cereus pedunculatus (Pennant, 1777)
Aeolidiella alderi . .
AE (Cocks, 1852) SA (AN) Diadumene cincta Stephenson, 1925
(AN) Sagartia elegans (Dalyell, 1848)
AE clenllicblls 3oz SA (AN) Sagartiogeton laceratus (Dalyell, 1848)

(Alder & Hancock, 1845)

Aeolidiella sanguinea .
AE (Norman, 1877) — (AN) Sagartia elegans (Dalyell, 1848)

(AN) Cereus pedunculatus (Pennant, 1777)
AE Cerberilla bernadettae . (AN) Diadumene cincta Stephenson, 1925
Tardy, 1965 (AN) Sagartia troglodytes (Price, 1847)

(AN) Sagartiogeton undatus (Miiller, 1778)
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Familia Hospedador Parasito Especie Alimento
(AN) Actinia equina (Linnaeus, 1758)
Sl maemalins (AN) Actinothoe sphyrodeta (Gosse, 1858)
(o5 (Delle Chiaje, 1841) 2
clie Lhaye, (AN) Aiptasia mutabilis (Gravenhorst, 1831)
(AN) Anemonia viridis (Forsskal, 1775)
Huevos peces: Lipophrys polis
CL Calma glaucoides . (Linnaeus, 1758)
(Alder & Hancock,1854) )
Huevos peces: Lepadogaster sp.
Calma gobiophaga . . L g
CL Calado & Urgorri, 2002 Huevos peces: Gobius niger Linnaeus, 1758
EU Eubranchus cingulatus — (HY) Kirchenpaueria pinnata (Linnaeus, 1758)
(Alder & Hancock, 1847) P p g
Eubranchus doriae . . .
EU (Trinchese, 1874) — (HY) Kirchenpaueria pinnata (Linnaeus, 1758)
(HY) Laomedea flexuosa Alder, 1857
Eubranchus exiguus L .
EU (Alder & Hancock, 1848) — (HY) Obelia dichotoma (Linnaeus, 1758)
(HY) Obelia geniculata (Linnaeus, 1758)
- Bttt (i . (HY) Aglaophenia pluma (Linnaeus, 1758)
(dltlae s Elausaels, 1844 (HY) Obelia geniculata (Linnacus, 1758)
Eubranchus linensis . L.
EU Garcia-Gémez et al., 1990 — (HY) Halecium liouvillei Billard, 1934
Eubranchus pallidus o E .
EU (Alder & Hancock, 1842) — (HY) Obelia dichotoma (Linnaeus, 1758)
EU Eubranchus sp. — (HY) Aglaophenia tubulifera (Hincks, 1861)
EU Eubranchus sp. 2 — (HY) Aglaophenia spp.
- Eubranchus tricolor v, (HY) Nemertesia ramosa (Lamarck, 1816)
Forbes, 1838 (HY) Tubularia indivisa Linnaeus, 1758
Eubranchus vittatus . . .
EU (Alder & Hancock, 1842) — (HY) Kirchenpaueria pinnata (Linnaeus, 1758)
Facelina annulicornis
FC (Chamisso & Eysenhardt, — Hydrozoa, Nudibranchia
1821)
Facelina auriculata . . .
FC (Miller, 1776) SW (HY) Obelia geniculata (Linnaeus, 1758)
FC Facelina dubia . (HY) Ectopleura larynx
Pruvot-Fol, 1948 (Ellis & Solander, 1786)
Favorinus branchialis . .
FC (Rathke, 1806) — Huevos nudibranquio
FC Favorinus blianus — Huevos nudibranquio

Lemche & Thompson, 1974
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Familia Hospedador Parasito Especie Alimento
(AN) Anemonia sulcata (Pennant, 1777)
(AS) Ciona intestinalis (Linnaeus, 1767)
FC Pruvotfolia pselliotes .
(Labbé, 1923) (HY) Clava multicornis (Forsskal, 1775)
(HY) Coryne muscoides (Linnaeus, 1761)
(HY) Obelia geniculata (Linnaeus, 1758)
Babakina anadoni
FL (Ortea, 1979) — (HY) Candelabrum sp.
Flabellina affinis . .
FL (Gmelin, 1791) SD (NU) Cratena peregrina (Gmelin, 1791)
Flabellina babai (HY) Campanularia sp.
FL Schmekel, 1972 o
chmexkel, (HY) Eudendrium spp.
Flabellina ischitana (HY) Eudendrium glomeratum Picard, 1952
R Hi & Th 1990
1rano ompson, (HY) Eudendrium racemosum (Cavolini, 1785)
Flabellina lincata (HY) Corymorpha nutans Sars, 1835
FL Lovén, 1846) -
(Lovén, (HY) Tubularia indivisa Linnacus, 1758
Flabellina pedata ,
FL (Montagu, 1816) (HY) Eudendrium spp.
Embletonia pulchra .
TG (Alder &Hancock,1851) B 'SR Tr-
Cuthona amoena . . .
TG (Alder & Hancock, 1843) (HY) Halecium halecinum (Linnaeus, 1758)
(HY) Sertularella gayi (Lamouroux, 1821)
TG Cuthona caerulea » (HY) Sertularella gaudichaudi
(Montagu, 1804) (Lamouroux, 1824)
(HY) Sertularella polyzonias (Linnaeus, 1758)
Cuthona concinna . .
TG (Alder & Hancock, 1843) (HY) Sertularia argentea Linnaeus, 1758
6 Cuthona foliata (HY) Bougainvillia muscus (Allman, 1863)
(Forbes & Goodsir, 1839) (HY) Sertularella polyzonias (Linnaeus, 1758)
Ascidias
TG Cuthona genovae LB
(O’Donoghue, 1929) (HY) Ectopleura larynx
(Ellis & Solander, 1786)
(HY) Ectopleura crocea (Agassiz, 1862)
TG Cuthona gymnota .
(Couthouy, 1838) (HY) Ectopleura larynx
(Ellis & Solander, 1786)
Cuthona ilonae . . . .
TG (Schmekel, 1968) — (HY) Clytia hemisphaerica (Linnaeus, 1767)
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Familia Hospedador Parasito Especie Alimento
Cuthona nana .. . .
TG (Alder & Hancock, 1842) — (HY) Hydractinia echinata (Fleming, 1828)
TG Cuthona ocellata . (HY) Eudendrium sp.
(Schmekel, 1966) (HY) Halecium sp.
(HY) Sertularella polyzonias (Linnaeus, 1758)
TG Cuthona sp. =
(HY) Kirchenpaueria pinnata (Linnaeus, 1758)
(HY) Cordylophora caspia (Pallas, 1771)
Tenellia adspersa (HY) Laomedea spp.
TG Nordmann, 1845) -
(Nor ’ (HY) Obelia geniculata (Linnaeus, 1758)
(HY) Protohydra leuckarti Greeft, 1870
(HY) Laomedea flexuosa Alder, 1857
Tergipes tergipes . o g
TG (Forsskal, 1775) (HY) Obelia dichotoma (Linnaeus, 1758)
(HY) Obelia geniculata (Linnaeus, 1758)
DT Doto arteoi Ortea, 1979 — (HY) Laomedea spp.
(HY) Bougainvillia muscus (Allman, 1863)
Doto coronata .
DT (Gmelin, 1791) LB (HY) Eudendrium sp.
(HY) Obelia longissima (Pallas, 1766)
DT Doto dunnei Lemche, 1976 — (HY) Kirchenpaueria pinnata (Linnaeus, 1758)
DT Doto eireana Lemche, 1976 — (HY) Amphisbetia operculata (Linnaeus, 1758)
(HY) Aglaophenia kirchenpaueri (Heller, 1868)
DT D o.to_ﬂor idicola e (HY) Aglaophenia pluma (Linnaeus, 1758)
Simroth, 1888
(HY) Aglaophenia tubiformis
Marktanner-Turneretscher, 1890
(HY) Halecium halecinum (Linnaeus, 1758)
(HY) Halecium muricatum
DT D ot (Faties, (6 — (LB SelEmEs )
(HY) Nemertesia antennina (Linnaeus, 1758)
(HY) Nemertesia ramosa (Lamarck, 1816)
(HY) Campanularia hincksii Alder, 1856
(HY) Filellum serpens (Hassall, 1848)
DT Doto furva — (HY) Halecium tenellum Hincks, 1861

Garcia & Ortea, 1984

(HY) Sertularella arbuscula
(Lamouroux, 1816)

(HY) Sertularella cylindritheca (Allman, 1888)
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(Alder & Hancock, 1845)

Familia Hospedador Parasito Especie Alimento
(HY) Aglaophenia kirchenpaueri (Heller, 1868)
(HY) Aglaophenia pluma (Linnaeus, 1758)
DT Doto koenneckeri .
Lemche, 1976 (HY) Aglaophenia tubiformis
Marktanner-Turneretscher, 1890
(HY) Aglaophenia tubulifera (Hincks, 1861)
Doto lemchei . . .
DT Ortea & Urgorri, 1978 — (HY) Aglaophenia tubulifera (Hincks, 1861)
Doto maculata . .
DT (Montagu, 1804) — (HY) Halopteris catharina (Johnston, 1833)
(HY) Aglaophenia sp.
DT Doto millbayana —  (HY) Nemertesi (Lamarck, 1816)
Lemche, 1976 emertesia ramosa rek,
(HY) Plumularia setacea (Linnaeus, 1758)
Doto oblicua . .
DT Ortea & Urgorri, 1978 — (HY) Amphisbetia operculata (Linnaeus, 1758)
Doto pinnatifida . . .
DT (Montagu, 1804) LB (HY) Nemertesia antennina (Linnaeus, 1758)
DT Doto sp. — (HY) Aglaophenia acacia Allman, 1883
Doto tuberculata .
DT Lemche, 1976 — (HY) Sertularella gayi (Lamouroux, 1821)
DT Doto verdicioi . (E80) Algpplivaitte -
iz & Uz, LTS (HY) Laomedea flexuosa Alder, 1857
(HY) Antennularia sp.
Lomanotus marmoratus . . .
LM (Alder & Hancock, 1845) — (HY) Nemertesia antennina (Linnaeus, 1758)
(HY) Nemertesia ramosa (Lamarck, 1816)
(AS) Diplosoma listerianum (Edwards, 1841)
Ancula gibbosa . .. .
GD (Risso, 1818) SW (AS) Botrylloides leachii (Savigny, 1816)
(AS) Botryllus schlosseri (Pallas, 1766)
(AS) Ascidia mentula Miiller, 1776
Goniodoris castanea .
GD Alder & Hancock, 1845 — (AS) Botryllus schlosseri (Pallas, 1766)
(AS) Brotryllus sp.
(BR) Alcyonidium diaphanum
(Hudson) Lamouroux
GD Goniodoris nodosa _ (AS) Dendrodoa grosularia
(Montagu, 1808) (Van Beneden, 1846)
(AS) Diplosoma listerianum (Edwards, 1841)
GD Okenia aspersa SG  (AS) Molgula occulta Kupffer, 1875
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Familia Hospedador Parasito Especie Alimento
GD Trapania maculata . (EN) Entoprocta

Haefelfinger, 1960

Trapania pallida o

GD (Kress, 1968) (EN) Loxosomella spp.

Taaratn el (PR) Desmacidon fruticosum (Montagu, 1814)
G (Von Ihering, 1886) EE

& (EN) Entoprocta
Diaphorodoris luteocincta ..
OD (Sars, 1870) — (BR) Crisia spp.
oD Knoutsodonta depressa . (BR) Schizomavella (Schizomavella) linearis
(Alder & Hancock, 1842) (Hassal, 1841)
oD Onchidoris cervinoi . (BR) Turbicellepora magnicostata
Ortea & Urgorri, 1979 (Barroso, 1919)
Onchidoris neapolitana .
OD (Delle Chiaje, 1841) — (BR) Schizomavella spp.
(BR) Escharella immersa (Fleming, 1828)

Onchidoris pusilla . . .

OD (Alder & Hancock, 1845) (BR) Escharoides coccinea (Abildgaard, 1806)
(BR) Oshurkovia littoralis (Hastings, 1944)
1.12. Objetivos.
Para resolver la problematica asociada a la familia Splanchnotrophidae, los objetivos

planteados al inicio de este estudio fueron:

Incrementar el conocimiento sobre las especies de la familia
Splanchnotrophidae en las rias de Ferrol y de Ares.

Estudio anatomico de las especies que puedan aparecer. De darse el caso,
determinar si ya son conocidas o si por el contrario se hace necesario describir
nuevas especies para la Ciencia.

Desarrollo de protocolos para llevar a cabo un estudio molecular de las especies
encontradas durante los muestreos.

Desarrollo de técnicas para la recoleccion de los estadios larvarios de los
copépodos, y estudio anatomico de los mismos.

Recopilacion de datos sobre la biologia de los parasitos, tales como tasas de
infeccidn, presencia anual de la infeccion, ratio entre hembras y machos, efectos

negativos causados en el hospedador, etc.
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Area de estudio






Area de estudio

2.1. Localizacion.

Las rias de Ferrol y de Ares se encuentran situadas en el NW de la Peninsula Ibérica y

forman parte, junto con la Ria de Coruiia, del Golfo Artabro (Fig. 26).

‘Ria de.
}Ferrol

‘\\R&ade{f

Coruna

Figura 26. Mapa del Golfo Artabro.
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2.1.1. Ria de Ferrol.

La Ria de Ferrol se encuadra entre los paralelos 43°27° y 43°30° de latitud norte y entre

los meridianos 008°09” y 008°21° de longitud oeste. Su orientacion sigue el eje NEE-

WSW, con una longitud de unos 15 km y una superficie de 21 km?. Con marea baja el

volumen de agua que alberga es de 208 hm® y con marea alta de 290 hm® (DE CASTRO
et al.,2004).

La Ria de Ferrol se puede dividir en 5 zonas (DE CASTRO et al., 2004).
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La primera de ellas, la mas externa, se encuentra entre el Cabo Priorifio y la
Punta Coitelada, que forman la boca de la ria. Se orienta hacia el SW y tiene
una anchura de 2,2 km. La profundidad méxima fluctia entre 31 m durante la
marea baja y 35 m en la alta. Los fondos son sedimentarios, de arenas finas-
medias.

La segunda corresponde al caracteristico canal de entrada, que se extiende
desde la Punta de Rabo da Porca hasta la Punta do Vispon. Posee una longitud
de 2 km, una anchura de 0,5 km y una profundidad media de 20 m. Los fondos
estan dominados por arenas medias-gruesas y cascajos de origen biologico, con
afloramientos de bolos de granito. Por su singular morfologia, en la zona del
canal se producen durante el flujo y reflujo de la marea unas fuertes corrientes
de 0,5 m/s de velocidad. Gracias a la presencia de estas corrientes y a la
renovacion de agua que conllevan, se ve favorecido el asentamiento en los
afloramientos rocosos de organismos sésiles, sobre todo de los filos poriferos y
cnidarios, de comunidades epibiontes que habitan sobre la roca y de
agrupamientos de Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 (VARELA ef al.,
2009).

La tercera zona es la intermedia, que discurre desde la Punta do Vispon hasta el
puente de As Pias. La anchura es de 2,3 km, la profundidad media de 15 my Ila
corriente disminuye a velocidades de 0,1 m/s. Los fondos son sedimentarios,
formados en su mayoria por sustratos fangosos ricos en materia organica. En
esta zona se encuentra la ensenada de A Malata, que se interna
aproximadamente 2 km en direcciéon NNE desde el brazo principal de la ria.
La cuarta zona, la interna, es la que va desde el puente de As Pias hasta el puente
de la Faisca, con fondos sedimentarios fangosos.

Laultima de las zonas es la parte estuarina de la ria y se caracteriza por el aporte

de agua dulce procedente del Rio Xubia y del Rio Belelle.
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2.1.2. Ria de Ares.

La Ria de Ares esta situada entre las rias de Ferrol y Corufia siguiendo un eje SE-NW y
enmarcada entre los paralelos 43°19° y 43°24° de latitud norte y entre los meridianos
008°12” y 008°18’ de longitud oeste. Presenta una longitud de 13,5 km, desde la
desembocadura del Rio Mandeo hasta la boca de la ria, ocupa un area de unos 272,6
km? y las profundidades varian entre 2 y 43 m. La velocidad de las corrientes mareales
alcanza en algunos puntos los 0,89 m/s (ASENSIO & GRAJAL, 1981; SANCHEZ-MATA et

al., 1999). Se puede dividir en tres zonas:

- La zona este es la mas interna y se corresponde con la desembocadura del Rio
Mandeo, el cual representa el principal aporte de agua dulce de este area, al que
hay que sumar el que realizan, en menor medida, los rios Mendo y Lambre.
Presenta 7 km de longitud, 5 km de ancho y las profundidades varian de los 2 a
los 12m. Los sedimentos que predominan son las arenas fangosas de origen
continental. Rio arriba se encuentra una de las marismas mas importantes de
Galicia, que se extiende desde la ciudad de Betanzos hasta el puente de O

Pedrido (ASENSIO & GRAJAL, 1981; SANCHEZ-MATA et al., 1999).

Al NE del brazo principal de la ria esta la desembocadura del Rio Eume, que
realiza también importantes aportes de agua dulce. La longitud es de 5 km, el
ancho de 2 km y la profundidad oscila entre los 2 y los 6 m. Los fondos se
componen mayoritariamente de arenas fangosas (ASENSIO & GRAJAL, 1981;
SANCHEZ-MATA et al., 1999).

- Lazona de confluencia de ambas desembocaduras se corresponde con la zona
central de la Ria de Ares. La profundidad es de 10-12 m y los fondos son suaves
y aplanados. Los sedimentos son arenas finas-medias de procedencia
continental y oceanica (ASENSIO & GRAJAL, 1981; SANCHEZ-MATA et al.,
1999).

- Laboca de la ria, expuesta a la influencia ocednica, tiene una longitud de unos
5 km, 4,5 km de ancho y profundidades que oscilan entre los 20 y los 35m. Los
fondos de las orillas norte y sur son rugosos debido a la existencia de
importantes afloramientos rocosos de esquistos y cuarzos, que presentan una
pronunciada pendiente en direccion al canal central de la bocana; los
sedimentos predominantes son gravas y arenas gruesas y medias de origen

ocednico. En el canal central de la bocana los fondos son aplanados y estan
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compuestos en su mayoria por limos y arcillas (ASENSIO & GRAJAL, 1981;
SANCHEZ-MATA et al., 1999).

Las aguas oceanicas penetran en la ria por su margen sur para luego dividirse
en dos corrientes: una que continua paralela al margen sur hasta mezclarse con
las aguas que aporta el Rio Mandeo; y otra que gira al norte a la altura de la
ensenada de Ares y que discurre paralela al margen norte de la ria en direccion
a su bocana. Cuando se encuentran con los afloramientos rocosos de los
margenes norte y sur, estas corrientes de origen ocednico, al igual que ocurre
con las de origen mareal, experimentan importantes aceleraciones en su

velocidad (ASENSIO & GRAJAL, 1981; SANCHEZ-MATA et al., 1999).

2.2. Estaciones de muestreo.

La recoleccion de ejemplares se desarroll6 entre los afios 2009-2014, realizandose un
total de 159 inmersiones en 21 estaciones diferentes, 18 en la Ria de Ferrol y 3 en la de
Ares (Fig. 27, Tabla 2) durante todos los meses del ano. En la Tabla 2 se indican
unicamente las fechas de los muestreos realizados en las estaciones en las que
aparecieron esplancnotréfidos, incluyendo los hechos por el profesor V. Urgorri para la

coleccion “Opistobranquios de Galicia™.

58



Area de estudio

!
!
!

13
Y saly ap ely

&

|08 3p ery

Figura 27. Estaciones de muestreo, sefialadas por un circulo rojo.
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Tabla 2. Fechas de muestreos en las estaciones en las que se

encontraron esplancnotrofidos.

Estacion Fecha muestreo

20/08/1986
26/08/1986
22/07/2013
23/07/2013
E8 22/08/1996
23/08/1992
09/08/2012
26/04/2013
17/01/2014
10/03/2014
09/05/2014
27/08/2014
03/09/2014
02/10/2014
17/11/2014
22/08/2013
Ell 28/05/2014
03/09/2014
14/05/2014
El2 21/05/2014
26/05/2014
E13 11/06/2014
02/08/1992
21/08/1992
23/08/1992
01/08/1996
05/08/1996
05/08/2009
24/05/2010
20/09/2010
30/07/2013
31/07/2014
El5 11/07/2012
E17 30/07/2012
E18 17/07/2014
12/07/2012
19/06/2013
03/07/2013
10/07/2013
E20 18/06/2014
19/06/2014
15/07/2014
23/07/2014
08/08/2014

E7

E10

E14
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A continuacion se describen solamente aquellas estaciones en las que se recolectaron

nudibranquios parasitados por especies de la familia Splanchnotrophidae.

