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INVASIONES BIOLOGICAS

1. invasionEs BioLoGICAS y CONSERVACION

Las invasiones biolégicas pueden ser definidas como la transicion exitosa de
especies exdticas de origen externo a areas geograficas donde no se dan
naturalmente, y en las que logran establecerse y propagarse (Kolar & Lodge,
2001; Shea & Chesson, 2002). Dado el problema de conservacion que originan
las especies exoticas en los nuevos hébitats, las invasiones bioldgicas son
consideradas en la actualidad como una de las mayores amenazas a la
biodiversidad global (Mack et al., 2000; Sala et al., 2000) y uno de los temas
prioritarios dentro de la ecologia (van Kleunen et al., 2010). Pero ¢qué
determina la capacidad invasora de las especies exdticas? Esta es una de las
cuestiones mas interesantes, complejas y urgentes de abordar en ecologia (van
Kleunen et al., 2010).

El trasvase de especies de unas regiones a otras, 0 de unos continentes a
otros, no es un fenémeno nuevo. Sin embargo, a partir de la segunda mitad del
siglo XX se ha observado un crecimiento exponencial de las introducciones de
especies exoticas como resultado del fendmeno de la globalizacion (Mack et
al., 2000; Simberloff et al., 2013). Entre sus principales causas estan los
movimientos migratorios de las poblaciones humanas, la intensificacion del
comercio internacional, la alteracion de los habitats provocada por los cambios
de uso del suelo, las actividades urbanisticas descontroladas, la degradacion de
los paisajes, entre otros, situando al hombre como el principal agente de
perturbacion ecoldgica del planeta (Mack et al., 2000). De hecho, hoy en dia
resulta incuestionable que la accion humana ha promovido el movimiento de
especies a todos los lugares del planeta, eliminando las barreras biogeograficas

naturales que estaban delimitando la distribucion original de las especies
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(Kolar & Lodge, 2001). Segun la informacién disponible del proyecto europeo
DAISIE (Delivering Alien Invasive Species in Europe), se estima en casi
11.000 el namero de especies exdticas introducidas solamente en Europa y
aproximadamente 50.000 en USA (Pimentel et al., 2005). Las introducciones
han podido producirse de manera accidental, como ha ocurrido con muchos
invertebrados (especialmente marinos) que han sido transportados con las
aguas de lastre de los barcos, o de forma intencionada, como es el caso de
algunos insectos (lucha bioldgica) y la mayoria de plantas exoticas (fines
ornamentales) y algunos vertebrados (Mack et al., 2000). Independientemente
de cudl sea la causa de la introduccidn, lo que es evidente es el peligro que
entrafian cuando estas especies introducidas se convierten en invasoras y el

problema de conservacion que originan.

Muchas de las especies exdticas que logran establecerse en un nuevo
habitat se convierten en invasoras, y son capaces de alterar la estructura de las
comunidades nativas y afectar al funcionamiento y estabilidad de los
ecosistemas naturales (Hudson et al., 2006; Charles & Dukes, 2007; MacNeil
et al., 2011). De hecho, la invasion por especies exoéticas es considerada como
una de las mayores amenazas a la biodiversidad nativa y al funcionamiento de
los ecosistemas (Kolar & Lodge, 2001), y segun la UICN (Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) es, junto con la
destruccion del habitat, uno de los factores que mas han influido en la

extincion de especies a nivel mundial.

Una especie introducida (exotica, aléctona, o no-nativa, alien en inglés)
es toda especie originaria de otra region que ha sido introducida en una
localizacion donde no se da naturalmente. Sin embargo, no todas las especies

introducidas son invasoras. Una especie invasora se define como aquella
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especie que, una vez introducida en habitats fuera de su rango de distribucion
natural, ha logrado establecerse y propagarse, o tiene el potencial para hacerlo
(es decir, se ha naturalizado'), siendo una amenaza para los ecosistemas,
habitats y otras especies (Mack et al., 2000; Clavero & Garcia-Berthou, 2005;
Pimentel et al.,, 2005; entre otros) y provocando dafios ecoldgicos y
econdmicos (Pimentel et al., 2000; Richardson et al., 2000).