Estacion E7
Situacion: Punta da Redonda (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,827'N; 008°16,237'W.

Descripcion: Profundidad entre 12-15 m. Fondo de arena gruesa con afloramientos de
pequefios bolos de granito sobre los que se asientan diversas especies de hidrozoos.
También abundan las especies de los géneros Laminaria J.V. Lamouroux, 1813 y

Saccorhiza Eimer & Fickert, 1899. Las corrientes mareales son intensas.

Ria de Ares

Figura 28. Localizacion de la estacion E7 en la Ria de Ferrol.
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Estacion E8
Situacion: Ensenada de Leuseda (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°28,083'N; 008°16,347'W.

Descripcion: Profundidad entre 8-14 m. Fondo de arena media con afloramientos
esporadicos de bolos de granito, sobre los que aparecen colonias de hidrozoos y

Laminaria spp.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 29. Localizacion de la estacion E8 en la Ria de Ferrol.
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Area de estudio

Estacion E10

Situacion: Canal de la Ria de Ferrol, frente al Castillo de A Palma; debido a esta

posicion se registran fuertes corrientes mareales.
Coordenadas: 43°27,827'N; 008°16,570'W.

Descripcion: Profundidad entre 15-17 m. Afloramiento rocoso de granito de tamafio
considerable, que se va estrechando a medida que pierde profundidad; esta rodeado de
bolos de granito de diferentes tamafos. Sobre el afloramiento principal y los bolos que
lo rodean hay gran cantidad de cnidarios (mayoritariamente hidrozoos) y otros

organismos sésiles.

Figura 30. Localizacion de la estacion E10 en el canal de la Ria de Ferrol.
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Estacion E11
Situacion: En el canal de la Ria de Ferrol, frente al castillo de San Felipe.
Coordenadas: 43°27,783'N; 008°16,829'W.

Descripcion. Profundidad entre 14-16 m. Muy similar a la estacion E10.

Figura 31. Localizacion de la estacion E11 en el canal de la Ria de Ferrol.



Area de estudio

Estacion E12
Situacion: Punta Rabo da Porca (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,705'N; 008°17,987'W.

Descripcion: Profundidad entre 10-15 m. Fondos de arena media con abundantes
afloramientos de bolos de granito. Sobre ellos abundan Laminaria spp. y diversas
especies de poriferos y cnidarios. La velocidad de las corrientes mareales va en aumento

en direccion a la zona del canal.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 32. Localizacion de la estacion E12 en la Ria de Ferrol.
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Estacion E13
Situacion: Faro de San Cristobo (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,898'N; 008°18,275'W.

Descripcion: Profundidad entre 10-12 m. Fondo de arena fina con numerosos
afloramientos graniticos de tamafio medio. Sobre ellos abundan Laminaria spp. y

diversas especies de cnidarios.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 33. Localizacion de la estacion E13 en la Ria de Ferrol.
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Area de estudio

Estacion E14
Situacion: Punta de Fornelos (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,961'N; 008°18,833'W.

Descripcion: Profundidad de 20 m. Fondo rocoso sobre el que crecen especies de
poriferos y cnidarios, entre los que destaca por su abundancia la especie Leptogorgia

lusitanica (Stiasny, 1937).

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 34. Localizacion de la estacion E14 en la Ria de Ferrol.
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Estacion E15
Situacion: Punta Segafio (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,111'N; 008°18,783'W.

Descripcion: Profundidad entre 10-12 m. Fondo rocoso con paredes verticales sobre las

que abundan Laminaria spp., poriferos y cnidarios.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 35. Localizacion de la estacion E15 en la Ria de Ferrol.
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Area de estudio

Estacion E17
Situacion: Dique de abrigo del Puerto exterior de Ferrol (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,383'N; 008°20,039'W.

Descripcion: Profundidad entre 20-22 m. Bloques de hormigén sobre los que crecen

diferentes especies de poriferos y cnidarios.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 36. Localizacion de la estacion E17 en la Ria de Ferrol.
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Estacion E18
Situacion: Pieiro Pequeno (Ria de Ferrol).
Coordenadas: 43°27,475'N; 008°20,380'W.

Descripcion: Profundidad entre 18-20 m. Abundantes afloramientos de bolos de granito
de tamafio medio y grande, estos Gltimos con paredes verticales sobre las que se asientan

Laminaria spp. en los primeros metros, poriferos y cnidarios.

Ria de Ferrol

Ria de Ares

Figura 37. Localizacion de la estacion E18 en la Ria de Ferrol.
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Area de estudio

Estacion E20
Situacion: Punta do Areoso (Ria de Ares).
Coordenadas: 43°26,109'N; 008°18,222'W.

Descripcion: Profundidad entre 23-25m. Fondo rocoso de esquisto que forma paredes
verticales. Sobre ellas aparecen Laminaria spp. en los primeros metros, poriferos y

cnidarios (especialmente hidrozoos).

Ria de Ferrol

E20 @

Ria de Ares

Figura 38. Localizacion de la estacion E20 en la Ria de Ares.
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Material y Métodos

3.1. Muestreo, fijacion y diseccion de ejemplares.

3.1.1. Muestreo.

El muestreo de los opistobranquios se realizé mediante buceo con escafandra autonoma
(Fig. 39). Aquellos individuos que se encontraron sobre poriferos o ascidias se
introdujeron directamente en botes de plastico individuales, mientras que en el caso de
las especies que se alimentan de hidrozoos fueron éstos los que se guardaron en los

botes.

Figura 39. Inmersion subacuatica para la toma de fotografias y recoleccion de ejemplares.

A mayores de las especies sefialadas como hospedadoras potenciales mediante el
estudio preliminar y la revision de la coleccion “Opistobranquios de Galicia”, en cada
inmersion se recolectaron todos los opistobranquios que se encontraron en las

localidades de muestreo.

Una vez en el laboratorio se separaron del sustrato recolectado los opistobranquios con

la ayuda de un microscopio estereoscopico Olympus SZ 40, y se procedido a su
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identificacion. A continuacién se clasificaron en funcion de la presencia o ausencia de

sacos ovigeros del copépodo u otro signo evidente de infeccion.

Los opistobranquios que no presentaban sacos ovigeros se introdujeron vivos en
acuarios con agua de mar circulante, dentro de recipientes de PVC cuyas tapas estaban
cerradas con malla de 250 um de luz (Fig. 40A). Durante una semana los hospedadores
se observaron diariamente con la finalidad de detectar nuevas infecciones mediante la

presencia de sacos ovigeros.

Figura 40. Recipientes para la conservacion de nudibranquios en

acuarios. A. Malla de 250 pm. B. Malla de 40 um para la

recoleccion de larvas nauplius.
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Los nudibranquios infectados fueron fotografiados con una camara Olympus

CAMEDIA C-5050 acoplada a un microscopio estereoscopico Olympus SZX12.

Los hospedadores con sacos ovigeros de tamafio considerable fueron seleccionados para
obtener las larvas nauplius de los copépodos. Esto se logré manteniendo vivos a los
nudibranquios en acuarios con agua de mar circulante, separados individualmente en
tubos de PVC transparente con tapas hechas de malla de 40 um de luz (Fig. 40B). De
esta manera los huevos del parasito se desarrollaron con normalidad hasta su eclosion,
tras la cual las larvas nauplius quedaron atrapadas en el interior de los tubos. Los
recipientes fueron lavados diariamente para recolectar las larvas, con la ayuda de una

pipeta Pasteur.
3.1.2. Fijacién.

Para la fijacion de los nudibranquios parasitados se utilizaron 3 métodos diferentes

segun el tipo de estudio que se iba a realizar de cada ejemplar de parésito:

- Etanol 96° para estudios moleculares.
- Etanol 70° para estudios anatdmicos.

- Liquido de Bouin y formol al 4% para estudios anatomicos e histoldgicos.

En el caso de los nudibranquios destinados a estudios anatomicos e histoldgicos se
realizé una relajacion previa con MgCl, al 7% durante al menos 2 horas. La finalidad
de este proceso fue evitar contracciones corporales debidas al contacto con el medio de
fijacion, de manera que tanto los nudibranquios como los copépodos que albergaban se

encontrasen en condiciones ideales para la posterior extraccion y estudio del parasito.
3.1.3. Diseccién.

Para obtener los copépodos se realizé la diseccion de los nudibranquios infectados bajo
el microscopio estereoscopico Olympus SZ 40. Se practico una incision transversal a lo
largo del pie del hospedador y se extrajeron los ejemplares del pardsito, que
posteriormente fueron fotografiados con una camara Olympus CAMEDIA C-5050
acoplada a un microscopio estereoscopico Olympus SZX12 y conservados en el mismo

medio de fijacion que el nudibranquio del que fueron extraidos.

En cada caso se anotd la posicion en el hospedador, numero, sexo y estadio vital del
parasito, asi como el estado en que se encontraban las visceras del nudibranquio en

busqueda de efectos negativos detectables.
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3.2. Estudio molecular.
3.2.1. El gen Citocromo ¢ Oxidasa I (COX1).

Para estimar las relaciones filogenéticas y la identidad taxondmica de los distintos
especimenes de copépodo encontrados en cada uno de los diferentes hospedadores, se
selecciono el gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I (COX1), ya que se ha demostrado
que es una herramienta util con la resolucion filogenética suficiente para diferenciar
entre especies de un mismo género, constituyendo el marcador filogenético de uso mas
habitual (HEBERT et al., 2003a, b; HEBERT et al., 2004). Esto se debe a que el gen COX1
posee una gran incidencia de sustituciones, con mayor frecuencia en los nucleo6tidos de
3% posicion, lo que le confiere una tasa de evolucidon molecular muy rapida, del orden
de 3 veces mayor que otros genes como el 12S o el 16S (HEBERT et al., 2003a). Esta
elevada variabilidad hace que dos especies filogenéticamente proximas posean
suficiente divergencia genética entre sus secuencias COX1 como para poder ser

diferenciadas (HEBERT et al., 2003a).

El protocolo seguido es muy similar al llamado “COX1 barcoding” (codigo de barras),
mediante el cual se obtienen secuencias COX1 de individuos problema y posteriormente
se comparan con secuencias de referencia de individuos de identidad morfologica

conocida (HEBERT ef al., 2003a, b; HEBERT et al., 2004; HAIIBABAEI et al., 2007).

A efectos practicos, y en base a la bibliografia de referencia sobre estudios moleculares
con el gen COXI1, se considera que dos individuos cuyas secuencias presentan
divergencias que rondan o superan el 2% pertenecen, probablemente, a especies

diferentes (HEBERT et al., 2003a, b).
3.2.2. Aislamiento, amplificacion y secuenciacion de ADN.

La extraccion del ADN total se realiz6 con un kit comercial de la marca Qiagen,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Los individuos y especies de los que

se obtuvieron secuencias COX1 se indican en la Tabla 3.

Para amplificar el material genético obtenido en el proceso anterior se empleo la técnica
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (MULLIS et al., 1986), con la ayuda de

un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Fig. 41).
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Figura 41. Termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient.

Debido a que en el momento de realizar las amplificaciones no existian precedentes de
estudios moleculares sobre la familia Splanchnotrophidae se hizo necesario elaborar un
protocolo de PCR eficiente para estae taxén. Inicialmente se llevé a cabo la
amplificacion, en un juego reducido de individuos, de la secuencia COX1 obtenida a
partir de los cebadores de uso universal LCO 1490 y HCO 2198 (FOLMER ef al., 1994)
en condiciones estandar de PCR, los cuales mostraron una baja eficiencia en PCRs a
partir del ADN total extraido de los copépodos. Para aumentarla, se disefiaron con el
programa PRIMER3 (UNTERGASSER et al., 2012) y se sintetizaron unos nuevos

cebadores especificos de especie:

- Loma COXI1 F1 (Directo) 5 GTCCCCTCCTCCTCTAGGGT
- Loma COX1 R2 (Reverso) 5> TTGAGCCGGAATAGTGGGGT

La utilizacion de estos cebadores mejor6 sensiblemente la eficiencia de la PCR.

Dicha eficiencia también fue ajustada ensayando diferentes condiciones de reaccion
(concentracion de Mg2+, temperatura, duraciéon y nimero de ciclos de desnaturalizacion,

fusion y elongacion) y seleccionando aquellas que mostraron mejores resultados.
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Se determind que las condiciones Optimas para la realizacion de la PCR son:
desnaturalizacion a 95°C durante 3’; 35 ciclos de 95°C durante 407, 50°C durante 40” y
72°C durante 60”; una extension final de 72°C durante 10’ y enfriamiento a 4°C durante
5.

Los productos de PCR fueron visualizados en un transiluminador Vilber Loumart ECX-
F15M (Fig. 42A) bajo luz ultravioleta en gel de agarosa al 1% con tincion de 10ul de
colorante RedGel, tras una electroforesis durante 25’ con un voltaje de 180 V en una

cubeta BioRad Wide Mini Sub-Cell GT, que utilizé una fuente de alimentacién Bio-
Rad PowerPac Basic 300 (Fig. 42B).

Una vez obtenido el producto de PCR éste fue secuenciado en el Servicio de
secuenciacion de la USC en un secuenciador automatico capilar modelo ABI 3730xl1
(Applied Biosystems). Los electroferogramas fueron revisados y las secuencias

alineadas con el programa BioEdit (HALL, 1999) (Fig. 43A).
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Figura 42. A. Transiluminador. B. Fuente de alimentaciéon y cubeta de

electroforesis.
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extraccion del ADN (Estacion de Bioloxia Marifia da Graia; S.O.: Sacos ovigeros).

Tabla 3. Resumen de las especies de la familia Splanchnotrophidae y del grupo externo incluidas

en el estudio, indicando el hospedador, estacion de muestreo y material que se utilizd para la

Especie Cédigo Hospedador Estacion Material
Lomanoticola sp. nov. LOM1 Doto fragilis E17 S.0.
Lomanoticola sp. nov. LOM2 Doto fragilis E17 Hembra
Lomanoticola sp. nov. LOM3 Doto koenneckeri E7 S.0.
Lomanoticola sp. nov. LOM4 Doto koenneckeri E7 Hembra
Lomanoticola sp. nov. LOMS Doto koenneckeri E18 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM6 Doto koenneckeri E18 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM?7 Doto koenneckeri E18 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOMS Doto koenneckeri E18 Hembray S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOMO9 Doto koenneckeri E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM10 Doto lemchei E26 S.0.
Lomanoticola sp. nov. LOMI11 Doto lemchei E26 Hembra
Lomanoticola sp. nov. LOMI12 Doto lemchei E26 Hembray S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM13 Doto lemchei E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM14 Doto lemchei E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM15 Doto lemchei E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM16 Doto pinnatifida Ell Hembra
Lomanoticola sp. nov. LOM17 Doto pinnatifida E13 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM18 Doto pinnatifida E7 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM19 Doto pinnatifida E13 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM20 Doto pinnatifida E13 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM21 Doto pinnatifida E13 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM22 Eubranchus sp. E26 S.0.
Lomanoticola sp. nov. LOM23 Eubranchus sp. E26 Hembra
Lomanoticola sp. nov. LOM24 Eubranchus sp. E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM25 Eubranchus sp. E26 Hembra y S.O.
Lomanoticola sp. nov. LOM26 Eubranchus sp. E20 Hembra y S.O.

Splanchnotrophidae indet. SPLNCH1  Spurilla neapolitana EBMG S.0.
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Especie Cédigo Hospedador Estacion Material
Splanchnotrophus gracilis SGRA1 Trapania tartanella E20 Hembra y S.O.
Splanchnotrophus gracilis SGRA2 Trapania tartanella E20 Hembra y S.O.
Splanchnotrophus gracilis SGRA3 Trapania tartanella E20 Hembra y S.O.
Splanchnotrophus gracilis SGRA4 Trapania tartanella E20 Hembra y S.O.

. Secuencia cedida
Splanchnotrophus angulatus SANGI Cratena peregrina Islote o KL Avrim
. Banyuls  Secuencia cedida
Splanchnotrophus angulatus SANG2 Cratena peregrina (Francia) por R. Anton
: Banyuls  Secuencia cedida
Splanchnotrophus angulatus SANG3 Cratena peregrina i) Sov R A
Splanchnotrophus angulatus SANG4 Cratena peregrina Banyuls  Secuencia cedida
(Francia) por R. Anton
Splanchnotrophus angulatus SANGS Cratena peregrina Bl esmETe CEENn
(Francia) por R. Anton
Splanchnotrophus angulatus SANG6 Cratena peregrina Banyqls Secuencia cedida
(Francia) por R. Anton
: Banyuls  Secuencia cedida
Splanchnotrophus angulatus SANG7 Cratena peregrina i) Sov R A
Splanchnotrophus angulatus SANGS Cratena peregrina Banyuls  Secuencia cedida
(Francia) por R. Anton
. . Thecacera darwini Valdivia  Secuencia cedida
Cralele iz LWAILIEL Pruvot-Fol, 1950 (Chile)  por R. Anton
; . .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena IALIE2 Thecacera darwini (Chile) por R. Anton
. . L Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena TALIE3 Thecacera darwini (Chile) Sov R A
. . .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena TIALIE4 Thecacera darwini (Chile) por R. Anton
. . .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena IALIES Thecacera darwini (Chile) o KL Avrim
; . .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena IALIE6 Thecacera darwini (Chile) por R. Anton
. . L Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila aliena TIALIE7 Thecacera darwini (Chile) Sov R A
. Phidiana lottini Valdivia  Secuencia cedida
[smaila robusta IROBI (Lesson, 1831) (Chile)  por R. Anton
. g .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROB2 Phidiana lottini (Chile) o KL Avrim
. - .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROB3 Phidiana lottini (Chile) por R. Anton
. . L. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROB4 Phidiana lottini (Chile) Sov R A
. o .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROBS Phidiana lottini (Chile) por R. Anton
. g .. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROB6 Phidiana lottini (Chile) o KL Avrim
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Especie Cédigo Hospedador Estacion Material
, L. L. Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROB7 Phidiana lottini (Chile) Sy -
. . L Valdivia  Secuencia cedida
Ismaila robusta IROBS Phidiana lottini (Chile) por R. Anton
. Banyuls  Secuencia cedida
Lomanoticola sp. LOM27 Cuthona caerulea i) Sor R Ao
Goniobranchus Sulawesi  Secuencia cedida
Ceratosomicola mammilata CERMAL1 geometricus (Indonesia) or R. Anton
(Ribsec, 1928) por &
Clausocalanus minor Pacifico
Sewell, 1929 AF462313 — Norte Adulto

3.2.3. Analisis de secuencias.

Las secuencias COX1 disponibles de los copépodos analizados en cada una de las
especies de nudibranquios hospedadores se sometieron a diferentes analisis
filogenéticos utilizando el programa informatico MEGA v6 (TAMURA et al., 2013) (Fig.
43B). Inicialmente se obtuvo una matriz de distancias genéticas entre pares de
secuencias, en la que se muestra el porcentaje de diferencias en bases de las secuencias
del gen COXI1 entre los individuos estudiados. Estas distancias genéticas bdasicas
intraespecificas e interespecificas fueron estimadas en MEGA v6 como distancias-p
(NEI & KUMAR, 2000).

La inferencia de las relaciones filogenéticas entre los individuos analizados se obtuvo
mediante la seleccion del modelo evolutivo mas ajustado a los datos y la elaboracion de
un arbol filogenético basado en Neighbor-Joining (NJ), con una evaluacion de los nodos
por bootstrapping con 2000 réplicas en MEGA v6 (TAMURA ef al., 2013). También se
incluyeron secuencias de especies del género Ismaila y de la especie Splanchnotrophus
angulatus, (ANTON et al., en prensa), usandose como grupo externo la especie
Clausocalanus minor (Calanoida: Clausocalanidae) (cédigo de acceso en GenBank
AF462313, BUCKLIN et al., 2003).
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Figura 43. Programas informaticos utilizados en el analisis de las secuencias. A. Tratamiento de

electroferograma con el programa BioEdit. B. Analisis de distancias con el programa Mega v6.

85



Capitulo 3

3.3. Microscopia.
3.3.1. Scanning Electron Microscope (SEM).

En un primer paso se eliminaron los tejidos del hospedador de los especimenes de
copépodo con un limpiador ultraséonico Branson 3510, sumergidos durante 3 minutos

en agua con un detergente organico.

Una vez despojados de cualquier resto orgénico, los ejemplares de copépodo
seleccionados para la observacion mediante SEM se prepararon con 2 métodos

diferentes:

- Debido al excesivo replegamiento de la superficie corporal observado al seguir
el método de deshidratacion con acetona descrito por los primeros
investigadores en usar el SEM (HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al.
2008a, b), se desarroll6 una nueva metodologia basada en la liofilizacion: tras
una inmersién en N; liquido durante al menos 10 minutos, los especimenes
fueron liofilizados durante un minimo de 12 minutos en un liofilizador Telestar
Cryodos-50.

- Al observarse que, debido a su pequefio tamafio, con la metodologia anterior se
producia la pérdida de algunos machos del copépodo se empled el protocolo
descrito por BRAET et al. (1997) para la deshidratacion con
hexametildisilazano: tras una inmersion de los copépodos durante 2 horas en
dicho compuesto, se dejo que secasen durante 14 horas. Una vez transcurrido

ese tiempo se montaron los ejemplares en un portaobjetos de SEM.

Los especimenes se recubrieron con oro, y a continuacién fueron observados en un
microscopio SEM Zeiss EVO LS15 y se tomaron fotos de las estructuras con valor

taxonomico.
3.3.2. Microscopia dptica.

Las estructuras pequefias con valor taxondmico de los ejemplares de copépodo que se

encontraban en mejor estado se observaron con un microscopio dptico Olympus CX41.

El SEM presenta el inconveniente de que algunas estructuras pueden estar cubriendo a
otras, haciéndolas indetectables mediante esta técnica. Para resolverlo se realizaron
dibujos con una camara clara acoplada a un microscopio 6ptico Olympus BX51 (Fig.
44A). Previamente los ejemplares fueron diseccionados bajo un microscopio
estereoscopico Olympus SZX12 con una punta de tungsteno y las diferentes partes se

montaron en un portaobjetos utilizando como medio de preparacion glicerina.
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Los dibujos se escanecaron en un escaner Konica Minolta C353 Series PCL y se
digitalizaron con el programa Adobe Ilustrator version CS5 con la ayuda de una pen
Tablet Wacom Intuos Pro M (Fig. 44B).

En algunos casos se tomaron microfotografias de estructuras con valor taxonomico,

mediante una camara Olympus DP12 acoplada a un microscopio éptico Olympus BX51.

Figura 44. A. Proceso de dibujado de los especimenes con cdmara clara. B. Equipo

utilizado para la digitalizacion de los dibujos.
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3.4. Material estudiado.

En total se recolectaron un total de 127 hembras y 64 machos de la especie
Lomanoticola sp. nov., que fueron estudiados mediante técnicas de microscopia de la

siguiente manera:

- SEM: 6 hembras (2 encontradas en Doto lemchei, 2 en Doto koenneckeri, 1 en
Doto pinnatifida y 1 en Eubranchus sp.) y 4 machos (1 en Doto lemchei, 1 en
Doto koenneckeri, 1 en Doto pinnatifida y 1 en Eubranchus sp.).

- Dibujos en camara clara: 9 hembras (4 en Doto lemchei, 2 en Doto koenneckeri,
2 en Doto pinnatifida, y 1 en Eubranchus sp.) y 4 machos (1 en Doto lemchei,

1 en Doto koenneckeri, 1 en Doto pinnatifida 'y 1 en Eubranchus sp.).

Ademas, 22 hembras de la especie Lomanoticola sp. nov. fueron empleadas para el

estudio molecular

En el caso de la especie Splanchnotrophus gracilis, se recolectaron un total de 139
hembras y 118 machos, de los cuales 8 hembras y 6 machos fueron examinados al SEM.

Por otra parte, 4 hembras de esa especie se destinaron al estudio molecular.
3.5. Terminologia.

La terminologia seguida fue tomada de HUYS & BOXSHALL (1991), HUYS (2001) y
HAUMAYR & SCHRODL (2003). Los especialistas en el estudio de los copépodos
emplean una serie de términos que describen la segmentacion del cuerpo y de los
apéndices que, dada la particular anatomia externa de las hembras adultas de la familia
Splanchnotrophidae, fueron de gran ayuda a la hora de determinar la segmentacion
corporal. A continuacidén se citan los mas importantes (HUYS & BOXSHALL, 1991;
Huys, 2001):

- Alobase: Segmento compuesto derivado de la fusion del basipodito y del
primer segmento endopodal.

- Apéndices cefalicos: Cada uno de los apéndices que se encuentran en los
somitos cefalicos. Son, del 1° al 5% anténula, antena, mandibula, maxilula y
maxila.

- Artejo: Segmento de un apéndice cefélico.

- Basipodito: Segmento distal del protopodito.

- Cefalosoma: Segmento compuesto formado por los 5 somitos cefalicos (cada

uno con un par de apéndices cefalicos) y el 1° somito toracico.
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Cefalotorax: Union de los 5 somitos cefalicos y de al menos el 1y 2° somitos
toracicos. Se encuentran cubiertos por el escudo cefalico.

Coxopodito: 2° segmento del protopodito.

Coxobase: Segmento compuesto formado por la fusion del coxopodito y del
basipodito.

Endopodito: Rama interna de un apéndice birrdmeo.

Epipodito: Lobulo del borde externo del coxopodito.

Espina: Elemento de ornamentacion rigido, insertado en el tegumento a través
de un agujero.

Exopodito: Rama externa de un apéndice birrdmeo.

Genitoabdomen: Tagma formado por la fusion del somito genital y de los
somitos abdominales.

Gnatobase: Epipodito coxal de la mandibula, con un borde distal en forma de
cuchilla.

Maxilipedo: 1¢ apéndice toracico (toracopodo), se encuentra en el ultimo
segmento del cefalosoma. Por regla general aparece modificado como apéndice
alimenticio, pero la familia Splanchnotrophidae carece de ¢l (HO, 1987).
Precoxa: 1° segmento del protopodito.

Prosoma: Region corporal anterior a la articulacién mayor.

Protopodito: Parte basal de un apéndice, que generalmente comprende la
precoxa, coxopodito y basipodito.

Ramas caudales: Par de apéndices que se encuentran en la superficie posterior
de somito anal. Las sedas que aparecen en esta estructura se numeran mediante
nimeros romanos.

Seda: Elemento de ornamentacion flexible, insertado en el tegumento a través
de un agujero.

Sincoxa: Artejo doble formado por la fusion de la precoxa y del coxopodito.
Somito: Un segmento corporal.

Somito genital: 7° somito toracico, con las aperturas genitales.

Somito pedigero: Somito toracico portador de un par de patas natatorias. Su
nomenclatura se abrevia como P1-P5.

Toracopodo: Apéndice toracico. En copépodos comprende del 1 al 5°
apéndices natatorios (abreviados como L1-L5), que son el 2° 3¢, 4°, 5°y 6°
apéndices toracicos.

Urosoma: Region corporal posterior a la articulacion mayor.
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Resultados

4.1. Introduccion.

El capitulo de los resultados se estructura en tres apartados: estudio anatémico, analisis

molecular y biologia de los parasitos.

En el ESTUDIO ANATOMICO se presenta la diagnosis de cada género con las
referencias bibliograficas correspondientes. De cada una de las especies se describen
detalladamente los adultos de ambos sexos. En primer lugar se describe la segmentacion
corporal y cada uno de los apéndices cefalicos, toracopodos y ramas caudales,
acompanados de fotografias al SEM y, en su caso, por dibujos realizados con camara
clara. A continuacion se describen los caracteres del dimorfismo sexual y de la
variabilidad intraespecifica. Tras la descripcion de los adultos, se describen las larvas
nauplius con la ayuda de dibujos realizados con cdmara clara. Finalmente se realiza una

discusion de los resultados obtenidos con la bibliografia cientifica pertinente.

En el apartado del ANALISIS MOLECULAR se estudian las secuencias del gen COX1
de un total de 10 especies pertenecientes a los géneros Lomanoticola,
Splanchnotrophus, Ismaila y Ceratosomicola de la familia Splanchnotrophidae; y de la
especie Clausocalanus minor, que fue seleccionada como grupo externo. En primer
lugar se analizan las distancias genéticas intraespecificas e interespecificas de los
diferentes taxones, las cuales se reflejan en sendas tablas. A continuacion, se realiza una
reconstruccion filogenética basada en distancias mediante el método de Neighbor-
Joining, obteniendo un arbol filogenético en el que se agrupan las diferentes secuencias

en clados concretos segun su afinidad.

Finalmente, en el apartado de la BIOLOGIA de los parasitos, se exponen los datos
obtenidos sobre los siguientes parametros: distribucion geografica de las especies
estudiadas, opistobranquios infectados por las diferentes especies, tasas de infeccion,
carga parasitaria, tamafio de los hospedadores, posicion en el interior de los

nudibranquios, efectos negativos detectados y presencia estacional de la infeccion.

Parte de los resultados referidos a la anatomia y biologia de Splanchnotrophus gracilis

ya han sido publicados en ABAD et al. (2011).
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4.2. Estudio anatémico.
4.2.1. Género Lomanoticola.
Clase Copepoda H.M. Edwards, 1840
Orden Poecilostomatoida Thorell, 1859
Familia Splanchnotrophidae Norman & Scott, 1906
Género Lomanoticola Scott & Scott, 1895
DIAGNOSIS

HANCOCK & NORMAN, 1863: 55-56, plancha X VI figs. 1-6.

DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1951: 78-80, figs. 9-17.

Huys, 2001: 123-124.

Cuerpo de la hembra compacto, compuesto por un prosoma de gran tamafio y por un
urosoma, mas pequefio, de 2 somitos. Parte anterior del prosoma formada por el
cefalosoma y los somitos toracicos 2° y 3°, de los que surgen 3 pares de apéndices
laterales cortos y robustos; parte posterior del prosoma cilindrica, formada por la fusion
de los somitos toracicos 4° y 5°. Urosoma compuesto por el somito toracico 6° y el
genitoabdomen. Ramas caudales con 1 seda apical espatulada y con al menos 2 sedas

accesorias bien desarrolladas.

Anténula de 4 artejos, el 1° con 2 espinas robustas. Antena de 3 artejos: coxobase y
endopodito de 2 artejos; parte distal del endopodito con forma de gancho. Mandibula
compuesta por una gnatobase corta que finaliza en una hoja dentada. Maxilula no

observada. Maxila de 2 artejos, ornamentada por 1 seda y 1 espina en la alobase.

2° y 3% par de toracopodos birrdmeos, muy reducidos. Protopodito con 1 seda en su
borde externo; endopodito representado por un pequefio lobulo espinoso; exopodito

corto, con varios elementos accesorios. 4°, 5°y 6° par de toracopodos ausentes.
Sacos ovigeros reniformes, unidos al genitoabdomen subterminalmente.
Especie tipo: Lomanoticola insolens Scott & Scott, 1895.

El estudio anatomico de la especie Lomanoticola sp. nov., que sera descrita a
continuacién, aporta nuevos datos acerca de estructuras con importancia taxonémica
que completan la diagnosis del género Lomanoticola. En concreto, se observa por
primera vez la ornamentacion de la anténula, antena, labium y labrum, de los que hasta

ahora Unicamente se conocia su segmentacion y ornamentacién general. La anténula,
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ademas de las 2 espinas robustas del 1°" artejo, posee 2 espinas y 1 seda larga en el borde
externo del 2° artejo, 2 sedas pequefias y 1 seda mas larga en el 3 artejo y 3 sedas en la
porcidon medial del 4° artejo, que esté finalizado por 8-12 sedas en la posicion apical. En
el caso de la antena, se observa que posee 1 espina en la coxobase, 1 espina en el artejo
proximal del endopodito y 4 elementos de ornamentacidon en el artejo distal del
endopodito (1 espina y 3 sedas). El labrum tiene dos procesos dirigidos lateralmente y
el labium es circular y con dos areas con sédulas. Por otra parte, se confirma la existencia
de maxilula, al menos en el macho, que es un proceso sedoso en la base de la mandibula.
También se observan importantes divergencias entre el 2° y 3° par de toracopodos de
Lomanoticola sp. nov. y los descritos para Lomanoticola brevipes y Lomanoticola
insolens: en Lomanoticola sp. nov. estdn bien desarrollados, con 1 seda en el
protopodito y varios elementos de ornamentacion en el exopodito, mientras que en
Lomanoticola brevipes y Lomanoticola insolens son reducidos. Ademas, Lomanoticola
sp. nov. posee un 4° par de toracdpodos, del que carecen las otras dos especies del
género. En lo que respecta a las ramas caudales de Lomanoticola sp. nov., de las que
Unicamente se conocia el aspecto general y la presencia de una seda V larga en
Lomanoticola brevipes y Lomanoticola insolens, se ha observado que ésta tiene el apice
pinnado y que, de las 6 sedas restantes, 5 se encuentran en posicion dorsal. Finalmente,

se describe la anatomia del macho, informacion desconocida hasta este momento.

En vista de lo expuesto anteriormente, la nueva informacion disponible tras el estudio
de Lomanoticola sp. nov. hace necesario formular una nueva diagnosis para el género

Lomanoticola, que es la siguiente:

Nueva diagnosis: Cuerpo de la hembra compacto, compuesto por un prosoma de gran
tamafio y por un urosoma, mas pequefo, de 2 somitos. Parte anterior del prosoma
formada por el cefalosoma y los somitos toracicos 2° y 3°, de los que surgen 3 pares de
apéndices laterales cortos y robustos; parte posterior del prosoma cilindrica, formada
por la fusion de los somitos toracicos 4° y 5°. Urosoma compuesto por el somito toracico
6° y el genitoabdomen. Ramas caudales con una seda apical espatulada y un nimero

variable de sedas mas pequenas, de las cuales 2 son algo mayores que las demas.

Cuerpo del macho ciclopiforme. El prosoma comprende el cefalotérax (cefalosoma y 2°
y 3% somitos toracicos) y el 4° y 5° somitos toracicos, que son libres y cilindricos.
Urosoma formado por el 6° y 7° somitos toracicos y por el somito anal. Ramas caudales
con la seda V en posicidn apical, larga y espinulada en el apice y 6 sedas mas pequeiias,

de las cuales 2 son ligeramente mayores.
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Anténula de 4 artejos, 1°y 2° con 2 espinas cada uno y los 2 restantes con un niumero
variable de elementos de ornamentacion segun la especie. Antena de 3 artejos: coxobase
y endopodito de 2 artejos; coxobase y 1 segmento endopodal con 1 espina cada uno,
parte distal del endopodito con forma de gancho y ornamentada con 4 elementos
accesorios. Labrum con dos procesos dirigidos lateralmente. Labium circular, con dos
areas con numerosas sédulas. Mandibula compuesta por una gnatobase corta que
finaliza en una hoja dentada. Maxilula s6lo detectada en los machos, formada por un
pequeiio esclerito fusionado a la base mandibular, que finaliza con 1pequefia seda en el

apice. Maxila de 2 artejos, ornamentada por 1 seda y 1 espina en la alobase.

2°y 3% par de toracopodos birrameos, de anatomia variable segtn la especie: reducidos
o, por el contrario, bien desarrollados. Protopodito con 1 seda en su borde externo;
endopodito representado por un ldbulo; exopodito de mayor tamafio y mas alargado,
con varios elementos de ornamentacién en los bordes externo e interno. 4° par de
toracdpodos, si estd presente, formado por un proceso conico con una seda apical en las

hembras y por un pequefio proceso sedoso en los machos.

Sacos ovigeros reniformes, unidos al genitoabdomen subterminalmente.
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Lomanoticola sp. nov.
DIAGNOSIS

Dimorfismo sexual acentuado en cuanto a anatomia externa y dimensiones corporales:
cuerpo de la hembra muy modificado, mientras que el cuerpo del macho es tipicamente
ciclopiforme y mas pequeio. Hembra con 3 procesos laterales cortos y robustos.
Anténula de 4 artejos (1° y 2° con 2 espinas cada uno), antena de 3 (1° y 2° artejo con 1
espina cada uno), labrum bilobulado, labium con dos areas circulares con sédulas y dos
paragnatos también con sédulas; mandibulas con gnatobase falciforme y 4-5 procesos
dentiformes, maxilula representada por un pequefio proceso sedoso y maxila con
alobase ornamentada por 1 seda y 1 espina. 1°" par de toracépodos (maxilipedo) ausente.
2°y 3% par de toracopodos bien desarrollados, birrdmeos, endopodito de menor tamafio
que el exopodito, 1 seda en el protopodito y numerosos elementos de ornamentacion en
el exopodito. 4° par de toracopodos unirrameo, formado por un proceso codnico con una
seda apical en las hembras y por un pequefio proceso sedoso en los machos. Un par de
ramas caudales con las 7 sedas tipicas, de las cuales la V es de mayor porte y con el

apice pinnado.

Hospedadores: Cuthona caerulea, Eubranchus sp., Doto eireana, Doto fragilis, Doto

koenneckeri, Doto lemchei y Doto pinnatifida.

Material examinado: 48 hembras y 29 machos. Los parasitos encontrados en Cuthona
caerulea y Doto fragilis no se incluyen en el estudio anatomico debido a que unicamente
apareci6 infectado 1 ejemplar de cada especie y el copépodo resulté dafiado durante la

diseccion.

Serie tipo: 93 ejemplares. Holotipo: 1 hembra conservada en etanol 96°. Alotipo: 1
macho montado en una preparacion de glicerina sobre un portaobjetos. Paratipos 1-8: 5
hembras y 3 machos montados en portaobjetos preparados para el SEM. Paratipos 9-19:
9 hembras y 2 machos montados en preparaciones de glicerina sobre portaobjetos.
Paratipos 20-45: 15 hembras y 11 machos conservados en etanol 70°. Paratipos 46-56:
8 hembras y 3 machos conservados en liquido de Bouin. Paratipos 57-72: 8 hembras y
8 machos conservados en etanol 96°. Paratipos 73-75: 2 hembras y 1 macho conservados

en formol 4% y tefiidos con rosa de Bengala.

Holotipo, alotipo y paratipos 20-45 depositados en el Museo de Historia Natural de la

Universidade de Santiago de Compostela (nimeros de depdsito en tramite). Los
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paratipos 1-8, 9-19, 46-56, 52-72 y 73-75 permanecen en la EBMG en la coleccion

personal del autor.
Localidad tipo: Ria de Ferrol.

DESCRIPCION

HEMBRA
Segmentacion (Fig. 46):

Animal de 0,9-1,6 mm de longitud. Cuerpo dividido en prosoma y urosoma. El prosoma
es mucho mas grande, sin segmentacion aparente y se distingue una parte anterior y otra
posterior. La anterior estd formada por el cefalosoma y por el 2° y el 3% somitos
toracicos, que presentan 3 pares de procesos laterales robustos (1 par en el 2° somito
toracico y 2 en el 3°) que se van estrechando hacia el &pice, orientados de manera lateral
excepto el 3 par, que lo hace de forma dorso-ventral (Fig. 45A, Fig. 47A). En la zona-
dorso lateral del 3° somito toracico también presenta 1 o 2 pares de procesos posteriores,
forma y tamafio variables en los diferentes especimenes estudiados. Parte posterior del
prosoma cilindrica, mas estrecha que la anterior y compuesta por la fusion de los
somitos toracicos 4° y 5°. Urosoma (Fig. 45B, Fig. 47B) de 2 somitos, comprende el 6°
somito toracico y el genitoabdomen (fusion del somito genital y del 1% somito
abdominal). Genitoabdomen ornamentado en su superficie con numerosas sédulas (Fig.
55). Aperturas genitales situadas en el genitoabdomen ventrolateralmente, con un par
de sacos ovigeros reniformes anclados de manera subterminal. Ramas caudales bien
diferenciadas, espatuladas, con 1 seda apical robusta (V) y 6 pequefias sedas accesorias.

Abertura anal situada entre las dos ramas caudales.
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Figura 45. Hembra de Lomanoticola sp. nov. A. Vista ventral del cuerpo. B. Detalle del urosoma

(al: apéndices laterales; rcf: region cefalica; urs: urosoma). Fotografias realizadas con el

microscopio estereoscopico.
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Figura 46. Esquema de la segmentacion de la hembra de Lomanoticola sp. nov. El tamaio de las
proporciones corporales no se corresponde con el real (A-: somito abdominal; C-: somito cefalico;

T-: somito toracico).

15.0 um

Figura 47. Hembra de Lomanoticola sp. nov. A. Vista ventral del cuerpo. B. Urosoma. C. 2°
toracopodo. D. 3¢ toracopodo (al: apéndices laterales; en: endopodito; ex: exopodito; ga:

genitoabdomen; se: sedas; trc: toracépodos). Fotografias realizadas al SEM.
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Figura 48. Hembra de Lomanoticola sp. nov. A. Cefalosoma. B. Anténula. C. Antena. D. Detalle del

apice mandibular dentado (flecha negra) (aa: antena; an: anténula; cb: coxobase; len: 1° artejo
endopodal; 2en: 2° artejo endopodal; la: labium; Ir: labrum; ma: maxila; md: mandibula). Fotografias
realizadas al SEM.
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Apéndices cefalicos (Fig. 48A):

Anténula con 4 artejos de segmentacion poco marcada entre los artejos 2°, 3° y 4°;
unicamente detectable por constricciones que indican la segmentacion ancestral. 1%
artejo con 2 espinas robustas recurvadas hacia el apice, 2° artejo con 2 espinas (una
robusta en la base y recurvada hacia el dpice, y otra més delgada y alargada en la parte
distal) y una 1 larga en el borde externo de artejo. 3 artejo con 2 sedas pequenas en la
parte dorsal y 1 seda mas larga en el borde externo. 4° artejo con 2 sedas cortas y 1
notoriamente mas larga y ancha en la parte interna de la porcion medial, finalizado por

8-12 sedas largas y delgadas situadas en posicion apical (Fig. 48B, Fig. 49).