1.1. PROCESO DE INVASION

Las invasiones biologicas son el resultado de un proceso espacio-
temporal continuo que consiste principalmente en cuatro etapas: (1) transporte,
(2) introduccidn, (3) establecimiento y (4) propagacion. El proceso comienza
cuando una especie es transportada y se introduce fuera de su rango de
distribucion nativo (especie exoética), sobrevive y establece poblaciones viables
en el nuevo ambiente (especie naturalizada), donde prolifera y se propaga
rapidamente (especie invasora) provocando una alteracion del ecosistema
invadido (Kolar & Lodge, 2001; Sakai et al., 2001).

La mayoria de ecosistemas albergan especies invasoras que constituyen
una proporcién importante de su biota (Vitousek et al., 1997). La
susceptibilidad de una comunidad al establecimiento de especies de origen
externo (invasibilidad; Lonsdale, 1999) puede estar condicionada por
diferentes factores, dependiendo del ambiente o de la etapa del proceso de
invasion. Sin embargo, existen determinadas caracteristicas que se asocian con

la invasibilidad a escala global (van Kleunen et al., 2010).

! especie naturalizada es aquella especie exética capaz de formar una poblacién estable sin la
intervencidn del ser humano en un habitat distinto del suyo original.
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1.2. FACTORES CONDICIONANTES DE LAS INVASIONES

El proceso de invasién puede variar en funcién de multiples factores, pero
basicamente estan relacionados con la historia de la introduccién (Lockwood
et al., 2005), procesos ecoldgicos y evolutivos (ausencia de enemigos naturales
y el incremento de la habilidad competitiva; Blossey & Nétzold, 1995), la
identidad de la especie invasora y las caracteristicas del ecosistema invadido
(Lonsdale, 1999; Sher & Hyatt, 1999; Mack et al., 2000; Castro-Diez, 2004).
Ademas, la respuesta de una especie a estos factores es importante y
determinara su capacidad de invasion (Shea & Chesson, 2002).

Caracteristicas intrinsecas de las especies invasoras

Las especies invasoras de un nuevo ambiente suelen presentar altas tasas de
variabilidad genética y plasticidad fenotipica, tiempo de generacién y
reproduccion cortos, elevada fecundidad y pequefio tamafio de sus
descendientes, amplio nicho tréfico, polifagia, tasas de dispersion altas y gran
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ambientales (Ehrlich, 1984;
Lodge, 1993; McMahon, 2002, entre otros). Ademas, las especies invasoras
pueden alterar el proceso evolutivo de las poblaciones nativas a través de
fendbmenos de competencia, hibridacion y erradicacion (Mooney & Cleland,
2001; Sakai et al., 2001; Lee, 2002).

Las altas tasas de crecimiento y reproduccién permiten a las especies
invasoras una eficaz monopolizacion de los recursos, lo que puede conducir al
desplazamiento de las especies nativas por exclusién competitiva. Un ejemplo
clasico es el caracol del cieno Potamopyrgus antipodarum, un pequefio caracol

acuatico original de Nueva Zelanda que se ha propagado con éxito por
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Australia, Europa y América gracias a su elevada tasa reproductiva por

partenogénesis (Castro-Diez et al., 2004).

En general, las poblaciones introducidas son genéticamente menos
diversas que las poblaciones de origen, debido a que el nimero inicial de
colonizadores suele ser pequefio y se producen los habituales fendmenos de
“cuello de botella” (genetic bottleneck, en inglés). Cuando éstos se producen
de forma secuencial durante la colonizacién e introduccion, pueden provocar
una reduccion de la diversidad genética de la poblacion introducida, limitando
su crecimiento y habilidad para adaptarse a los nuevos ambientes. No obstante,
las especies invasoras logran progresar con éxito debido a que existen
mecanismos, como las introducciones maltiples o la hibridacion, que permiten
contrarrestar esa pérdida de diversidad genética. Algunas especies poseen una
gran facilidad para hibridar con otras, como es el caso de la malvasia canela
Oxyura jamaicensis, una anatida americana introducida en Inglaterra que ha
hibridado con la malvasia cabeciblanca autéctona (Oxyura leucocephala)
produciendo unos hibridos fértiles capaces de cruzarse entre si y con los
progenitores (Castro-Diez et al., 2004). Hay que resaltar, ademas, que la
hibridacion de especies introducidas procedentes de regiones separadas puede
producir genotipos con mayor capacidad invasora, e incluso, con mayor
variabilidad genética que las especies nativas (Lejeusne et al., 2014). Diversos
estudios dirigidos a determinar los patrones de introduccion y colonizacién de
especies invasoras indican que muchas de las introducciones provienen de
poblaciones invasoras ya establecidas que, a su vez, actian como fuente de
colonizadores de otros territorios (Downie, 2002; Kolbe et al., 2004). La
elevada flexibilidad y plasticidad fenotipica de las especies invasoras les
permite aclimatarse mas y mejor que las especies nativas a condiciones