Antena falciforme con 3 artejos, que se corresponden con la coxobase y con el
endopodito, de 2 artejos. Coxobase con 1 espina robusta y pinnada; artejo proximal del
endopodito también con 1 espina robusta pero de menor porte que la de la coxobase;
artejo distal del endopodito (3% artejo de la antena) recurvado, lo que le confiere al
apéndice su aspecto falciforme. Este artejo presenta 4 elementos de ornamentacion: 1
espina en el borde externo, 2 sedas alargadas en la superficie dorsal (una a la altura de
la espina del borde externo y la otra mas distal), y 1 seda mas fina y larga en el borde
externo orientada tangencialmente a la curvatura de la antena. Presenta 2 orificios en el
borde interno de la porcion distal del 3 artejo (uno de ellos en la base de una de las
sedas) (Fig. 48C, Fig. 50).

Labrum con dos abultamientos dirigidos lateralmente, sin ornamentacion (Fig. 48A,
Fig. 51).
Labium circular, con dos areas circulares recubiertas de s¢dulas de pequefio porte. Un

par de paragnatos en la parte superior, también con sédulas (Fig. 48A, Fig. 51).

Mandibula recorrida en la zona media por una linea algo mas elevada que la superficie
del apéndice; gnatobase pequeia, recurvada apicalmente y con 4 6 5 procesos
dentiformes (Fig. 48D, Fig. 51).

Maxilula no observada.

Maxila con 2 artejos: sincoxa (fusion de la precoxa y del coxopodito) ancha y sin
ornamentacion; alobase (fusiéon del basipodito y del primer segmento endopodal)

pequeiia, con 1 espina y 1 seda que se va estrechando hacia el apice (Fig. 48A, Fig. 51).
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10um

Figura 49. Anténula izquierda de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (A-: artejo de la anténula).
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Figura 50. Antena derecha de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (cb: coxobase; en: artejo endopodal

es: espina; se: seda).
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Figura 51. Piezas bucales de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (alb: alobase; es: espina; la: labium;

Ir: labrum; ma: maxila; md: mandibula; pa: paragnato; scx: sincoxa; se: seda).
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Toracépodos:
1¢" par de toracopodos ausente.

2° par de toracépodos birrdmeo. Endopodito mucho menor que el exopodito, con
apariencia espinosa y finalizado con 1 pequefia espina apical. Exopodito con dos
constricciones: una en la parte medial y otra en la distal; la parte distal se va estrechando
y recurvando apicalmente en forma de gancho. La ornamentacion consta de 1 seda muy
desarrollada en el borde externo del protopodito y 3 sedas pequefias en el borde externo

del exopodito, 1 en la zona medial y 2 en la zona distal (Fig. 47C, Fig. 52).

3" par de toracépodos birrameo. Endopodito mucho mas pequefio que el exopodito,
pero de mayor tamafio que el endopodito del 2° par de toracopodos. Exopodito con
ornamentacion formada por 1 seda en el protopodito (mas pequena que la del 2°
toracdpodo), 3 pequeiias sedas de apariencia espinosa en el borde externo del exopodito
y 1 seda mas pequefia que las anteriores en el borde interno, a la altura de la 2 espina
del borde externo (Fig. 47D, Fig. 53).

4° par de toracopodos representado por un proceso conico con 1 seda apical (Fig. 47B,
Fig. 54).

Ramas caudales (Fig. 55):

Ramas caudales pequefias y robustas, entre las que se encuentra la abertura anal. Seda
V mucho mas larga que las demas y espatulada, con el apice pinnado. Seda VII también
bien desarrollada, con % de la longitud de la V, se dirige hacia el margen interior. El

resto de sedas, situadas en la parte dorsal, son pequefias y en algiun caso de apariencia

espinosa.
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Figura 52. 2° toracopodo derecho de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (en: endopodito; ex:

exopodito; se: seda).
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Figura 53. 3¢ toracopodo derecho de la hembra de

Lomanoticola sp. nov. (en: endopodito; ex: exopodito; se: seda).
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Figura 54. 4° toracopodo derecho de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (T4: 4° somito toracico).
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Figura 55. Vista ventral de las ramas caudales de la hembra de Lomanoticola sp. nov. (I-VII: sedas

de las ramas caudales; sel: sédulas).
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MACHO
Segmentacion (Fig. 56):

Animal ciclopiforme, de 0,4-0,6 mm de longitud (Fig. 57A). Cefalotérax formado por
el cefalosoma y por el 2° y el 3* somito toracicos. 4° y 5° somitos toracicos libres y
cilindricos. Urosoma de 3 somitos: 6° toracico, somito genital y somito anal. Somito
genital (7° somito toracico) concavo, con un par de opérculos genitales en cada extremo
de la curvatura marcados por 2 sedas pequefias cada uno (Fig. 57D, Fig. 65). Somito
anal (1* somito abdominal) ornamentado por numerosas sédulas en su superficie (Fig.

65). Ramas caudales similares a las de la hembra, pero con la seda V de mayor tamaiio.

C1
Cc2

)
)
c3 )
)
)
)

Cefalosoma

c4
c5

Cefalotérax

Y Y Y Y Y )

Prosoma

Urosoma

Figura 56. Esquema de la segmentacion del macho de Lomanoticola sp. nov. El
tamafio de las proporciones corporales no se corresponde con el real (A-: somito

abdominal; C-: somito cefélico; T-: somito toracico).
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Figura 57. Macho de Lomanoticola sp. nov. A. Vista ventral del animal. B. 2° toracépodo. C. 3¢

toracopodo. D. Somito genital (en: endopodito; ex: exopodito; og: opérculo genital; sa: somito anal; se:

sedas; sg: somito genital; trc: toracopodos). Fotografias realizadas al SEM.
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10.0 ym

Figura 58. Macho de Lomanoticola sp. nov. A. Anténula. B. Antena. C. Piezas bucales. D. Ramas
caudales, vista dorsal (aa: antena; an: anténula; cb: coxobase; len: 1°" artejo endopodal; 2en: 2° artejo
endopodal; la: labium; Ir: labrum; ma: maxila; md: mandibula; ml: maxilula). Fotografias realizadas

al SEM.
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Apéndices cefalicos (Fig. 58A-C):

Anténula muy similar a la de la hembra y formada por 4 artejos de segmentacion poco
marcada entre los artejos 2°, 3° y 4°; tnicamente detectable por constricciones que
indican la segmentacion ancestral. 1° artejo con 2 espinas robustas recurvadas hacia el
apice, 2° artejo con 2 espinas (una robusta en la base y recurvada hacia el apice, y otra
mas delgada y alargada en la parte distal) y 1 seda larga en el borde externo de artejo.
3 artejo con 2 sedas pequeitias en la parte dorsal y 1 seda més larga en el borde externo.
4° artejo con 2 sedas cortas y 1 notoriamente mas larga y ancha en la parte interna de la
porcidon medial y en una posicion mas apical que en el caso de la hembra, finalizado por

8-12 sedas largas y delgadas situadas en posicion apical (Fig. 58A, Fig. 59).

Antena igual a la de la hembra: falciforme con 3 artejos, que se corresponden con la
coxobase y con el endopodito, de 2 artejos. Coxobase con 1 espina robusta y pinnada;
artejo proximal del endopodito también con 1 espina robusta pero de menor porte que
la de la coxobase; artejo distal del endopodito (3° artejo de la antena) recurvado, lo que
le confiere al apéndice su aspecto falciforme. Este artejo presenta 4 elementos de
ornamentacion: 1 espina en el borde externo, 2 sedas alargadas en la superficie dorsal
(una a la altura de la espina del borde externo y la otra méas distal), y 1 seda més fina y
larga en el borde externo orientada tangencialmente a la curvatura de la antena. Presenta
2 orificios en el borde interno de la porcion distal del 3° artejo (uno de ellos en la base
de una de las sedas) (Fig. 58B, Fig. 60).

Labrum con dos abultamientos dirigidos lateralmente, sin ornamentacion (Fig. 58C,
Fig. 61).

Labium con un surco central y dos areas circulares recubiertas de sédulas de pequefio
porte. Un par de paragnatos en la parte superior, también con sédulas. (Fig. 58C, Fig.
61).

Mandibula recorrida en la zona media por una linea algo méas elevada que la superficie
del apéndice; gnatobase pequefia, recurvada apicalmente y con 4 6 5 procesos
dentiformes (Fig. 58C, Fig. 61).

Maxilula representada por un pequefio proceso setiforme fusionado a la gnatobase
mandibular (Fig. 58C).

Macxila con dos artejos: sincoxa (fusién de la precoxa y del coxopodito) ancha y sin
ornamentacion; alobase (fusiéon del basipodito y del primer segmento endopodal)

pequeiia, con 1 espina y 1 seda que se va estrechando hacia el &pice (Fig. 58C, Fig. 61).
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Figura 59. Anténula izquierda del macho de Lomanoticola sp. nov. (A-: artejo de la anténula).
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Figura 60. Antena izquierda del macho de Lomanoticola sp. nov. (cb: coxobase; en: artejo

endopodal; es: espina; se: seda).
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Figura 61. Piezas bucales del macho de Lomanoticola sp. nov. (alb: alobase; es: espina; la: labium;

Ir: labrum; ma: maxila; md: mandibula; pa: paragnato; scx: sincoxa; se: seda).
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Toracépodos:
1¢" par de toracopodos ausente.

2° par de toracopodos birrameo, muy similar al de la hembra. Endopodito mucho
menor que el exopodito, con apariencia espinosa y finalizado con 1 pequeia espina
apical. Exopodito con 2 constricciones: una en la parte media, menos marcada que la de
la hembra, y otra en la distal; la parte distal se va estrechando y recurvando apicalmente
en forma de gancho. La ornamentacion consta de 1 seda muy desarrollada en el borde
externo del protopodito y 3 sedas pequeias en el borde externo del exopodito, 1 en la

zona medial y 2 en la zona distal(Fig. 57B, Fig. 62).

3" par de toracépodos birrameo. Endopodito mucho mas pequefio que el exopodito,
pero de mayor tamafio que el endopodito del 2° par de toracopodos. Exopodito con
ornamentacion formada por 1 seda en el protopodito (mas pequena que la del 2°
toracdpodo), 3 pequeiias sedas de apariencia espinosa en el borde externo del exopodito
y 1 seda mas pequefia que las anteriores en el borde interno, a la altura de la 2* espina
del borde externo. Como se puede observar, la estructura de este apéndice es igual a la
de la hembra, diferenciandose tinicamente en el protopodito, mas largo en el macho
(Fig. 57C, Fig. 63).

4° par de toracépodos mas simple que en caso de la hembra, representado por un

pequefio proceso sedoso en el borde externo del 4° somito toracico (Fig. 64).
Ramas caudales (Fig. 58D, Fig. 65):

Iguales a las de la hembra, con la apertura anal entre ellas. Son pequefias y robustas, la
seda V es mucho mas larga que las demas y espatulada, con el &pice pinnado. Seda VII
también bien desarrollada, con % de la longitud de la V, se dirige hacia el margen
interior. El resto de sedas, situadas en la parte dorsal, son pequefias y en algtin caso de
apariencia espinosa. La tnica diferencia entre ambos sexos se encuentra en la seda V,
que en el caso del macho esta mas desarrollada y mas profusamente espinulada en el

apice.
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Figura 62. 2° toracopodo izquierdo del macho de

Lomanoticola sp. nov. (en: endopodito; ex: exopodito; se: seda).

119



Capitulo 4

120

—SC

X

10um

Figura 63. 3  toracopodo  derecho  del

macho

Lomanoticola sp. nov. (en: endopodito; ex: exopodito; se: seda).
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Figura 64. 4° toracopodo izquierdo del macho de

Lomanoticola sp. nov. (T4: 4° somito toracico).
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Figura 65. Vista ventral del somito genital, somito anal y ramas caudales del macho de
Lomanoticola sp. nov. (I-VII: sedas de las ramas caudales; og: opérculo genital; sa: somito

anal; sel: sédulas; sg: somito genital).
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Dimorfismo sexual:

Muy marcado tanto en la anatomia externa como en la segmentacion corporal. 4°
toracoépodo del macho mas reducido que el de la hembra. Seda V de las ramas caudales
de la hembra mas reducida que la del macho. Apéndices cefalicos iguales, excepto por

el surco que existe en el labium del macho.

Respecto a la maxilula, presente en el macho de Lomanoticola sp. nov., cabe sefialar
que su observacion se plantea dificil por encontrarse genralmente cubierta por la maxila.
De hecho no se ha podido confirmar su existencia en la hembra ni mediante la
microscopia optica ni mediante el SEM, pero dado que en la familia Splanchnotrophidae
generalmente no existen diferencias en las piezas bucales, se supone que la hembra

también la tiene.
Variabilidad intraespecifica:

Hembras: poseen cierta variabilidad en la forma y proporciones corporales,
probablemente debidas al desarrollo peramorfico. Ademads, los procesos posteriores
presentan variabilidad asociada a la especie hospedadora. Por regla general los
especimenes que se encontraron parasitando a Doto koenneckeri, Doto Lemche y Doto
pinnatifida tienen 2 pares de procesos (Fig. 66A, B, C), siendo el externo el de mayor
tamafio; por su parte, los individuos que parasitan a Eubranchus sp. solamente poseen
1 par de procesos, mucho mas desarrollados que en los copépodos extraidos de las otras

especies de nudibranquios (Fig. 66D).

Esta variabilidad hospedador-dependiente plantea la posibilidad de la existencia de dos
especies de parasito distintas, pero como se vera en la seccion dedicada al estudio del
gen COX1, las diferentes anatomias de los procesos posteriores se deben inicamente a

la variabilidad intraespecifica.

Machos: no se observo variabilidad.
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Figura 66. Vista dorsal de hembras de Lomanoticola sp. nov. extraidas de diferentes hospedadores,

en la que se muestran los procesos posteriores (tridngulos blancos). A. En Doto koenneckeri. B. En

Doto lemchei. C. En Doto pinnatifida. D. En Eubranchus sp.
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LARVA NAUPLIUS I

Piriforme, con el labrum redondeado y 1 par de ramas caudales en la parte posterior

(Fig. 67).
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Figura 67. Habitus ventral de la larva nauplius I de Lomanoticola sp. nov. (aa: antena; an: anténula;

Ir: labrum; md: mandibula; rc: ramas caudales).
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Anténula unirrdmea, constituida por 3 artejos: el 2° es el més alargado, con 3 sedas
dispuestas a lo largo del borde interno, y el 3 artejo tiene 3 sedas apicales de longitud
similar (Fig. 68).

Antena birramea. Coxopodito con 1 proceso espiniforme en el borde interno; basipodito
con 1 endito del que parten 2 sedas. Exopodito de 5 artejos, siendo el proximal de mayor
tamafo; cada uno posee 1 seda excepto el distal, que tiene 2; endopodito de un solo
artejo, con 2 sedas en la porcion medial y otras 2 en la distal, una de ellas con el doble

de longitud que las demas (Fig. 69).

Mandibula birrdmea. Coxopodito sin ornamentacion, basipodito de mayor tamafno que
el coxopodito y con 1 seda plumosa. Exopodito de 3 artejos, el 1° con 1 seda larga, el 2°
sin ornamentacion y el 3° con 2 sedas apicales. Endopodito de 2 artejos, 1° con una seda
plumosa (de mayor tamafio que la del basipodito) y 2 sedas, una de las cuales es mas
pequeiia; 2° segmento con 3 sedas, 1 mas pequeia en el borde externo y 2 en el apice
(Fig. 70).
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Figura 68. Anténula derecha de la larva nauplius I de Lomanoticola sp. nov.

(A-: artejo de la anténula).
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Figura 69. Antena derecha de la larva nauplius I de Lomanoticola sp. nov. (ba: basipodito; cx:

coxopodito; en: endopodito; ex: exopodito).
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Figura 70. Mandibula izquierda de la larva nauplius I de Lomanoticola sp. nov. (ba: basipodito; cx:

coxopodito; en: endopodito; ex: exopodito).
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DISCUSION

En esta memoria se realiza por primera vez un estudio pormenorizado de las estructuras
con valor taxondémico del género Lomanoticola: anténulas, antenas, labium, labrum,
mandibulas, maxilulas, maxilas, toracopodos y ramas caudales. También se describe el

macho de este género, hasta ahora desconocido.

Lomanoticola sp. nov. posee caracteres que la clasifican dentro de la familia
Splanchnotrophidae: ausencia de maxilipedos, antena de 3 artejos, 2° y 3% toracopodos
birrameos, numero y anatomia de los procesos laterales de las hembras y fuerte
dimorfismo sexual (HANCOCK & NORMAN, 1863; DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950;
Huys, 2001).

La hembra de Lomanoticola sp. nov. se integra dentro del género Lomanoticola por la
forma corporal, la existencia de 3 pares de apéndices laterales robustos y cortos, la forma
de los sacos ovigeros, la presencia de un genitoabdomen en la hembra y la forma y
ornamentacion general de los apéndices cefalicos (HANCOCK & NORMAN, 1863;
DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950; HUYS, 2001).

Dado que no existe material tipo de Lomanoticola spp. con el que poder comparar los
individuos recogidos en las rias de Ferrol y de Ares, se estudiaron la descripcion original
de Lomanoticola brevipes (HANCOCK & NORMAN, 1863) y la revision de Lomanoticola
insolens realizada por DELAMARE DEBOUTTEVILLE (1950). En ambos casos se trata de
articulos concernientes a las hembras y con descripciones e ilustraciones poco detalladas
de las estructuras de valor taxondmico, sobre todo en lo referente a la segmentacion y
ornamentacion de los apéndices cefalicos. Por ello, la informacion que se puede extraer
de esos trabajos se limita al habitus corporal general y a la ornamentacién general de

anténulas, antenas, toracépodos y ramas caudales.

Al no poder comparar con detalle los apéndices cefalicos de la Lomanoticola sp. nov.
con los de las especies del género Lomanoticola, los toracopodos soportan el peso de la
identificacion, puesto que existen diferencias importantes en la forma y ornamentacion.
Mientras que los toracopodos de Lomanoticola sp. nov. se encuentran bien desarrollados
y son observables a simple vista, no sucede asi en Lomanoticola brevipes y

Lomanoticola insolens:
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- En Lomanoticola brevipes los toracopodos son “rudimentarios, reducidos a
meros ganchos de pequefio tamafio” (Fig. 71A) (HANCOCK & NORMAN, 1863).

- En Lomanoticola insolens los toracopodos son reducidos, con los endopoditos
representados por pequefios procesos espinosos (Fig. 71B) (DELAMARE
DEBOUTTEVILLE, 1950).

o0um

Figura 71. A. Toracopodo de la hembra de Lomanoticola brevipes (tomado de HANCOCK & NORMAN,
1863). B. 3¢ toracopodo derecho de la hembra de Lomanoticola insolens (adaptado de DELAMARE

DEBOUTTEVILLE, 1950).

La presencia de un 4° par de toracopodos es determinante: el hecho de que en las
descripciones originales y posteriores de Lomanoticola brevipes y de Lomanoticola
insolens no se cite la existencia de una estructura macroscopica facilmente visible en
las hembras, como es el 4° par de toracopodos, indica que este caracter no existe en esas
especies y permite distinguirlas de Lomanoticola sp. nov. (HANCOCK & NORMAN, 1863;
DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950; HUYS, 2001).

Ademas, Lomanoticola brevipes y Lomanoticola insolens poseen otros rasgos

especificos que permiten diferenciarlas de Lomanoticola sp. nov.:
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- Lomanoticola brevipes carece de procesos posteriores. Los artejos 2°y 3° de la
anténula no poseen sedas, el 4° artejo no presenta sedas en la porcidon medial y
el nimero de sedas apicales es menor que el de las anténulas de Lomanoticola
sp. nov. Las ramas caudales tienen solamente 3 sedas (HANCOCK & NORMAN,
1863).