ambientales nuevas o cambiantes. La plasticidad fenotipica (es decir, la
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capacidad de un genotipo de producir distintos fenotipos en respuesta a
cambios en el ambiente) puede diferir no s6lo entre especies invasoras y no
invasoras, sino entre poblaciones de una misma especie introducida que

muestran distinta capacidad invasora (Niinemets et al., 2003).

Caracteristicas de los ecosistemas receptores

En general, todo ecosistema cuenta con especies invasoras, sin embargo, hay
ambientes que albergan una mayor proporcion de ellas que otros. Los habitats
mas vulnerables suelen presentar determinadas caracteristicas relacionadas
con: la existencia de nichos vacios y la ausencia de competidores (La
Hipotesis del Nicho Vacio); altos niveles de perturbacién, ya sean de origen
antropogénico o natural, como incendios o inundaciones (Hipotesis de los
Ecosistemas Inestables); baja diversidad de especies, ya que cuanto mas rica
en especies mas estable serd una comunidad y, por tanto, mas “resistencia
biologica“ ofrecera a las especies que lleguen (Hipdtesis de la Riqueza de la
Comunidad Bidtica); y con la ausencia de enemigos naturales (parasitos,
patogenos, o predadores) capaces de frenar su expansion (Hipotesis de la
Ausencia de Enemigos, ERH por sus siglas en inglés). Segln varios autores
(Mack et al., 2000; Castro-Diez et al., 2004; Catford et al., 2009) dichas
hipétesis pueden contribuir a explicar el por qué del éxito o fracaso de la

invasion de un ambiente.

La ausencia de regulacién natural (control biol6gico) en los nuevos
ambientes permite a las especies introducidas alcanzar unas tasas demograficas
mas altas que las especies nativas (segun postula la ERH), lo que significaria
una ventaja competitiva que podria explicar el éxito de su invasion (Drake,
2003; Coulatti et al., 2004; Torchin et al., 2002, 2003). El papel de los

parasitos como reguladores de las comunidades de hospedadores y su
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implicacién en el resultado de una invasion es una de las cuestiones que

abordamos en esta Tesis y veremos en detalle a lo largo de la misma.

Presion de propagulos

Uno de los mecanismos mas simples que se han propuesto para explicar las
invasiones bioldgicas es la presion de propéagulos (Williamson & Fitter, 1996;
Lockwood et al., 2005, 2009). Este se refiere al nimero de individuos exoticos
liberados en una region y a la frecuencia con la que son introducidos
(Blackburn & Duncan, 2001; Duncan et al., 2003). Diversos estudios
evidencian una correlacion positiva entre la probabilidad de éxito de una
especie introducida y la presion de propagulos, al reducirse o eliminarse el
Efecto Allee y las extinciones estocasticas (Courchamp et al., 1999; Keitt et
al., 2001; Kolar & Lodge, 2001; Duncan et al., 2003) y al aumentar la
probabilidad de introducir un genotipo que se adapte mejor a las nuevas
condiciones ambientales. En este sentido, el hombre tiene un notable
protagonismo como agente causante de la introduccion de especies
potencialmente invasoras, dada la capacidad para introducir grandes

cantidades de propagulos (Colautti et al. 2006).