- Lomanoticola insolens posee surcos profundos en el 2° y 3 segmentos
toracicos (Fig. 4). La anténula carece de sedas en los artejos 2° y 3°, y el 4°
artejo tiene 2 sedas largas en la porcidon proximal. La antena Unicamente
presenta 2 sedas en el segmento distal del endopodito. La seda protopodial del
2° toracopodo tiene una longitud de aproximadamente 4 de la que posee
Lomanoticola. sp. nov. y el endopodito tiene forma de espina y se encuentra
muy reducido. Las ramas caudales Unicamente tienen 3 sedas. (DELAMARE

DEBOUTTEVILLE, 1950).

En la filogenia de la familia Splanchnotrophidae realizada por ANTON & SCHRODL
(2013a) (Fig. 88) se incluye una tercera especie de Lomanoticola denominada
Lomanoticola sp., la cual fue descrita y errdneamente identificada como Lomanoticola
brevipes por SALMEN (2005) en su tesis doctoral (datos no publicados). Estos autores la
diferencian de Lomanoticola brevipes y Lomanoticola insolens en base a la estructura 'y
numero de toracopodos de la hembra. Las hembras de Lomanoticola sp. y Lomanoticola
sp. nov. poseen grandes similitudes en el habitus, segmentacion corporal, segmentacion
y ornamentacion de apéndices cefalicos, en el nimero y estructura de los toracopodos y
en la estructura y ornamentacion de las ramas caudales. La unica diferencia se encuentra
en la forma globular del 4° toracépodo de Lomanoticola sp., 1a cual podria deberse al
desprendimiento de la porcion sedosa distal del toracopodo durante la manipulacion del
animal, artefacto también observado durante la presente memoria (Fig. 47B). Poe ello,

se considera que Lomanoticola sp. y Lomanoticola sp. nov. son la misma especie.

Esta concclusion podra ser testada en el estudio molecular gracias a que la secuencia
COXI1 con coédigo LOM27 (Tabla 3), cedida por Roland Anton, pertenece a los sacos

ovigeros de una hembra de Lomanoticola sp.
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4.2.2. Género Splanchnotrophus.
Clase Copepoda H.M. Edwards, 1840
Orden Poecilostomatoida Thorell, 1859
Familia Splanchnotrophidae Norman & Scott, 1906
Género Splanchnotrophus Hancock & Norman, 1863

DIAGNOSIS
HANCOCK. & NORMAN, 1863: 50-54, plancha XV figs. 1-11, Plancha XVI figs. 7-10.
Huys, 2001: 110, figs. 1,2, 3,4, 5y 6D-E.
ABAD et al., 2011: 55-56, figs. 3 y 4.
Cuerpo de la hembra dividido en un prosoma de gran tamafo y un pequefio urosoma de
2 somitos. La parte anterior del prosoma esta formada por el cefalosoma y los somitos
toracicos 2° y 3’, de los que surgen 3 pares de apéndices laterales largos y delgados;
parte posterior mas pequefia y cilindrica, formada por la fusién de los somitos toracicos
4° y 5° Urosoma compuesto por el 6° somito toracico y el genitoabdomen. Ramas

caudales con una seda apical bien desarrolla y 6 sedas accesorias mas pequefias.

Cuerpo del macho ciclopiforme. El prosoma comprende el cefalotérax (cefalosoma y 2°
y 3% somitos toracicos) y el 4° y 5° somitos toracicos. Urosoma formado por el 6° y 7°
somitos toracicos y por el somito genital. Ramas caudales con 1 seda apical larga y

espinulada en el dpice y 6 sedas mas pequenias.

Anténula de 4 artejos, el 1° con 2 espinas robustas. Antena de 3 artejos: coxobase y
endopodito de 2 artejos; parte distal del endopodito con 5 elementos accesorios.
Mandibula con gnatobase corta, rematada en una hoja dentada. Maxilula representada
por un pequefio esclerito fusionado a la base mandibular, con 1 pequefia seda en el apice.

Maxila de 2 artejos, con 1 espinay 1 seda en la alobase.

2° y 3% par de toracopodos birrameos. Protopodito con 1 seda en su borde externo;
endopodito representado por un pequefio l6bulo; exopodito de mayor tamafio y mas
alargado, con varios elementos de ornamentacion. 4° par de toracopodos reducido, con

apariencia de seda.
Sacos ovigeros bilobulados, unidos al genitoabdomen por la parte medial.

Especie tipo: Splanchnotrophus gracilis Hancock & Norman, 1863.
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Splanchnotrophus gracilis Hancock & Norman, 1863.
DIAGNOSIS

HANCOCK. & NORMAN, 1863: 50-54, plancha XV figs. 1-11, plancha XVI figs. 7-10.
Huys, 2001: 116-119, figs. 5y 6 D-E.
BOXSHALL & HALSEY, 2004: 665-667.

DESCRIPCION

HEMBRA
Segmentacion (Fig. 72):

Cuerpo de 0,9-2,8 mm de longitud, dividido en prosoma y urosoma, siendo el prosoma
mas grande y sin segmentacion aparente. La parte anterior del prosoma esta formada
por el cefalosoma y por el 2° y el 3% somitos toracicos. 2° y 3 somitos toracicos con 3
pares de apéndices laterales largos y delicados, orientados lateralmente (1 par en el 2°
somito toracico y 2 pares en el 3°) (Fig. 73A). En la zona dorso lateral del tercer somito
toracico aparece 1 par de procesos posteriores con forma ovalada y bien desarrollados.
Parte posterior del prosoma estrecha y cilindrica, compuesta por la fusion de los somitos
toracicos 4° y 5°. Urosoma de dos somitos: 6° somito toracico y genitoabdomen (Fig.
73B). Aperturas genitales localizadas en la zona ventrolateral del genitoabdomen.
Ramas caudales con una seda apical (V) robusta y 6 pequenas sedas accesorias. Abertura

anal situada entre las dos ramas caudales (Fig. 74F).
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f 3
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\ 4
Urosoma
Genitoabdomen

Figura 72. Esquema de la segmentacion de la hembra de Splanchnotrophus gracilis. El tamafio de
las proporciones corporales no se corresponde con el real (A-: somito abdominal; C-: somito cefélico;

T-: somito toracico).
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Figura 73. Hembra de Splanchnotrophus gracilis. A. Vista ventral del cuerpo. B. Detalle

del urosoma (al: apéndices laterales; rcf: region cefélica; so: sacos ovigeros; urs: urosoma).

Fotografias realizadas con el microscopio estereoscopico.
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Apéndices cefalicos (Fig. 74A):

Anténula con 4 artejos de segmentacion poco marcada. 1% artejo con 2 espinas robustas;
2° artejo con 2 espinas robustas y 1 seda larga; 3 artejo con 2 sedas pequeiias en la
superficie dorsal; 4° artejo con 2 sedas en la zona subapical y 7-9 sedas en la apical (Fig.
74A, D).

Antena falciforme con 3 artejos: coxobase, 1 artejo endopodal y 2° artejo endopodal.
Coxobase con 1 espina pinnada en la union con el 1* artejo endopodal; artejo proximal
del endopodito con 1 espina robusta y mas pequeiia que la de la coxobase; artejo distal
del endopodito (3* artejo de la antena) recurvado hacia el apice, con 2 espinas en el
borde externo, 1 seda en la superficie dorsal, 1 seda més pequena en el borde interno, y
1 seda mas fina y larga en el borde externo que sigue la curvatura del artejo (Fig. 74A,
E).

Labrum con dos abultamientos dirigidos hacia el labium (Fig. 74A, E).

Labium con dos areas circulares ligeramente cubiertas de sédulas de pequeio porte. Un

par de paragnatos en la parte superior, también con sédulas (Fig. 74A, E).

Mandibula con gnatobase pequeiia, recurvada en el apice y con cuatro o cinco procesos
dentiformes (Fig. 74A, E).

Maxilula formada por un pequefio esclerito fusionado a la gnatobase de la mandibula,
rematado por una pequefia seda. Se suele encontrar cubierta por la mandibula, lo que la
hace dificil de observar (Fig 74E).

Macxila con dos artejos: sincoxa que no presenta ornamentacion y alobase pequefia con

1 espina y 1 seda serrada (Fig. 74A, E).
Toracépodos:
1¢" toracépodo ausente.

2° par de toracopodos birrameo, con 1 pequena seda en el protopodito. Endopodito
pequefio y delgado, con 1 pequenia espina en la porcion distal. El exopodito es mas largo
y grueso que el endopodito, presenta 3 sedas en el margen externo y 3 en el interno;

apice finalizado en una ampolla de la que parte un proceso largo y curvado (Fig. 74B).

3" par de toracopodos birrameo, sin sedas en el protopodito. Endopodito mas corto
que el exopodito, pero mas largo y grueso que el endopodito del 2° toracdépodo y sin

espina distal. Exopodito més largo y grueso que el endopodito, muy similar al exopodito
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del 2° toracdpodo, pero la seda de la porcion distal del exopodito estd mucho mas
desarrollada (Fig. 74C).

4° par de toracopodos muy corto y delgado, con apariencia de seda y con una pequeia

constriccion en la porcion medial.
Ramas caudales:

Cilindricas, con las 7 sedas tipicas. Seda V de mayor tamafo y espinulada en el apice.

Las demas sedas en posicion lateral y dorsal (Fig. 74F).
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Figura 74. Hembra de Splanchnotrophus gracilis. A. Apéndices cefalicos, vista general. B. 2°

toracopodo. C. 3¢ toracopodo. D. Anténula derecha. E. Anténula y piezas bucales. F. Urosoma y
genitoabdomen (aa: antena; aan abertura anal; ag: aperturas genitales; an: anténula; cb: coxobase;
en: endopodito; len: 1° artejo endopodal; 2en: 2° artejo endopodal; ex: exopodito; la: labium; Ir:

labrum; ma: maxila; md: mandibula; rc: ramas caudales). Fotografias realizadas en el SEM.
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MACHO
Segmentacion (Fig. 75):

Cuerpo ciclopiforme, de 0,5-0,8 mm de longitud (Fig. 76A). Prosoma compuesto por
un cefalotérax bien definido (cefalosoma, 2° y 3° somito toracico) y por el 4° y 5°
somitos toracicos, estos ultimos de forma cilindrica. El urosoma esta constituido por el
6° somito toracico, el somito genital (7° toracico) y el somito anal (1* segmento
abdominal). El somito genital, con forma céncava, porta los opérculos genitales que

estan ornamentados con 2 sedas y 1 espina.

C1
C2

)
)
*® )
)
)
)

Cefalosoma

C4
C5

Cefalotérax

—Y_ Y Y Y Y

Prosoma

Urosoma

Figura 75. Esquema de la segmentacion del macho de Splanchnotrophus gracilis. El tamaio de las
proporciones corporales no se corresponde con el real (A-: somito abdominal; C-: somito cefalico;

T-: somito toracico).

139



Capitulo 4

Apéndices cefalicos (Fig. 76B, C):

Anténula igual a la de la hembra: posee 4 artejos de segmentacion poco marcada. 1%
artejo con 2 espinas robustas; 2° artejo con 2 espinas robustas y 1 seda larga; 3° artejo
con 2 sedas pequefias en la superficie dorsal; 4° artejo con 2 sedas en la zona subapical

y 7-9 sedas en la apical (Fig. 76B).

Antena igual a la de la hembra: falciforme con 3 artejos: coxobase, 1* artejo endopodal
y 2° artejo endopodal. Coxobase con 1 espina pinnada en la uniéon con el 1¥ artejo
endopodal; artejo proximal del endopodito con 1 espina robusta y mas pequefia que la
de la coxobase; artejo distal del endopodito (3° artejo de la antena) recurvado hacia el
apice, con 2 espinas en el borde externo, 1 seda en la superficie dorsal, 1 seda mas
pequeiia en el borde interno, y 1 seda mas fina y larga en el borde externo que sigue la

curvatura del artejo (Fig. 76B)

Labrum con dos abultamientos dirigidos hacia el labium, al igual que el de la hembra
(Fig. 76B, C).

Labium muy similar al de la hembra, con dos areas circulares ligeramente cubiertas de
sédulas de pequeno porte. Un par de paragnatos en la parte superior, también con
sédulas. La unica diferencia es la existencia en el macho de un surco central vertical
(Fig. 76B, C).

Mandibula igual a la de la hembra: gnatobase pequena, recurvada en el apice y con

cuatro o cinco procesos dentiformes (Fig. 76B, C).

Maxilula, como en el caso de la hembra, formada por un pequefio esclerito fusionado a

la gnatobase de la mandibula, rematado por una pequena seda (Fig. 76B, C).

Macxila igual a la de la hembra, formada por dos artejos: sincoxa que no presenta

ornamentacion y alobase pequefia con 1 espina 'y 1 seda serrada (Fig. 76B, C).
Toracépodos:
1¢" toracépodo ausente.

2° par de toracopodos igual al de la hembra: birrameo, con 1pequeia seda en el
protopodito. Endopodito pequefio y delgado, con 1 pequeia espina en la porcion distal.
El exopodito es mas largo y grueso que el endopodito, presenta 3 sedas en el margen
externo y 3 en el interno; apice finalizado en una ampolla de la que parte un proceso

largo y curvado (Fig. 76D).
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3" par de toracépodos, como en el caso de la hembra, birrameo, sin sedas en el
protopodito. Endopodito més corto que el exopodito, pero mas largo y grueso que el
endopodito del 2° toracopodo y sin espina distal. Exopodito mas largo y grueso que el
endopodito, muy similar al exopodito del 2° toracdpodo, pero la seda de la porcion distal

del exopodito estd mucho mds desarrollada (Fig. 76E).

4° par de toracopodos mucho mas reducido que el 2° y 3% par, con forma de seda

alargada.

Ramas caudales muy similares a las de la hembra: cilindricas, con las 7 sedas tipicas.
Seda V de mayor tamafio y espinulada en el 4pice. Las demas sedas en posicion lateral
y dorsal (Fig. 76F).
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Figura 76. Macho de Splanchnotrophus gracilis. A. Vista general. B. Apéndices cefalicos y piezas

bucales. C. Piezas bucales. D. 2° toracopodo. E. 3¢ toracépodo. F. Somito anal y ramas caudales (aa:
antena; an: anténula; en: endopodito; ex: exopodito; la: labium; Ir: labrum; ma: maxila; md: mandibula;
ml: maxilula; rc: ramas caudales; se: sedas; sa: somito anal; sg: somito genital; trc2: 2° toracépodo;

trc3: 3°" toracopodo). Fotografias realizadas en el SEM.
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Dimorfismo sexual:

Muy marcado en lo concerniente al aspecto externo y a la segmentacioén corporal. En
los apéndices cefalicos, el labium del macho presenta un surco vertical central, del que
carecen las hembras. 4° toracépodo menos desarrollado en los machos que en las

hembras.
Variabilidad intraespecifica:

Hembras: Las estructuras con valor taxondémico no mostraron ninguna variabilidad

entre los especimenes estudiados.
Otras estructuras en las que se detecto cierta variabilidad son:

- Apéndices laterales: En los casos en los que los apéndices laterales se
encontraban enrollados en el aparato genital del hospedador, se observo que
finalizaban estrechandose y en forma de gancho de consistencia blanda; en otros
casos su longitud no era suficiente para alcanzar el aparato genital del
hospedador y las puntas de los apéndices eran romas.

- Procesos posteriores de las hembras: Algunas hembras presentaban los procesos

hinchados, mientras que en otras la forma era aplanada.

Machos: La tnica variabilidad intraespecifica encontrada entre los machos fue la
longitud de la porcion espinulada de la seda larga de las ramas caudales: en la mayoria
de los ejemplares estudiados la porcion espinulada ocupa el altimo tercio de la seda,

mientras que en algunos ocupa solamente el apice.
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LARVA NAUPLIUS I

Anatomia externa muy similar a la de la larva de Lomanoticola sp. nov.: piriforme, con

labrum redondeado y 1 par de ramas caudales en la parte posterior (Fig. 77).

IC

25um
S |

Figura 77. Habitus ventral de la larva nauplius I de Splanchnotrophus gracilis. (aa: antena; an:

anténula; Ir: labrum; md: mandibula; rc: ramas caudales).

144



Resultados: ESTUDIO ANATOMICO

Anténula unirramea, con 3 artejos: el 1 artejo corto y sin ornamentacion, el 2° mas
alargado y con 3 sedas, y el 3° més corto que el 2° y con 3 sedas apicales. Se diferencia
de la larva de Lomanoticola sp. nov. en el tamaiio del 1° artejo, que en este caso es mas

pequefio (Fig. 78).

Antena birramea. Coxopodito con 1 proceso espiniforme en el borde interno; basipodito
con 1 endito del que parten 2 sedas, una del doble de longitud que la otra. Exopodito
con 5 artejos, el proximal es de mayor tamafo; cada uno porta 1 seda excepto el distal,
que tiene 2; endopodito de 1 artejo, ornamentado por 2 sedas en la porciéon medial y
otras 2 en la distal. La antena es muy similar a la de Lomanoticola sp. nov.,
diferencidndose unicamente en el tamafio del 5° artejo del exopodito (mayor en

Splanchnotrophus gracilis) (Fig. 79).

Mandibula birramea. Coxopodito con 1 seda plumosa pequefia. Basipodito también
con 1 seda plumosa. Exopodito de 3 artejos: el 1° sin ornamentacion, el 2° con 1 seda
en el borde interno a la altura de la union con el 3 artejo y el 3° con 2 sedas apicales.
Endopodito de 2 artejos: el 1° con 2 sedas plumosas (la proximal ligeramente mayor que
la distal) y 1 seda simple entre ambas; 2° artejo con 3 sedas, 1 mas pequefia en el borde

interno y 2 més largas situadas apicalmente (Fig. 80).
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Al

A2

A3

10um

Figura 78. Anténula izquierda de la larva nauplius I de Splanchnotrophus gracilis (A-: artejo

de la anténula).
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en\
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Figura 79. Antena izquierda de la larva nauplius I de Splanchnotrophus gracilis (ba: basipodito; cx:

coxopodito; en: endopodito; ex: exopodito).
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10um

—\ I ba

Figura 80. Mandibula izquierda de la larva nauplius I de Splanchnotrophus gracilis (ba: basipodito;

cx: coxopodito; en: endopodito; ex: exopodito).
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DISCUSION

Splanchnotrophus gracilis se clasifica dentro de la familia Splanchnotrophidae por la
ausencia de maxilipedos, por la antena de 3 artejos, por el 2° y 3% toracopodos
birrameos, por el numero y forma de los apéndices laterales de las hembras y por el

fuerte dimorfismo sexual.

Se clasifica dentro del género Splanchnotrophus por la concordancia con los siguientes
caracteres diagnosticos: apéndices laterales de la hembra largos y delicados, 1 par de
procesos posteriores en la hembra, presencia de maxilula, seda en el protopodito de los
toracopodos 2°y 3°, y ramas caudales con las siete sedas tipicas (HANCOCK & NORMAN,
1863; HUYS, 2001).

Se identifica como Splanchnotrophus gracilis por los siguientes caracteres ya descritos
por HANCOCK & NORMAN (1863) en la descripcion original de la especie: aspecto
general de hembras y machos, forma y nimero de los procesos laterales de la hembra,
segmentacion y ornamentacion de los apéndices cefalicos y piezas bucales, forma y
ornamentacion general del 2° y 3 par de toracopodos y forma del genitoabdomen y

ramas caudales.

Ademas, coincide con la redescripcion parcial del macho realizada por HUYS (2001) en
lo concerniente a la forma del cuerpo, segmentacion, apéndices cefalicos y nimero y

ornamentacion de los toracopodos.

Por otra parte SALMEN (2005) hizo una detallada descripcion de Splanchnotrophus
gracilis utilizando el SEM en su tesis doctoral (datos no publicados), la cual coincide
completamente con lo observado en esta memoria. La forma y tamafio corporales,
segmentacion, estructura fina de apéndices cefalicos y toracopodos, posicion dentro del
hospedador y nimero de parasitos por hospedador son casi idénticos a los aqui descritos.
Las pequefias diferencias encontradas (ramas caudales del macho) podrian ser debidas

al mayor nimero de especimenes recogidos y estudiados en este trabajo.

El nudibranquio hospedador, Trapania tartanella, es la misma especie en la que
SALMEN (2005) encontré los especimenes de parasito que describid6 como
Splanchnotrophus gracilis. Ademas, el area de muestreo pertenece a la region
zoogeografica que SCHRODL (2002) describié para el género Splanchnotrophus

(Atlantico nororiental).
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Splanchnotrophus angulatus habita también en aguas del Atlantico nororiental y se

diferencia de Splanchnotrophus gracilis por las siguientes caracteristicas (HANCOCK &
NORMAN, 1863; HECHT, 1895; HUYS, 2001; ABAD et al.,2011):

La posicion de la espina de la coxobase de la antena no es tan distal como en
Splanchnotrophus gracilis.

La ornamentacion del artejo distal del endopodito de la antena consiste en 1
elemento largo y 4 cortos, con una distribucion diferente a la que se observa en
Splanchnotrophus gracilis.