1.3. IMPACTOS ECOLOGICOS DE LAS INVASIONES BIOLOGICAS

Las invasiones bioldgicas suelen tener un impacto negativo sobre la
biodiversidad nativa de los ecosistemas, provocando efectos que pueden llegar
a desestabilizarlos. A escala local, la persistencia de una especie exdtica puede
provocar el desplazamiento de especies nativas o alterar las interacciones entre
las especies de la comunidad (Castro-Diez et al., 2004). Estos cambios en la

dinamica del ecosistema pueden tener un efecto cascada sobre otras especies,
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afectando a la integridad de todo el ecosistema (Crooks, 2002). En algunos
casos, las especies invasoras pueden conducir a largo plazo a la extincion de
las especies nativas, provocando impactos multiples que puede afectar a
distintos niveles de organizacion, desde infraespecificos hasta ecosistémicos
(Baillie et al., 2004; Soulé, 2005; Vila et al., 2011; Garcia-Berthou et al.,
2015), lo que hace précticamente imposible revertir sus efectos. A escala
global, se ha visto que las invasiones biol6gicas pueden provocar una
homogenizacion de los ecosistemas, tanto terrestres (Rooney et al., 2004)
como acuaticos (Rahel, 2002, 2007). El efecto de homogenizacién se debe al
aumento de las similaridades genéticas, taxondmicas y funcionales de las
biotas regionales (homogenizacion bidtica; Olden & Rooney, 2006), con
importantes consecuencias ecoldgicas y evolutivas a distintos niveles de
organizacion biolégica y en un amplio abanico de grupos taxondmicos (Olden
et al., 2004).

Es evidente que el conocimiento de los mecanismos y factores que
subyacen a las invasiones biol6gicas es muy importante para poder hacer una
correcta gestion y manejo de las especies exoticas, y asi prevenir invasiones
futuras. En este sentido, los estudios dirigidos a profundizar sobre esta
cuestion aportan informacion de gran utilidad para los gestores
medioambientales encargados de la proteccion y conservacién de los

ecosistemas naturales y de su diversidad bioldgica.

1.4. INVASIONES ACUATICAS: LOS HUMEDALES HIPERSALINOS
Y SUS INVERTEBRADOS

Los ecosistemas acuaticos se hallan entre los més susceptibles a las invasiones

bioldgicas (Sakai et al., 2001; Grosholz, 2002) y sufren los mayores impactos
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(Ruiz et al., 1999), por lo que necesitan una mayor atencion en su proteccion.
Los invertebrados acuéticos exéticos son transportados entre continentes por el
hombre, de manera accidental (adheridos al casco de buques, por escapes
fortuitos) o intencionada (acuicultura, pesca) (Bailey et al. 2003; Leppékoski
et al. 2013). Cuando éstos han llegado a la nueva region y se han establecido
con éxito, su dispersion posterior (ya sea por vectores naturales o debido a la
accion del hombre) es un factor clave en el proceso invasor. En el caso de los
ecosistemas acuaticos marinos y fluviales la dispersion natural se produce
principalmente a través de las corrientes de agua. Sin embargo, en los sistemas
acuaticos hipersalinos (ya sean lagos o lagunas continentales, o salinas
litorales), dada su distribucion aislada en “parches”, son las aves acuéticas los
principales agentes dispersores para muchos organismos. De hecho, las aves
desempefian un importante papel como vectores naturales de dispersion de
propagulos vegetales (semillas) y de invertebrados acuéticos (Figuerola &
Green, 2002; Green & Figuerola, 2005; Green et al., 2008), especialmente de
aquellos que presentan estadios de resistencia en su ciclo de vida (conocidos
como invertebrados con diapausa), como es el caso de los rotiferos, y de
crustaceos anostraceos, cladoceros, copépodos. La dispersion puede facilitarse
por transporte interno, a través del tracto digestivo de las aves (Green et al.,
2005; van Leeuwen et al., 2012a,b) o por transporte externo, adheridos a sus

patas y plumas (van Leeuwen & van der Velde , 2012).

Las salinas son sistemas muy alterados por el hombre debido a las
actividades de extraccion de la sal, lo que las hace todavia mas vulnerables
comparado con otros ecosistemas acuaticos. De hecho, los humedales
hipersalinos han ido desapareciendo conforme el hombre ha dejado de
interesarse por ellos, porque ya no son rentables, como ha podido ocurrir con

pequefias salinas de explotacion artesanal en la region Mediterranea (Amat et
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al, 2005), o porque se han destinado a otros fines econdémicamente mas
beneficiosos, como la acuicultura. Sin embargo, los humedales hipersalinos
son enclaves naturales de un valor ecolégico excepcional, por ser el habitat de
muchas especies de aves acuéticas, residentes y migratorias, que los utilizan
para alimentarse y como zona de descanso. Esta alimentacion estd fuertemente
relacionada con las comunidades de invertebrados acuaticos que habitan en
dichas aguas saladas, siendo el crustaceo branquidépodo Artemia uno de los
mas importantes. Ademas, los invertebrados pueden servir a su vez de
hospedadores intermediarios para parasitos cuyo ciclo biolégico se completa

en las aves.

1.5. EL PAPEL DE LOS PARASITOS EN LAS INVASIONES
BIOLOGICAS

El parasitismo es considerado como una fuerza bidtica capaz de determinar la
biodiversidad de las comunidades (Poulin, 1999). El grave impacto ecolégico
y econdmico que originan las invasiones bioldgicas (Pimentel et al., 2005) y la
acelerada tasa con la que éstas se estan produciendo en los Gltimos tiempos
(Mack et al., 2000), hacen necesario conocer los mecanismos y factores
determinantes de las invasiones, en los que los parasitos pueden tener un papel
fundamental (Hatcher et al., 2006; Prenter et al., 2004).

El parasitismo se podria definir como una asociacion interespecifica entre
organismos, parasito y hospedador, en la que el primero, presenta adaptaciones
para vivir en, o sobre, organismos hospedadores de los que depende
metabdlicamente (Cheng 1978, Mgller 1997, Poulin 1998). Esta forma de vida
estd muy extendida en la naturaleza, pudiéndose encontrar ejemplos en la

mayoria de los grupos taxondmicos conocidos, desde virus y bacterias hasta
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metazoos (Marquardt et al., 2000). No obstante, tradicionalmente, los parasitos
han sido los “grandes olvidados”, pese a la multitud de funciones importantes
que pueden desempefiar dentro de los ecosistemas: en la dindmica de las
poblaciones y en la estructura de las comunidades de animales (Dunn & Dick,
1998), con un papel destacado como reguladores de sus hospedadores
(Anderson & May, 1979; Tompkins & Begon, 1999; Hudson et al. 2002;
Merino, 2002). Los paréasitos pueden influir en las interacciones predador-
presa, dado que intervienen en las redes troficas, pueden modificar la
estructura genética de los hospedadores, y favorecer la evolucion del sexo,
entre otros (Hamilton, 1980; Lafferty et al., 2008). Por tanto, la importancia de
los paréasitos en el funcionamiento y estabilidad de los ecosistemas esta
ampliamente reconocida en la actualidad, y tal y como mencionan Hudson y

colaboradores (2006) “un ecosistema Sano €s rico en parasitos”.

En el marco de las invasiones bioldgicas, los parasitos pueden determinar
el éxito o fracaso del proceso de invasion (Hatcher et. al., 2006). De hecho, los
parasitos pueden modificar las interacciones biédticas dentro de la comunidad
invadida a través de varios mecanismos. Por ejemplo, las especies exoticas que
llegan a un nuevo ambiente pueden: (1) ser portadoras de parasitos y actuar
como sus reservorios para ser transferidos a especies nativas susceptibles
(fendmeno conocido como parasites spillover; Power & Mitchell, 2004); (2)
introducirse libres de parasitos o con una minima carga parasitaria; (3) adquirir
paréasitos en su nuevo ambiente y amplificar la infeccion a las especies nativas
(fenémeno conocido como parasites spillback; Tompkins & Poulin, 2006).
Los nuevos agentes parasitos y/o patdgenos que llegan con las especies
exoticas suelen tener efectos muy nocivos sobre la biodiversidad nativa. Un
caso ampliamente conocido es el del cangrejo de rio americano Procambarus