Forma del endopodito del 2° toracopodo, que en Splanchnotrophus gracilis esta
mas desarrollado. La seda distal del exopodito es mas larga en
Splanchnotrophus gracilis que en Splanchnotrophus angulatus.

El exopodito del 3° toracopodo de Splanchnotrophus angulatus tiene 1 espina
mas que Splanchnotrophus gracilis en su borde externo y 2 menos en el interno.
Las sedas de las ramas caudales de Splanchnotrophus angulatus estan menos
desarrolladas en Splanchnotrophus gracilis, vy la 11 y 1II se encuentran
fusionadas en la base.

El macho de Splanchnotrophus gracilis presenta 3 sedas en el opérculo genital,

mientras que Splanchnotrophus angulatus tiene 2.

Splanchnotrophus dellachiajei, a pesar de tener una distribucion exclusivamente

mediterranea, se distingue de Splanchnotrophus gracilis en los siguientes caracteres

(DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950; DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1951; HUYS, 2001;
ABAD et al.,2011):
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El 4° artejo de la anténula tiene un nimero menor de sedas.

La seda del borde externo del 2° artejo endopodal de la antena es mas corta que
la de Splanchnotrophus gracilis, mientras que en borde interno cuenta con 1
mucho mas larga.

El 3% par de toracopodos tiene una espina mas en el borde externo del exopodito
que Splanchnotrophus gracilis.

Las sedas de las ramas caudales son de menor tamafio que en Splanchnotrophus

gracilis.
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4.3. Analisis molecular.

El alineamiento resultante incluye las secuencias del gen COX1 mitocondrial obtenidas
de Lomanoticola sp. nov., Splanchnotrophus gracilis, 3 parasitos muy dafiados cuya
especie no se pudo determinar en el presente trabajo, parte de las obtenidas por ANTON
et al. (en prensa) y la de Clausocalanus minor (BUCKLIN et al., 2003) como grupo
externo. En total se estudiaron 57 secuencias en un alineamiento de una longitud de 533
pares de bases, 54 de ellas pertenecientes a 7 especies determinadas morfologicamente
y 3 secuencias (SPLNCHI, LOMI y LOM2) a especies no estudiadas

morfologicamente.

Las distancias medias intraespecificas para las especies Splanchnotrophus angulatus,
Ismaila aliena e Ismaila robusta se sitian en 0,003-0,004 (E.E.=0,001), 0,009 para
Splanchnotrophus gracilis (E.E=0,003) y 0,013 Lomanoticola sp. nov. (E.E=0,002)
(Tabla 4). En contraste, los valores de distancias entre las especies consideradas son
mas elevados, con un valor medio de 0,170 (Tabla 5). El valor medio de distancia de
Lomanoticola sp. nov. respecto al resto de especies consideradas es de 0,188. Entre las
especies congenéricas del género Ismaila (Ismaila aliena e Ismaila robusta) se obtiene
el valor interespecifico mds bajo, de 0,042. Entre las especies del género
Splanchnotrophus (Splanchnotrophus angulatus y Splanchnotrophus gracilis) se
obtiene el segundo valor mas bajo, de 0,163 (Tabla 5).

Tabla 4. Valores de distancias genéticas (distancias-p) intraespecificas dentro de las especies
consideradas. Se indica el nimero medio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias (D:1.:

Distancia intraespecifica; E.E.: Error estandar).

D.I E.E. Especie
0,004 0,001 Splanchnotrophus angulatus
0,003 0,001 Ismaila aliena
0,003 0,001 Ismaila robusta

n/c n/c Ceratosomicola mammilata
0,013 0,002 Lomanoticola sp. nov.
0,009 0,003 Splanchnotrophus gracilis

151



Capitulo 4

Tabla 5. Valores de distancias genéticas (distancias-p) interespecificas entre las especies
consideradas. Se indica el nimero medio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias. Los
valores del error estandar se muestran sobre la diagonal. (CM: Ceratosomicola mammilata; LOM:
Lomanoticola sp. nov.); 1A: Ismaila aliena; IR: Ismaila robusta; SA: Splanchnotrophus angulatus;

SG: Splanchnotrophus gracilis).

SA IA IR CM LOM SG
SA 0,016 0,017 0,017 0,016 0,015
IA 0,187 0,008 0,018 0,017 0,016
IR 0,202 0,042 0,018 0,017 0,017
CM 0,197 0,209 0,211 0,017 0,016
LOM 0,184 0,193 0,186 0,222 0,016
SG 0,163 0,181 0,187 0,181 0,173

El modelo evolutivo seleccionado en MEGA para el juego de datos de secuencias COX1
fue el de Tamura-Nei (TAMURA & NEI, 1993) incluyendo el parametro alfa= 0,6 de la

distribucién gamma de la tasa de variacion entre sitios.

Las reconstrucciones filogenéticas basadas en distancias y el método de Neighbor-
Joining (NJ) muestran los clados especificos bien soportados (valores de bootstraping >
90%) para cada una de las especies consideradas. También las especies congenéricas se
agrupan monofiléticamente como especies muy proximas. Sin embargo, no se observa,
0 es escasamente soportada (<50% de bootstraping), la monofilia para el género
Splanchnotrophus. Las relaciones entre los clados de Lomanoticola sp. nov., Ismaila,
Splanchnotrophus gracilis y Splanchnotrophus angulatus no estan bien soportadas
(<60%), situacion esperable debido a la elevada y similar divergencia entre ellos,
resultado de eventos de especiacion rapida y simultanea y a la ausencia de taxones
intermedios (Fig. 81). La utilizacion de criterios alternativos de reconstruccion
filogenética (parsimonia y maxima verosimilitud) no implica cambios significativos en

la topologia aqui considerada.

El clado que incluye a Lomanoticola sp. nov. se encuentra bien soportado, con un valor
de bootstraping del 100% y divergente del resto de especies consideradas. Las

secuencias no muestran agrupacion alguna en funcion del hospedador parasitado.
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Figura 81. Arbol filogenético obtenido mediante el algoritmo de Neighbor-Joining y basado en
distancias de Tamura-Nei. Los iconos idénticos junto a los codigos de las muestras de

Lomanoticola sp. nov. indican el mismo hospedador (Tabla 3).
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4.4. Biologia.
4.4.1. Distribucion geografica.
Lomanoticola sp. nov.

Con los datos obtenidos en la presente memoria y con la secuencia LOM27, cedida por
Roland Anton, se determina que la distribuciéon de Lomanoticola sp. nov. comprende
las rias de Ferrol y Ares (NW Peninsula Ibérica) y el area de Banyuls (costa francesa
del Mediterraneo) (Fig. 82).
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Figura 82. Mapa de la distribucion de Lomanoticola sp. nov. (circulo amarillo: localidad tipo).
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Splanchnotrophus gracilis.

Tras el estudio realizado en la presente memoria, el area de distribucion conocida de

Splanchnotrophus gracilis comprende el Sur de las Islas Britanicas y la costa atlantica

de la Peninsula Ibérica (Fig. 83).
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Figura 83. Mapa de la distribucion de Splanchnotrophus gracilis (circulo amarillo: localidad tipo).
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Splanchnotrophus angulatus.

A pesar de no haber sido estudiada morfolégicamente por el mal estado del copépodo
tras la diseccion del hospedador, los datos aportados por el anélisis molecular de gen
COX1 (espécimen obtenido en la Ria de Ferrol y secuencias aportadas por Roland
Anton) el 4rea de distribucion de Splanchnotrophus angulatus aumenta

sustancialmente, al NW de la Peninsula Ibérica y al Mediterraneo occidental (Fig. 84).
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Figura 84. Mapa de la distribucion de Splanchnotrophus angulatus (circulo amarillo: localidad tipo).

156



Resultados: BIOLOGIA

4.4.2. Opistobranquios infectados.

Se estudiaron 129 especies de opistobranquios pertenecientes a los 6rdenes Anaspidea,
Nudibranchia y Sacoglossa en busca de parasitos, 59 recogidas durante el estudio y 128
pertenecientes a la coleccion “Opistobranquios de Galicia”. 10 de ellas se encontraban
parasitadas por los géneros Lomanoticola (8) y Splanchnotrophus (2), todas
pertenecientes al orden Nudibranchia. Esto representa una prevalencia de infeccion
(mamero especies infectadas respecto al numero total de especies estudiadas) del 7,75%

en las especies de opistobranquios estudiadas en las rias de Ferrol y Ares.

Tabla 6. Relacion de hospedadores de especies de la familia Splanchnotrophidae en las rias

de Ferrol y Ares (OG: Coleccion Opistobranquios de Galicia; R: Recolecciones 2009-2014).

Hospedador Parasito R oG
Cuthona caerulea Lomanoticola sp. +
Cuthona genovae Lomanoticola sp. +
Doto eireana Lomanoticola sp. nov. +
Doto fragilis Lomanoticola sp. nov. +*
Doto koenneckeri Lomanoticola sp. nov. + +
Doto lemchei Lomanoticola sp. nov. + +
Doto pinnatifida Lomanoticola sp. nov. + +
Eubranchus sp. Lomanoticola sp. nov. +
Spurilla neapolitana  Splanchnotrophus angulatus +
Trapania tartanella Splanchnotrophus gracilis + +
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4.4.3. Tasas de infeccion.

Durante el estudio de la presente memoria se encontraron serias dificultades para la
realizacion de muestreos de seguimiento in situ de los parasitos, destinados a la
obtencion de una serie temporal de datos con los que disponer de una base estadistica
solida, a partir de la cual realizar estudios sobre su biologia. Dichas dificultades se deben
al endoparasitismo de los miembros de la familia Splanchnotrophidae, lo que hizo

imposible identificar con certeza la especie de copépodo en su propio habitat.

Ademas, la metodologia utilizada en la obtencion de especimenes de parasito para los
trabajos morfoldgicos y moleculares presenta el inconveniente de que los muestreos de
recoleccién intensivos influyen en la abundancia de los hospedadores y, por extension,

en la de los propios copépodos.

Por estas razones los resultados sobre la biologia del parasito que se exponen a
continuacion se han de interpretar como meramente informativos, y como un posible

punto de partida de cara a futuros estudios sobre la familia Splanchnotrophidae.

Los datos de las tasas de infeccion (nimero de hospedadores parasitados sobre el total
de individuos recolectados) hacen referencia tiinicamente a aquellos muestreos en los

que se encontraron individuos parasitados.

En lo que respecta a Lomanoticola sp. nov., de un total de 901 individuos de Doto
lemchei, Eubranchus sp., Doto pinnatifida y Doto koenneckeri estudiados, se

encontraron parasitados solo 127, lo que representa el 14,095 % del total.

Enlas Tablas 7, 8, 9 y 10 se muestran las diferentes tasas de infeccion que se encontraron
en cada una de las especies hospedadoras de Lomanoticola sp. nov., indicando la
estacion de muestreo, la fecha, nimero de ejemplares recogidos y numero de ejemplares
parasitados, incluyendo los realizados por el profesor V. Urgorri para la coleccion

“Opistobranquios de Galicia”.
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Tabla 7. Tasa de infeccion total de la especie Lomanoticola sp. nov. en el nudibranquio Doto lemchei.

Doto lemchei

Estacién Fecha Recolectados Parasitados
E14 05/08/1996 27 9
El15 11/07/2012 1 1
E20 12/07/2012 10 1
E17 30/07/2012 3 1
E20 19/06/2013 27 2
E20 03/07/2013 32 7
E20 10/07/2013 50 4
E20 18/06/2014 37 16
E20 15/07/2014 52 8
E20 23/07/2014 38 3
E20 08/08/2014 25 2

TOTAL 302 54
TASA INFECCION 17,88%

Tabla 8. Tasa de infeccion total de la especie Lomanoticola sp. nov. en el nudibranquio Eubranchus sp.

Eubranchus sp.

Estacion Fecha Recolectados Parasitados
E20 03/07/2013 25 6
E20 10/07/2013 18 6
E14 30/07/2013 21 2
TOTAL 64 14
TASA INFECCION 21,87%
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Tabla 9. Tasa de infeccion total de la especie Lomanoticola sp. nov. en el nudibranquio

Doto pinnatifida.
Doto pinnatifida
Estacién Fecha Recolectados Parasitados

E7 26/08/1986 12 3
E10 23/08/1992 22 3
E8 22/08/1996 39 5
E10 09/08/2012 5 1
E7 23/07/2013 14 1
Ell 22/08/2013 6 6
E10 17/01/2014 16 3
E10 10/03/2014 5 1
E10 09/05/2014 17 1
Ell 28/05/2014 17 3
E10 27/08/2014 35 1
E10 03/09/2014 23 6
Ell 03/09/2014 17 1
E10 02/10/2014 19 2
E10 17/11/2014 13 1

TOTAL 260 38

TASA INFECCION 14,61%
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Tabla 10. Tasa de infeccion total de la especie Lomanoticola sp. nov. en el nudibranquio

Doto koenneckeri.

Doto koenneckeri

Estacién Fecha Recolectados Parasitados
E7 20/08/1986 51 4
E7 26/08/1986 10 1
E10 26/04/2013 2 1
E7 23/07/2013 5 4
E10 09/05/2014 3 1
E12 14/05/2014 39 2
E12 21/05/2014 37 2
E12 26/05/2014 101 3
E20 18/06/2014 24 2
E20 19/06/2014 3 1

TOTAL 275 21
TASA INFECCION 7,63%
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Splanchnotrophus gracilis se encontr6é parasitando 139 Trapania tartanella de 153
recolectadas, lo que supone una tasa de infeccion del 90,85%. Los datos se desglosan
en la Tabla 11.

Tabla 11. Tasa de infeccion total de la especie Splanchnotrophus gracilis en el nudibranquio

Trapania tartanella.

Trapania tartanella

Estacion Fecha Recolectados Parasitados
E14 02/08/1992 22 19
E14 21/08/1992 3 2
El4 23/08/1992 3 2
E14 01/08/1996 4 2
E14 05/08/1996 3 3
El4 05/08/2009 85 81
El4 24/05/2010 18 18
El4 20/09/2010 6 6
El14 31/07/2014 9 6

TOTAL 153 139
TASA INFECCION 90,85%

4.4.4. Carga parasitaria.

La carga parasitaria se define como el nimero de individuos del parasito por cada

hospedador.

En el caso de Lomanoticola sp. nov., se estudiaron 88 individuos de nudibranquios
parasitados. En todos ellos apareci6 una unica hembra, mientras que el nimero de
machos fue variable: en 34 nudibranquios no aparecié ninguno, en 48 habia un tinico
macho, en 5 casos se encontraron 2 machos y tinicamente en uno de los nudibranquios

cohabitaban mas de 5.

En todos los ejemplares de Trapania tartanella infectados por Splanchnotrophus
gracilis se encontré6 como minimo una hembra y en uno de los hospedadores 4 hembras,

de las cuales solamente una se encontraba en estado adulto. Los machos no siempre
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aparecieron en los nudibranquios infectados por hembras (en 45 casos del total) y por
lo general su numero vari6 entre 1 y 4 individuos. La carga parasitaria maxima se
encontrd en un Unico ejemplar de Trapania tartanella que portaba 43 parasitos en su

interior, probablemente algunos de ellos copepoditos.

4.4.5. Tamafio del hospedador.

Se anoto la longitud corporal de 32 hospedadores de Lomanoticola sp. nov. para estudiar
una posible correlacion entre el tamaiio del hospedador y la incidencia de la infeccion.
Los resultados se muestran, desglosados por especie hospedadora, en la Figura 85. En

ella se observa que la mayor abundancia esta en los nudibranquios de tamafio intermedio

(19 ejemplares).
N° hosp. Tamaiio hosp.
9 - B0-3 mm B3-6 mm E>6 mm
8

Doto pinnatifida  Eubranchus sp. Doto lemchei ~ Doto koenneckeri

Figura 85. Grafico en el que se indica el nimero de individuos de los diferentes hospedadores

de Lomanoticola sp. nov. en relacion a su longitud (hosp.: hospedador).
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4.4.6. Posicion en el hospedador.

La posicion mas frecuente en la que se encontrd la hembra de Lomanoticola sp. nov.
dentro de sus diferentes hospedadores fue siguiendo el eje antero-posterior del lado
derecho, con el cefalosoma orientado hacia el pie y el urosoma penetrando el tegumento
de la zona dorsal, de manera que los sacos ovigeros quedaban flanqueados por los
ceratas (Fig. 21A-C, E, F; Fig. 22 A-C). Los machos aparecieron en posiciones variables,
como por ejemplo en la cavidad corporal posterior del nudibranquio, en las
proximidades del pericardio, en la zona ventral, en contacto con la hembra, en el aparato

reproductivo, etc.

Las hembras de Splanchnotrophus gracilis mostraron un posicionamiento preferencial,
ocupando con su cuerpo la cavidad corporal posterior del hospedador y abrazando con
sus apéndices laterales la goénada (Fig. 20), llegando hasta la parte anterior del
nudibranquio en donde las puntas de los apéndices se encontraban enredadas con las
porciones tubulares del aparato reproductivo del hospedador. Perforan la pared corporal
del nudibranquio con el urosoma a nivel de la papila anal, entre las branquias, de donde
sale un par de sacos ovigeros (Fig. 21D, Fig. 22D). El cefalosoma de la hembra se
encontraba orientado hacia la parte ventral del hospedador, con las piezas bucales
proximas a la gonada pero sin llegar a entrar en contacto con ella. Los machos mostraron
variabilidad en cuanto a su posicionamiento dentro del hospedador, pero se encontraron
con mas frecuencia libres en la cavidad corporal posterior, cerca de la hembra (Fig.
20B). Otras posiciones que ocupaban con frecuencia fueron el aparato reproductivo, la
porcion ventral de la goénada, el interior de los procesos peribranquiales y el
pericardium. Se observd que en dos hospedadores machos maduros se encontraban
situados entre el primer y el segundo apéndices laterales de la hembra, en contacto con

ella, y su parte ventral dirigida hacia la gonada del hospedador y fijados a la misma.
4.4.7. Efectos en el hospedador.

De los 93 hospedadores de Lomanoticola sp. nov. de los que se tomaron datos, en 77
(82,79%) la condicion de la gonada era normal, en 7 (7,52%) estaba reducida y en 9
(9,67%) completamente ausente. Excepto en uno de los casos, todos los nudibranquios

con gonadas reducidas o ausentes eran Doto pinnatifida.

En todos los ejemplares de Trapania tartanella que estaban parasitadas por
Splanchnotrophus gracilis la gbnada no presentaba ninguna diferencia con respecto a

los nudibranquios no infectados.
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Durante el tiempo que se mantuvieron con vida en el laboratorio, todos los hospedadores
parasitados por las diferentes especies de esplancnotrofidos realizaban copulas y puestas

aparentemente normales.

En dos casos, se observé como una hembra de Lomanoticola sp. nov. y una hembra de
Splanchnotrophus gracilis rompian el tegumento de sus hospedadores (Doto
koenneckeri 'y Trapania tartanella, respectivamente) para salir al exterior, muriendo al

cabo de poco tiempo tanto los nudibranquios como los copépodos (Fig. 86).

4.4.8. Presencia estacional.

Tanto Lomanoticola sp. nov. como Splanchnotrophus gracilis aparecen infectando a sus
hospedadores en los meses de la primavera-verano (marzo-agosto), con la excepcion de
los especimenes de Doto pinnatifida parasitados por Lomanoticola sp. nov. en enero y

noviembre de 2014.
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Figura 86. Hembras de copépodo saliendo de sus hospedadores. A. Hembra de Lomanoticola sp. nov.

saliendo de Doto koenneckeri. B. Hembra de Splanchnotrophus gracilis saliendo de Trapania

tartanella.
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Discusion

5.1. Morfologia.
5.1.1. Variabilidad hospedador-dependiente en Lomanoticola sp. nov.

En el apartado del estudio anatomico se puso en evidencia la variabilidad hospedador-
dependiente de los procesos posteriores de las hembras de Lomanoticola sp. nov., lo que
supone un caso llamativo. La variabilidad en la forma de estas estructuras ya fue citada
por HUYS (2001) en el copépodo Splanchnotrophus angulatus y por ABAD et al. (2011)
en Splanchnotrophus gracilis, aunque en estos parasitos las diferencias se daban entre

ejemplares de una misma especie hospedadora.

El origen de este fendmeno, asi como la variabilidad corporal de las hembras, podria
hallarse en el desarrollo peramorfico. Durante su desarrollo las hembras adaptan el
crecimiento al entorno fisico en el que tiene lugar, en este caso la cavidad corporal del
hospedador (HUYS, 2001). Esto coincidiria con la variabilidad observada en
Lomanoticola sp. nov.: los parasitos con la forma de los procesos posteriores mas
divergente respecto a lo observado en la mayoria de ejemplares son los que se extrajeron
de Eubranchus sp., cuya anatomia interna es diferente a la del género Doto (BABA,
1960; LEMCHE, 1976; ORTEA & URGORRI, 1978; ORTEA, 1979; LLERA & ORTEA,
1981).