clarkii portador de la afanomicosis, una enfermedad provocada por el hongo
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Aphanomyces astaci, con efectos devastadores sobre el cangrejo europeo. Las
especies exoticas que llegan sin parasitos al nuevo ambiente, es decir, sin
agentes reguladores naturales, pueden alcanzar elevados crecimientos
demograficos y convertirse en invasoras (Torchin et al., 2003). Por tanto, los
parasitos deben incluirse como pieza fundamental en el estudio de las
invasiones bioldgicas, ya que pueden intervenir de forma relevante en el
proceso de invasion. Ademas, debemos considerar que la pérdida de
biodiversidad de hospedadores puede llevar asociada una pérdida de la
diversidad de sus organismos paréasitos (coextincion; Koh et al. 2004). En este
sentido, los parasitos especialistas, y aquellos que requieren multiples
hospedadores para completar su ciclo vital, se sitian entre las especies mas
vulnerables a las coextinciones. Por tanto, la importancia de preservar los
sistemas acuaticos debe contemplarse en conjunto, ya que el impacto de la
pérdida de biodiversidad de un determinado organismo puede implicar otros
efectos que pongan en riesgo el equilibrio del ecosistema, incluyendo la
extincion de otras especies de las que dependen, como es el caso de los
parasitos y sus hospedadores. Como se ha mencionado anteriormente, el
crustdceo Artemia tiene un papel clave en la dindmica de los humedales
hipersalinos ya que sirve como principal fuente de alimento para muchas
poblaciones de aves, ejerce una regulacion sobre las poblaciones de
microorganismos de los que se alimenta (bacterias y microalgas haléfilas) y
desempefia un papel importantisimo como hospedador intermediario de

paréasitos helmintos de aves.

Parasitos con ciclos de vida complejos
Los parasitos con ciclos de vida complejos requieren la presencia de mas de un

hospedador: uno o varios hospedadores intermediarios y un hospedador
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definitivo en el que el parasito alcanza su estado adulto y se reproduce. El paso
de un hospedador a otro suele producirse por transmision tréfica, aunque no
exclusivamente, moviéndose desde el hospedador de niveles inferiores en la
cadena trofica (downstream host, en inglés) hasta aquellos situados en niveles
superiores (upstream host, en inglés) por predacion. Muchos parésitos con
ciclos de vida complejos y transmision trofica, como los cestodos, trematodos,
nematodos y acantocéfalos, tienen la capacidad de inducir cambios en el
fenotipo (comportamiento, morfologia, fisiologia) de sus huéspedes
intermediarios (“manipularlos”) con la finalidad de favorecer su transmision
(Moore, 2002; Thomas et al., 2005) pero garantizando la supervivencia de
ambos. El impacto que ejercen los pardsitos sobre los hospedadores les
permite actuar como importantes agentes reguladores de las poblaciones de
hospedadores. Los “parasitos manipuladores” pueden originar nuevas
interacciones bioticas (ya sean directas o indirectas) dentro de la poblacion de
hospedadores intermediarios, entre los individuos infectados y no infectados,
como si de dos “subpoblaciones” se tratase. Esto puede tener profundas
consecuencias ecoldgicas para al funcionamiento del ecosistema (Lefévre et
al., 2009). En este sentido, el conocimiento de las interacciones entre parasito
y hospedador intermediario, asi como el efecto de los parasitos sobre las
interacciones entre las especies de la comunidad es importante para la
conservacion de los ecosistemas y su biodiversidad nativa. ElI fendmeno del
parasitismo en el contexto de las invasiones bioldgicas es un tema que esta
ganando interés entre los investigadores (Dunn et al., 2009). EI complejo
cestodos-Artemia-aves ofrece un sistema excepcional para abordar estudios en

esta linea.
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2 « ORGANISMO DE ESTUDIO: El crustaceo Artemia

El crustaceo Artemia Leach, 1819, conocido comunmente como camaron de la
salmuera (brine shrimp, en inglés), es un organismo primitivo caracterizado
por presentar apéndices toracicos en forma de hoja y por la ausencia de
caparazon rigido (Figura 2.1).

Filum Artropoda (Siebold y Stannius, 1848)

Subfilum Crustacea (Pennant, 1777)

Clase Branchiopoda (Latreille, 1817)

Orden Anostraca (Sars, 1867)

Familia Artemiidae (Grochowski, 1896)
Género Artemia Leach, 1819

Fue en 1755 cuando Schlosser halld 2w juitic 756 pepe
este crustdceo en las salinas de
Lymington (Inglaterra). Afos mas
tarde Linneo (1758) lo denomind
Cancer salinus y posteriormente fue
Leach, en 1819, quien propuso el
nombre de Artemia salina, con el que
tradicionalmente se le ha conocido

dentro de la comunidad cientifica.