5.1.2. Larvas nauplius.

En base al nimero, segmentacion y patron de ornamentacion de los apéndices (anténula,
antena y mandibula) se determina que el estadio observado en las larvas de

Lomanoticola sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis es el de nauplius I (IZAWA, 1987).

Hasta el presente, inicamente BELCIK (1981) habia descrito la larva nauplius de un
representante de la familia Splanchnotrophidae, en concreto de Ismaila monstrosa (Fig.
87A). Las larvas encontradas por BELCIK (1981) presentan una anatomia externa muy
similar a las de Lomanoticola sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis. La anténula
unirramea y la antena birrdmea también coinciden con lo observado en Lomanoticola
sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis. Las mayores diferencias aparecen en la
ornamentacién de estos apéndices y la mandibula unirramea que posee la larva nauplius

de Ismaila monstrosa.

La estructura de los apéndices de las larvas nauplius I de las dos especies estudiadas son
muy similares al patron general que describe [ZAWA (1987) para el orden
Poecilostomatoida. La segmentacion, nimero y posicion de las sedas de la anténula son

idénticas en la larva N-1 (Fig. 87B). La segmentacion de la antena se corresponde
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completamente con la descrita en el trabajo antes citado, asi como la ornamentacion
general, siendo la diferencia mas importante la existencia del proceso coxal (Fig. 87C).
La segmentacion de la mandibula también es similar, aunque en las N-1 observadas en
la presente memoria el exopodito solamente tiene 3 segmentos frente a los 4 sefialados
por 1ZAWA (1987) (Fig. 87D).

En términos generales, las larvas nauplius 1 de Lomanoticola sp. nov. y de
Splanchnotrophus gracilis son muy parecidas entre si. La forma corporal, la estructura
y segmentacion de anténulas, antenas y mandibulas, asi como la forma de las ramas
caudales son casi idénticas en ambas especies. Unicamente se diferencian por la
proporcidn de los artejos de anténulas, antenas y mandibulas, y por el mayor numero de
sedas plumosas que posee la larva nauplius 1 de Splanchnotrophus gracilis en las

mandibulas.

Figura 87. Anatomia de la larva nauplius. A. Larva nauplius I de Ismaila monstrosa (tomado de
BELCIK, 1981). B. Anténula generalizada de la larva nauplius I de Poecilostomatoida (tomado de
1zawa, 1987). C. Antena generalizada de la larva nauplius I de Poecilostomatoida (tomado de IzAwA,
1987). D. Mandibula generalizada de la larva nauplius I de Poecilostomatoida (tomado de

1zawA, 1987).
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5.1.3. Lomanoticola vs. familia Splanchnotrophidae.

Tradicionalmente, el género Splanchnotrophus siempre ha sido el mas relacionado con
el género Lomanoticola, en base a la similitud entre los apéndices cefalicos y areas de
distribucién de ambos taxones. Esto llevo a que Lomanoticola fuese considerado como
sinonimo o subgénero de Splanchnotrophus (HANCOCK & NORMAN, 1863; HECHT,
1895; MONOD & DOLLFUS, 1932; BELCIK, 1981; JENSEN, 1990) hasta que HUYS (2001)
lo considera con categoria de género. Comparando los datos morfoldgicos de ambos
taxones se confirma que su relacion es estrecha, dado que los apéndices cefalicos,
toracdpodos y ramas caudales presentan una estructura, segmentacion y ornamentacion
muy parecidas en los dos casos, y a su vez son diferentes de los demas géneros de la
familia Splanchnotrophidae (Tabla 12). A pesar de ello, se observan importantes
divergencias entre ambos géneros que respaldan la clasificacion como género propio de

Lomanoticola propuesta por HUYS (2001):

- Forma y longitud de los apéndices laterales, mas cortos y robustos en el género
Lomanoticola.

- Procesos posteriores de las hembras, que en el género Splanchnotrophus son
mas aplanados y estan mas desarrollados que los del género Lomanoticola.

- Posicion y nimero de las sedas de la anténula, mas abundantes en el 3 artejo
del género Lomanoticola.

- Posicion y estructura de las espinas del 1* y 2° artejo de la antena, més robustas
en el género Lomanoticola, asi como en el numero y posicion de los elementos
de ornamentacion del artejo distal (4 en el género Lomanoticola y 5 en el género
Splanchnotrophus).

- Maxilula mas reducida en el género Lomanoticola.

- Espina de la maxila mas robusta en el género Splanchnotrophus.

- Patrén de distribucion y forma de las sedas de las ramas caudales, que, por lo
general, estan mas reducidas en el género Lomanoticola.

- Los opérculos genitales de los machos del género Splanchnotrophus poseen un

mayor nimero de elementos de ornamentacion.

Comparado con el resto de géneros de la familia Splanchnotrophidae, el género
Lomanoticola posee diferencias importantes. Con respecto al género Ismaila las mas
evidentes son la ornamentacién de la maxilula (mucho mas desarrollada y con mas

elementos de ornamentacion en el género Ismaila), la forma del 2° y 3% par de
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toracoépodos (de tamafio mucho mayor en el género Ismaila) y la anatomia externa de

los machos (piriforme en varias especies del género Ismaila).

Las diferencias mas evidentes que posee el género Ceratosomicola con el género
Lomanoticola se refieren a la ornamentacion de la mandibula, a la estructura de los
toracopodos 2° y 3° (que en el género Ceratosomicola se encuentran parcialmente
incluidos en la pared corporal) y a la anatomia externa de los machos, piriformes y con

l6bulos en el género Ceratosomicola.

El género Arthurius es considerado como el mas divergente dentro de la familia
Splanchnotrophidae, dada la reducciéon de anténulas, antenas y ausencia de piezas
bucales que se observa. En una comparacion con el género Lomanoticola esta

divergencia se mantiene (Tabla 12).

Finalmente, el género Majimun se puede diferenciar del género Lomanoticola en base a
varios caracteres, siendo los mas evidentes la forma de los apéndices laterales (mas
largos y delicados en el género Majimun), la forma de los toracopodos 2° y 3°
(parcialmente incluidos en la pared corporal en el género Majimun) y la anatomia

externa del macho, que en el caso del género Majimun es piriforme.

Los principales caracteres diferenciadores del género Lomanoticola, asi como de los

restantes 5 géneros de la familia, se exponen en la Tabla 12 a modo de comparacion.
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Tabla 12. Principales caracteres diferenciadores del género Lomanoticola comparados con los géneros de la familia Splanchnotrophidae.

Lomanoticola

Splanchnotrophus

Ismaila

Ceratosomicola

Arthurius

Majimun

3 latero-ventrales, largos y

3 pares laterales y 1-3
pares (segln la

3 pares latero-ventrales,

Apéndices 3 pares latero-ventrales, 3 pares latero-ventrales, 3 pares latero-dorsales, .
. . especie) antero-
laterales cortos y robustos largos y delicados robustos delicados alargados
ventrales, largos y con
un bulbo apical
Anatomia Ciclopiforme o Piriforme, con dos lobulos
externa ¢ Ciclopiforme Ciclopiforme piriforme, segun la ventrales y otros 2 latero- Ciclopiforme Piriforme
especie dorsales
Sacos . . L. ¥ e e U .
ovigeros Reniformes Reniformes Cilindricos Cilindricos Cilindricos Cilindricos y espirales
, . . . -4 artej (n | . .
Anténula 4 artejos 4 artejos 2 artejos . segunfa 1 artejo 3 artejos
especie
. . . ¢ rtejos, 3" artej 6 2 artejos, 3% artej
3 artejos, 3* artejo con 4 3 artejos, 3 artejo con 5 . 9 enito g s o Ui artejos, 5 artejo con .
Antena . i 3 artejos elementos de 6 elementos de 3 artejos
elementos de ornamentacion ~ elementos de ornamentacion iy e
ornamentacion ornamentacion en 9
) Bilobulado, con un par
. . F | . Ausent y
Labrum Bilobulado Bilobulado Y —~ D A Bilobulado usente en ?, muy extra de 16bulos en
con pliegues mediales reducido en & S
posicion dorsal
. . . . . . . ircul 2 ircular, &dul
Labium Circular, con sédulas Circular, con sédulas Circular, con sédulas Circular, con 2 procesos Ausente Circular con se('iu' asy una
ventro-laterales protusion espiniforme
Mandibula Gnatobase con 4-5 procesos Gnatobase con 4-5 procesos Gnatobasg con una seda Gnatobe}se_ ornamer_ltada Ausente Gnatobase con 3 procesos
dentiformes pinnada con multiples espinas dentiformes

dentiformes
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Lomanoticola Splanchnotrophus Ismaila Ceratosomicola Arthurius Majimun
Proceso con apariencia de Proceso con apariencia de Ornamentada con 2-10
Macxilula seda, fusionado a la seda, fusionado a la sedas pinnadas, segun la Ausente Ausente Ausente
mandibula mandibula especie
. . . , . , . 2 artejos, al 1
. 2 artejos, alobase con 1 seda 2 artejos, alobase con 1 seda 2-3 artejos segun la 1-2 artejos, segun la 2 artejos, 1 seda en la artejos, alobase con
Maxila . g . . seday 1 proceso
y 1 espina y 1 espina especie especie alobase. -
espiniforme
2° par de Birrameo, exopodito mas Birrameo, exopodito mas Umryrameo - bl_rrameo, Blrrameo, protopodito Birrameo, vestigial en Blrrameo, protopodito
! . 9 segun la especie. Muy incorporado a la pared incorporado a la pared
toracépodos largo. Seda protopodial largo. Seda protopodial Q
desarrollado corporal corporal
3¢ par de Birrameo exopodito mas Birrameo exopodito mas Birrameo, muy Blrrameo’ protopodito Birrameo, vestigial en Blrrameo, protopodito
. . . incorporado a la pared incorporado a la pared
toracépodos largo. Seda protopodial largo. Seda protopodial desarrollado
corporal corporal
o — Si esta presente, birrameo
4° par de - s . 4 Si esta presente, ) . i
A Si esta presente, unirrameo Unirrameo N : " o unirrameo, segun la Ausente Unirrameo
toracopodos unirrameo, rudimentario .
especie
o A s .
5 par de Ausente Ausente . 'S1 esta pres.ente, . Si esta prespntg, reducido y Ausente Ausente
toracoépodos birrameo y rudimentario con apariencia de seda
Ramas 7 sedas 7 sedas 3-6 sedas, s'egl'm la 3 elemer}tqs terminales Sin ornamen‘tacién en 7 sedas
caudales especie espiniformes Q, con 2 espinas en &
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5.2. Delimitacion molecular de especies.

El gen mitocondrial COX1 muestra suficiente variacion en su secuencia de nucledtidos
e informacion filogenética entre especies congenéricas como para permitir facilmente
resolver diferencias entre especies de la familia Splanchnotrophidae. Esto coincide con
estudios previos que emplean el gen COX1 para estudiar la diversidad en copépodos
pertenecientes a otras familias del orden Poecilostomatoida (BOTTGER-SCHNACK &
MACHIDA, 2011), asi como al orden Harpacticoida Sars M., 1903 (BURTON & LEE,
1994; ROCHA-OLIVARES ef al., 2001; KARANOVIC et al., 2015), al orden Calanoida Sars
G.0., 1903 (HILL et al., 2001; BUCKLIN et al., 2003; GOETZE, 2003; DA COSTA et al.,
2011; CORNILS et al., 2014; GUTIERREZ-AGUIRRE et al, 2014) y al orden
Siphonostomatoida Thorell, 1859 (BURGOS, 2003; GOLLNER ef al., 2011).

En Lomanoticola sp. nov. el estudio del gen COXI revela que los individuos de
copépodo extraidos de los diferentes hospedadores pertenecen a una unica especie, ya
que los valores de distancias intraespecificas e interespecificas estimadas y su
agrupamiento monofilético en el 4&rbol NJ son congruentes con la definicién de un taxén
especifico. Dichas distancias muestran en la monofilética Lomanoticola sp. nov. unos
valores similares a los observados entre y dentro de otras especies de la familia

Splanchnotrophidae.

El gen COX1 ha ayudado también a la hora de aclarar si la variabilidad hospedador-
dependiente de los procesos posteriores encontrada entre los individuos de
Lomanoticola sp. nov. examinados en el estudio anatomico eran debidas a variabilidad
intraespecifica o interespecifica, ya que todos los individuos se agrupan en un mismo
clado distribuidos heterogéneamente respecto del hospedador en el que fueron

encontrados.

La agrupacion del individuo con c6digo LOM27 dentro del clado de Lomanoticola sp.
nov. confirma la suposicion, basada en el estudio anatémico, de que Lomanoticola sp.
y Lomanoticola sp. nov. son la misma especie. Gracias a ello se afiade al conjunto de
hospedadores de Lomanoticola sp. nov. al nudibranquio Cuthona caerulea, y permite
suponer que un espécimen de copépodo encontrado en la Ria de Ares parasitando a
Cuthona caerulea pertenece también a la especie Lomanoticola sp. nov. Ademas, el area
de distribucion geografica se de Lomanoticola sp. nov. se extiende de Galicia a Banyuls,

ya que el ejemplar LOM27 fue recolectado en esta localidad francesa (Tabla 3).

Las especies Splanchnotrophus gracilis y Splanchnotrophus angulatus aparecen

claramente diferenciadas entre si por las distancias genéticas interespecificas y ambas
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forman dos clados monofiléticos bien soportados, lo que es congruente con los estudios

morfolégicos previos (HUYS, 2001; ABAD et al., 2011).

También Ismaila robusta e Ismaila aliena se presentan como dos especies
diferenciadas, tal y como indicaban los datos morfoldgicos (HUYS, 2001; HAUMAYR &
SCHRODL, 2003; ANTON & SCHRODL, 2013a).

En todos los casos los especimenes de la familia Splanchnotrophidae analizados se
agrupan en clados monofiléticos bien definidos que se corresponden con especies
identificadas morfologicamente. Esto descarta que puedan existir complejos de especies
cripticas en los taxones estudiados, ya que en el caso contrario los individuos
pertenecientes a especies caracterizadas morfolégicamente aparecerian distribuidos en

varios clados separados (HEBERT et al., 2004; WITT et al., 2006; SMITH et al., 2006).

Por otra parte mediante la utilizacion de metodologias de reconstruccion filogenética
(NJ) ha sido posible asignar aquellos especimenes de anatomia desconocida a especies
conocidas: SPLNCHI1 se identifica como Splanchnotrophus angulatus y LOMI y
LOM2 como Lomanoticola sp. nov. Gracias a ello se afiade la especie Spurilla
neapolitana a la lista de hospedadores de Splanchnotrophus angulatus y Doto fragilis a

la de Lomanoticola sp. nov.
5.3. Filogenia de la familia Splanchnotrophidae.

Los altos valores de soporte que poseen los diferentes clados especificos y la agrupacion
monofilética de éstos en el arbol NJ basado en las distancias genéticas, indican que el
gen COXI1 tiene la resolucion ideal para diferenciar y agrupar especies dentro de la

familia Splanchnotrophidae.

Por el contrario, los valores bajos de bootstraping obtenidos en este estudio para los
clados que agrupan los diferentes géneros, muestran que la resolucion del gen COX1
para estudiar las relaciones entre estos taxones no es la adecuada. Por ello, las
interpretaciones sobre las afinidades de Splanchnotrophidae a niveles superiores al de
especie extraidas del arbol filogenético NJ se han de tomar como un estudio preliminar,
que debera ser completado con un mayor niumero de especies y marcadores moleculares

que permitan una mayor resolucion a nivel basal de la topologia (16S, 18S, etc.).

Esto coincide con HAJIBABAEI ef al. (2007) cuando afirman que los barcodes no tienen
sefial filogenética suficiente para resolver relaciones evolutivas, especialmente en las

categorias taxonomicas superiores; por ello, y aunque las secuencias COX1 se analizan
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mediante métodos de reconstruccion filogenética (como NJ, méxima similitud, etc.), los

arboles resultantes no deben ser interpretados como estrictos arboles filogenéticos.

En consonancia con lo expuesto anteriormente, el a&rbol NJ basado en distancias muestra
dos topologias que difieren de los agrupamientos esperados teniendo en cuenta los datos

morfolédgicos:

- Lomanoticola sp. nov. se presenta como grupo hermano del género Ismaila, con
un soporte bajo.

- Las dos especies del género Splanchnotrophus no se agrupan en un taxon
monofilético, si no que la especie Splanchnotrophus gracilis aparece como
clado hermano al conformado por Splanchnotorphus angulatus, Lomanoticola

sp. nov. y el género Ismaila, con valores de soporte bajos.

Respecto al primer caso, el hecho de que las especies de los géneros Lomanoticola e
Ismaila aparezcan en el mismo clado en las reconstrucciones filogenéticas obtenidas a
partir de las distancias COX1 (presente estudio; ANTON ef al., en prensa) contrasta con
las hipotesis precedentes basadas en el analisis de caracteres anatomicos (HUYS, 2001;
ANTON & SCHRODL, 2013a). Segun éstas, la mayor afinidad del género Lomanoticola
se da con el género Splanchnotrophus, bien como géneros hermanos (HUYS, 2001), bien
con Splanchnotrophus como taxon derivado de Lomanoticola (Fig. 88) (ANTON &
SCHRODL, 2013a). La validez de estas hipotesis se ve respaldada frente a la agrupacion

del género Lomanoticola como grupo hermano del género Ismaila por varios motivos:

- En primer lugar, el clado Ismaila-Lomanoticola muestra un soporte bajo
(presente estudio; ANTON et al., en prensa), del 59% de bootstraping.

- Tal y como se ha discutido anteriormente, las estructuras con valor taxonémico
del género Lomanoticola poseen un gran parecido con las observadas en el
género Splanchnotrophus, frente a las grandes diferencias que presentan con las
del género Ismaila (HANCOCK & NORMAN, 1863; HECHT, 1893, 1895; HO,
1981; HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; ABAD et al., 2011; UYENO
& NAGASAWA, 2012; ANTON et al., 2015; presente estudio).

- Los machos y las larvas nauplius I del género Lomanoticola tienen numerosas
similitudes con los del género Splanchnotrophus, mientras que muestran
diferencias evidentes con los del género Ismaila (BELCIK, 1981; HUYS, 2001;
HAUMAYR & SCHRODL, 2003; ANTON et al., 2015).

- Porultimo, los géneros Splanchnotrophus y Lomanoticola son los tnicos de la

familia Splanchnotrophidae con capacidad de infectar mas de dos especies de
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hospedadores, mientras que las especies del género Ismaila aparecen como
estrictamente monoespecificas (excepto Ismaila monstrosa) (HANCOCK &
NORMAN, 1863; HECHT, 1893, 1895; HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL,
2003; ABAD et al., 2011; ANTON et al., 2015; ANTON et al., en prensa).
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Figura 88. Filogenia de la familia Splanchnotrophidae basada en caracteres morfoldgicos (tomado
de Anton & Schrodl, 2013a). Los clados de Lomanoticola spp. y Splanchnotrophus spp. se resaltan

en rojo.
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Por su parte la parafilia del género Splanchnotrophus (presente estudio, ANTON et al.,
en prensa) contradice el agrupamiento monofilético que se obtiene en los estudios
basados en la morfologia de las diferentes especies del taxon (HUYS, 2001; ANTON &
SCHRODL, 2013a). De hecho, en la filogenia morfolégica de ANTON & SCHRODL
(2013a), las especies Splanchnotrophus gracilis y Splanchnotrophus angulatus
aparecen en el mismo clado (Fig. 88). Debido al bajo soporte (50% de bootstraping) que
posee la topologia parafilética de las especies del género Splanchnotrophus en la

reconstruccion NJ, surgen dudas acerca de la validez de este agrupamiento.

A pesar de las inconsistencias mencionadas, la familia Splanchnotrophidae aparece
como un taxén monofilético en el arbol NJ, lo que coincide con los estudios sobre las
relaciones filogenéticas realizados hasta la fecha, tanto aquellos basados en datos
morfolégicos (HUYS, 2001; ANTON & SCHRODL, 2013a) como en moleculares (ANTON
et al., en prensa). El género Ceratosomicola supone una excepcion a la monofilia de la
familia Splanchnotrophidae, ya que se agrupa en un clado junto con el grupo externo.
Esto podria explicarse por el fendémeno de la atraccion por rama larga (Long-Branch
Attraction o LBA), un artefacto propio de las reconstrucciones filogenéticas que puede
aparecer cuando se utiliza un grupo externo distante que atrae hacia si a la especie mas
divergente del grupo de estudio, formando ambos taxones un unico clado de ramas

largas (PHILIPPE & LAURENT, 1998; BERGSTEN, 2005; LARTILLOT et al., 2007).
5.4. Especificidad hospedador-parasito.

Gracias al estudio anatomico y a la delimitacion basada en la divergencia genética del
gen COX1, se determina que Lomanoticola sp. nov. €s una unica especie que parasita a
7 especies diferentes de nudibranquios: Doto pinnatifida, Doto koenneckeri, Doto
lemchei, Doto eireana, Doto fragilis, Eubranchus sp. y Cuthona -caerulea,

pertenecientes a tres géneros de los parvérdenes Dendronotida y Aeolidida.

La variabilidad de hospedador en Lomanoticola sp. nov. es congruente con la ausencia
de linajes mitocondriales especificos para los individuos obtenidos de un hospedador
comun. Esta estrategia seria compartida por otras especies tales como Splanchnotrophus
angulatus o Splanchnotrophus gracilis, frente a la especificidad de hospedador
observada en las especies de los géneros Ismaila (HUYS, 2001; HAUMAYR & SCHRODL,
2003; ANTON et al., 2015; ANTON et al., en prensa.), Ceratosomicola y Arthurius
(Huys, 2001; SALMEN et al., 2008a, b; ANTON et al., 2015). Ambas estrategias
evidencian sendas tendencias evolutivas. En los géneros basales Ismaila, Arthurius y

Ceratosomicola la diversificacién mediante cambio de hospedador (host switching)
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redujo la habilidad de infectar al hospedador original, creando con el tiempo una barrera
reproductiva entre los parasitos de dicho hospedador y los del nuevo. En cambio, el
ancestro comun de los géneros Lomanoticola, Splanchnotrophus y, probablemente,
Majimun habria desenvuelto la capacidad de parasitar nuevas especies de hospedador
sin perder el flujo genético con los individuos de los hospedadores iniciales (ANTON et
al., en prensa). Esta estrategia tiene la ventaja, sobre la seguida por las especies
monoespecificas, de asegurar una mayor tasa de supervivencia del parasito ante eventos

de gran mortalidad de la especie hospedadora.

Los géneros polifagos Lomanoticola y Splanchnotrophus también albergan especies
monoespecificas. En el caso del género Splanchnotrophus, la capacidad de parasitar una
o varias especies de hospedadores parece tener una correlacion geografica, ya que las
especies japonesas Splanchnotrophus helianthus y Splanchnotrophus imagawai son
monoespecificas, mientras que sus congéneres europeos pueden infectar a varias
especies de nudibranquio (UYENO & NAGASAWA, 2012). Dado que las especies que
presentan monoespecificidad son las menos estudiadas de estos dos géneros
(Lomanoticola insolens, Splanchnotrophus helianthus y Splanchnotrophus imagawai),
surge la cuestion de si esta monoespecificidad es real o simplemente no se han

encontrado mas hospedadores de esa especie.
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5.5. Biologia.

La distribucion geografica de Lomanoticola sp. nov. es similar a la de Lomanoticola
insolens, ya que ambas aparecen tanto en el Atlantico nororiental como en el
Mediterraneo (Figs. 82, 89A) (SCOTT & SCOTT, 1895; DELAMARE DEBOUTTEVILLE,
1950; HUYsS, 2001). En cambio, Lomanoticola brevipes inicamente se encuentra en las
Islas Britanicas, norte de Francia y Mar Baltico (Fig. 89B) (ALDER & HANCOCK, 1845;
HANCOCK & NORMAN, 1863; HECHT, 1895; HUYS, 2001).

Figura 89. Mapas de la distribucion de Lomanoticola spp. A. Lomanoticola insolens.

B. Lomanoticola brevipes (circulo amarillo: localidad tipo).

En el caso de Splanchnotrophus angulatus, se amplia notablemente su distribucion
geografica conocida, ya que hasta el momento sélo se habia citado en el Canal de la
Mancha. Su presencia en el Atlantico y en el Mediterraneo supone una excepcion a lo
observado en las especies europeas de este género, ya que estan restringidas a de una de
esas dos areas: Splanchnotrophus gracilis y Splanchnotrophus willemi en el Atlantico
(ALDER & HANCOCK, 1845; HANCOCK & NORMAN, 1863; SALMEN, 2005; ABAD et al.,
2011) y Splanchnotrophus dellachiajei en el Mediterrdneo (DELLE CHIAJE, 1841;
MONOD & DOLLFUS, 1932; DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950; LAUBIER, 1964; HUYS,
2001).

En el caso de la Lomanoticola sp. nov., Lomanoticola insolens y Splanchnotrophus
angulatus, se observa que su area de distribucion es relativamente amplia, lo que podria
explicarse gracias a la elevada capacidad de dispersion que confieren las larvas nauplius

pelagicas (SCHRODL, 2002).

La frecuencia de infeccion de opistobranquios encontrada en las rias de Ferrol y Ares

(7,75%) es inferior que la observada por SCHRODL (2002) en las costas de Chile (13%).
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Las tasas de infeccion de Lomanoticola sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis son muy
diferentes entre si, ya que en el caso de Lomanoticola sp. nov. es de 14,09%, mientras
que en el caso Splanchnotrophus gracilis es de 90,85%. Este valor se aproxima al mas
alto registrado hasta el momento, que se corresponde con el 96% de los individuos del
nudibranquio Thecacera darwini infectados por Ismaila spp. en Chile (SCHRODL,
2002).

La forma en la que las hembras de Lomanoticola sp. nov. se posicionan dentro de sus
diferentes hospedadores coincide con lo encontrado para Lomanoticola brevipes y
Lomanoticola insolens (HANCOCK & NORMAN, 1863; SCOTT & SCOTT, 1895;
DELAMARE DEBOUTTEVILLE, 1950). Dada la anatomia interna de los nudibranquios que
parasita el género Lomanoticola, esta posicion parece la mas idonea para aprovechar al

maximo el espacio disponible sin dafiar al hospedador.

Algo parecido ocurre con la especie Splanchnotrophus gracilis, cuya posicidon en sus
hospedadores es idéntica a la anteriormente descrita para esta especie (HANCOCK &
NORMAN, 1863; HUYS, 2001), asi como para otras especies del género que parasitan
doridaceos (HUYS, 2001; MARSHALL & HAYWARD, 2006).

Salvo excepciones, la carga parasitaria observada en Lomanoticola sp. nov. y en
Splanchnotrophus gracilis es similar a la encontrada en otros géneros de la familia,
donde una tnica hembra comparte hospedador con un nimero variable y relativamente
bajo de machos (HANCOCK & NORMAN, 1863; SCOTT & SCOTT, 1895; DELAMARE
DEBOUTTEVILLE, 1950; BELCIK, 1981; JENSEN, 1987, 1990; SCHRODL, 1997, 2002;
Huys, 2001; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN et al., 2008a, b; ABAD ef al.,2011;
ANTON et al., 2015), con la notable excepcion de los 425 individuos de Ismaila occulta
encontrados dentro del nudibranquio gigante Dendronotus iris Cooper, 1863 (HO,
1981).

Los datos obtenidos sobre el tamafio del hospedador de Lomanoticola sp. nov. muestran
que los copépodos se encuentran en nudibranquios de todos los rangos de longitudes.
Ello plantea dos explicaciones: la infeccion tiene lugar durante el estadio juvenil y el
hospedador continua su crecimiento alojando al copépodo, o, por el contrario, el parasito

selecciona a sus objetivos indistintamente de su tamafio.

Los efectos que producen las especies de la familia Splanchnotrophidae en sus
hospedadores son variables y oscilan desde dafios o atrofia en la génada (BERGH, 1868;
JENSEN, 1987; SCHRODL, 1997, HAUMAYR & SCHRODL, 2003; MARSHALL &
HAYWARD, 2006) e inhibicion de la copula (JENSEN, 1990) hasta la ausencia de dafio
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alguno en la anatomia interna (JENSEN, 1990; HAUMAYR & SCHRODL, 2003; SALMEN
etal.,2008a,b; ABAD et al., 2011; ANTON et al., 2015). Pero la infeccién no solamente
produce efectos visibles en las visceras del hospedador o en su comportamiento
reproductivo, ya que se ha demostrado mediante experimentos en laboratorio que los
especimenes infectados por especies de la familia Splanchnotrophidae tienen mayores
tasas de mortalidad que los no infectados (SCHRODL, 1997; WOLFF, 2014) y que una
parte de su esfuerzo reproductivo es redirigido hacia el del propio parasito (WOLFF,
2014).

En el caso de Lomanoticola sp. nov., los nudibranquios parasitados copulaban y
realizaban puestas con normalidad y en su mayoria no presentaban dafios en su gonada.
Curiosamente, los unicos casos en los que se observo algin efecto negativo en las
visceras del hospedador se corresponden con el nudibranquio Doto pinnatifida. Esto
podria deberse a una infeccion mas temprana que en las otras especies de hospedador,
ya que de esta manera la hembra del copépodo compite por el espacio con la gonada del

nudibranquio cuando todavia no estd desarrollada.

Por su parte, las gonadas de la especie Trapania tartanella de especimenes infectados
por Splanchnotrophus gracilis no presentaban ninguna diferencia apreciable con

respecto a individuos no parasitados.

El comportamiento mediante el cual la hembra del parasito rompe la pared corporal de
su hospedador ya ha sido observado en otras ocasiones en los géneros Ismaila y
Splanchnotrophus (SCHRODL, 1997; ABAD et al., 2011) y esta es la primera vez que se
registra en el género Lomanoticola. El escape del hospedador parece desencadenarse en
momentos en los que éste se encuentra en condiciones de deterioro (MARSHALL &
HAYWARD, 2006; ANTON & SCHRODL, 2013b). Las razones de este comportamiento no
estan claras, ya que tanto la hembra del copépodo como el nudibranquio mueren al poco
tiempo. ANTON & SCHRODL (2013b) proponen que podria ser un mecanismo para
ayudar a liberar al macho y que, gracias a su mayor movilidad, pueda tener una pequena

oportunidad de infectar a un nuevo hospedador.

SCHRODL (2002) observa que la mayor incidencia de la infeccion en nudibranquios de
la costa de Chile, parasitados por Ismaila spp. se produce durante los meses de
primavera-verano austral (septiembre-abril). Esto coincide con lo encontrado en el
presente estudio, ya que las mayores tasas de infeccion en los hospedadores de
Lomanoticola sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis aparecen en el periodo mayo-agosto

a lo largo de varios afios.
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Esta estacionalidad podria explicarse por el incremento poblacional de las especies
hospedadoras durante esos meses (VARELA, 2008; observacion personal), lo que
facilitaria a su vez el aumento de la infeccion. Un dato que apunta en esa direccion es
el hecho de que los pardsitos encontrados durante el invierno (meses de enero y
noviembre de 2014) estaban infectando a Doto pinnatifida, la Gnica junto a Doto fragilis

que aparecio a lo largo de todo el afio.

La manera en la que los ciclos vitales de los parasitos y de sus hospedadores se
relacionan entre si contintia siendo desconocida, debido a la dificultad de estudiar el
ciclo vital completo de la familia Splanchnotrophidae. La técnica de la PCR en tiempo
real podria ser de gran utilidad, ya que permite la deteccion y cuantificacion de larvas
de especies objetivo en muestras de plancton, y ha demostrado su eficacia tanto en
moluscos (QUINTEIRO et al., 2011) como en copépodos parésitos (MCBEATH et al.,
2006). Combinando la PCR en tiempo real con un seguimiento sistematico de las
poblaciones de los hospedadores durante un periodo prolongado, se podrian obtener

datos que clarifiquen la relacion bioldgica entre los hospedadores y sus parasitos.
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Resumen y conclusiones

En la presente memoria doctoral se estudian las especies de la familia
Splanchnotrophidae presentes en la Ria de Ferrol y en la Ria de Ares mediante su

estudio anatdomico, molecular y biologico.

En el primer capitulo, INTRODUCCION, se realiza una descripcion general de las
caracteristicas de la familia Splanchnotrophidae: ordenacidn sistematica (incluyendo un
listado de las especies conocidas), anatomia externa e interna e historia natural
(distribucion geografica, habitat, reproduccion, ciclo vital, alimentacidn, circulacion,
reproduccion y respiracion). También se realiza una pequefia aproximacion al concepto
e implicaciones del parasitismo, relacionandolo con el peso que esta forma de vida tiene

en la subclase Copepoda y mas concretamente en el orden Poecilostomatoida.

Ademas, se realiza una revision bibliografica de todos los estudios que existen sobre
este grupo, desde los primeros autores del siglo XIX hasta el repunte de trabajos que se

observa en los primeros afos del siglo XXI.

Por otra parte, se describen las caracteristicas generales del superorden
Opisthobranchia, en su calidad de hospedadores de especies de la familia
Splanchnotrophidae. Se hace especial hincapié en la ordenacion taxondmica y en las
estrategias defensivas que despliegan. También se enumeran las diferentes

especificidades hospedador-parasito que se observan entre los géneros del taxon.

Finalmente, se expone la problematica asociada al estudio de la familia
Splanchnotrophidae, derivada de la falta de conocimiento sobre las especies europeas.
A continuacion parte se plantean dos modelos explicativos sobre las diferencias en
cuanto a la especificidad hospedador-parasito: uno propone la posibilidad la existencia
de complejos de especies cripticas monofagas y el otro presupone que hay especies
polifagas. A modo de antecedente, también se menciona que se realizo un estudio previo
de las especies hospedadoras conocidas y potencialmente hospedadoras de la familia
Splanchnotrophidae, asi como de sus habitos alimenticios, con el fin de hacer una mejor
planificacion de los muestreos. Finalmente, para abordar la problemaética asociada a la
familia Splanchnotrophidae y contrastar los diferentes modelos explicativos se fijan una
serie de objetivos: desarrollo de metodologias para la recoleccion de los copépodos,
estudio anatomico de las especies encontradas, desarrollo de un protocolo para realizar
analisis moleculares de las especies, obtencion y descripcion de estadios larvarios y

recopilacion de datos sobre la biologia del parasito.
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El segundo capitulo corresponde al AREA DE ESTUDIO vy en ¢l se presenta una breve
descripcidn de las caracteristicas generales de la Ria de Ferrol y de la Ria de Ares y de
sus condiciones hidrograficas. Ademas, se precisan las localizaciones de las estaciones
de muestreo y se describe cada estacion en la que se encontraron nudibranquios

parasitados.

En el capitulo dedicado a MATERIAL Y METODOS se explica de qué manera se
llevaron a cabo los muestreos y se describe el protocolo seguido tras la recoleccion de
los ejemplares para su fijacion y preparacion para los diferentes estudios. De este

capitulo se concluye que:

1. La planificacion de los muestreos relacionando una especie de hospedador con

su presa, resulto efectiva para recoger numerosos ejemplares de parasitos.

En la seccion concerniente al estudio molecular, se justifican los motivos de la eleccion
del gen COX1 y se describen el protocolo y las condiciones de PCR utilizadas. Asi
mismo se enumeran los analisis a los que se sometieron las secuencias obtenidas y los
programas informaticos empleados. También se adjunta una tabla en la que se desglosa
el material utilizado para el estudio molecular. Con los datos resultantes del trabajo en

el laboratorio, se concluye que:

2. Las extracciones realizadas a partir de sacos ovigeros también fueron exitosas
para la obtencion de las secuencias del gen COX1. Esto permitira en futuros
trabajos la conservacion del copépodo para estudios morfologicos y la

utilizacion de los sacos ovigeros del mismo individuo para analisis moleculares.

El capitulo de RESULTADOS se estructura en tres apartados: el primero dedicado al

estudio anatomico, el segundo al analisis molecular y el tercero a la biologia del parasito.
En consonancia con los resultados obtenidos, se concluye que:

3. Una de las especies recolectadas, Lomanoticola sp. nov., es nueva para la
Ciencia. Se diferencia de sus congéneres por la ornamentacion de los apéndices
cefalicos, por la estructura y ornamentacion del 2° y 3% par de toracépodos, por
la presencia de un 4° par de toracdpodos y por la ornamentacion de las ramas
caudales.

4. Debido a que a la nueva informacion sobre estructuras con interés taxonémico
que aporta el estudio anatomico de la especie Lomanoticola sp. nov. completa
y deja obsoleta la diagnosis del género Lomanoticola existente, se realiza una

nueva diagnosis.
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10.

11.

La otra especie recolectada, Splanchnotrophus gracilis, se encuentra
parasitando al nudibranquio Trapania tartanella, caracterizandose por los
delicados apéndices laterales de la hembra, por la segmentacion y
ornamentacion de los apéndices cefalicos y toracopodos, y por la
ornamentacion de las ramas caudales. Estos caracteres permiten diferenciarla
de las especies Splanchnotrophus angulatus, Splanchnotrophus dellachiajei y
Splanchnotrophus willemi.

Los géneros Lomanoticola y Splanchnotrophus son filogenéticamente muy
préximos, tal y como indican todas las similitudes encontradas entre ambos
taxones y que no son compartidas con otros géneros de la familia
Splanchnotrophidae.

La descripcion del macho de Lomanoticola sp. nov. y de las larvas nauplius I
de Lomanoticola sp. nov. y de Splanchnotrophus gracilis supone una novedad
que aporta datos anatomicos importantes para futuros estudios filogenéticos
sobre la familia Splanchnotrophidae.

Se descarta la existencia de un complejo de especies cripticas monoespecificas
en Lomanoticola sp. nov. Asi lo indican la uniformidad de los caracteres con
valor taxonomico de los individuos pertenecientes a los diferentes
hospedadores, los valores de las distancias-p de las diferentes secuencias del
gen COX1 y el agrupamiento monofilético de éstas en el arbol obtenido
mediante el método Neighbor-Joining. De la misma manera, se confirma que
en Splanchnotrophus gracilis, Splanchnotrophus angulatus, Ismaila aliena e
Ismaila robusta tampoco existen especies cripticas.

Lomanoticola sp. nov. parasita al menos a 7 especies de nudibranquio de los
parvordenes Dendronotida y Aeolidida: Doto pinnatifida, Doto eireana, Doto
fragilis, Doto koenneckeri, Doto lemchei, Eubranchus sp. y Cuthona caerulea.
Existen dos estrategias opuestas respecto a la especificidad hospedador-parasito
dentro de la familia Splanchnotrophidae: una es la que siguen los géneros
mondfagos Ismaila, Ceratosomicola 'y Arthurius y otra es la observada en los
géneros polifagos Lomanoticola, Splanchnotrophus y Majimun.

Las distribuciones geograficas conocidas de Lomanoticola sp. nov. y
Lomanoticola insolens son muy similares, ya que ambas se extienden por el
Atléntico nororiental y por el Mediterraneo. Ademas, se amplia al noroeste de
la Peninsula Ibérica y Mediterraneo el area de distribucion de Splanchnotrophus

angulatus, restringida hasta la actualidad en el Canal de la Mancha.
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12. Las tasas de infeccidon que se observan en los ejemplares de Trapania tartanella
infectados por Splanchnotrophus gracilis son sensiblemente mayores que las
de los hospedadores de Lomanoticola sp. nov.

13. La época de mayor intensidad de la infeccion se produce en los meses de
primavera-verano (marzo-agosto).

14. En términos generales, Lomanoticola sp. nov. y Splanchnotrophus gracilis no

causan efectos negativos aparentes en la anatomia interna de sus hospedadores.

En el capitulo de la DISCUSION se comparan criticamente los resultados obtenidos con
la bibliografia existente sobre la familia Splanchnotrophidae. En primer lugar, se explica
la presencia de variabilidad hospedador-dependiente en diferentes especies de la familia
Splanchnotrophidae y se plantea una explicacion al origen de este fendomeno. A
continuacion, se cotejan los datos obtenidos del estudio de las larvas nauplius con
trabajos previos sobre el orden Poecilostomatoida y la familia Splanchnotrophidae.
Después se compara, a nivel anatdmico y con la ayuda de una tabla de caracteres, el
género Lomanoticola con el resto de los géneros de la familia Splanchnotrophidae,
senalando que la mayor similitud se da con el género Splanchnotrophus. En la seccion
dedicada a la delimitacién molecular de especies se desglosan los diferentes resultados
obtenidos y se estudia su coincidencia con los datos morfolégicos existentes. En la parte
referida a la filogenia de la familia Splanchnotrophidae se explican las inconsistencias
encontradas en la topologia del arbol NJ con respecto a lo esperado en base a los datos
morfologicos. En lo ateniente a la especificidad hospedador-parasito, se describen las
diferentes estrategias observadas en la familia Splanchnotrophidae y las implicaciones
que derivan de ellas. Finalmente, se comparan los diferentes parametros biologicos
estudiados (distribucion geografica, frecuencias y tasas de infeccion, posicion y efectos
en los hospedadores, carga parasitaria, tamafio del hospedador y presencia estacional)

con la bibliografia cientifica publicada.
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