Figura 2.1. llustraciones gréaficas de
Artemia realizadas por Schlésser en 1756. R
(Tomado de Kuenen & Baas-Becking, 1938).

0bs. de Ar. Gaulier

16



TAXON ARTEMIA

Es a principios del siglo XX cuando se empieza a vislumbrar la existencia de
mas especies dentro del género, y surgen las primeras descripciones de nuevas
especies de Artemia (Artom, 1931; Kuenen, 1939; Barigozzi, 1946). Trabajos
posteriores proponen la existencia de 6 especies gemelas (sibling species, en
inglés) (Barigozzi 1972, 1974, 1980; Clark & Bowen, 1976; Bowen et al.,
1980) y se empieza a cuestionar la unidad taxonémica de “Artemia salina”
como especie Unica. Aln asi, podemos encontrar en la literatura reciente
trabajos (principalmente en el area de toxicologia acuatica) en los cuales se
sigue utilizando indistintamente dicho binomio (Nunes et al., 2006), pese a que
en la mayoria de casos se refieren a la especie comercial Artemia franciscana
(e.g. Rocha-Filho et al., 2015; Vitorino et al., 2015).

2.1. BIODIVERSIDAD Y BIOGEOGRAFIA

La clasificacion actual del género Artemia comprende un grupo de seis
especies con reproduccion sexual obligada (todas diploides), y varios linajes
partenogenéticos obligados (con ploidias 2n hasta 5n) reconocidos
tradicionalmente bajo el binomio Artemia parthenogenetica Bowen &

Sterling, 1978, de discutida aceptacidn en la actualidad.

Artemia es un organismo cosmopolita, presente en todos los continentes
excepto en la Antartida (Vanhaecke et al., 1987; Triantaphyllidis et al., 1998).
Sin embargo, su patrén de distribucién biogeografico es claramente diferente
entre las especies sexuales y las formas partenogenéticas (Figura 2.2). Las
formas partenogenéticas se distribuyen extensamente por Europa, Asia y
Africa y no se encuentran en el continente Americano. En cambio, las especies
sexuales presentan un alto grado de endemismo, principalmente en el Viejo

Mundo, y estan distribuidas por todo el orbe.
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Las especies endémicas del Nuevo Mundo son dos: A. franciscana
Kellogg, 1906, distribuida ampliamente por el continente Americano
(Hontoria y Amat, 1992a; Triantaphyllidis et al., 1998), y A. persimilis
Piccinelli & Prosdocimi, 1968, que presenta una distribucion restringida al sur
de Chile y Argentina (Triantaphyllidis et al., 1998; Amat et al., 2004; Gajardo
et al., 1999; 2004). Como endémicas del Viejo Mundo hay 4 especies hasta
ahora reconocidas: A. salina (Linnaeus, 1758) Leach, 1819, distribuida por la
cuenca del Mediterraneo y en Suréfrica (Hontoria & Amat, 1992b;
Triantaphyllidis et al., 1998; Mufioz et al., 2008); A. urmiana Glnther, 1890
presente en el lago Urmia (Irdn) y en el lago Koyashskoe (Ucrania)
(Abatzopoulos et al.,, 2009); A. sinica Cai, 1989 en China y Mongolia
(Triantaphyllidis et al., 1998); A. tibetiana distribuida exclusivamente en la
regién del Tibet (Abatzopoulos et al., 1998, 2002a). Ademas, se estd
caracterizando una poblacién sexual procedente de Kazakhstan que podria
considerarse como una especie separada, Artemia sp. Kazakhstan (Pilla &
Beardmore, 1994; Mufioz & Pacios, 2010).

En Australia cabe citar la presencia del género Parartemia (familia
Parartemiidae) como endémico (Geddes, 1980), aungue se han introducido una
poblacién partenogenética (McMaster et al., 2007) y poblaciones de la especie
americana A. franciscana (Ruebhart et al., 2008). La presencia de esta Ultima
se detectd también en Nueva Zelanda, concretamente en el lago Grassmeere
(Wear & Haslett, 1986). En la actualidad A. franciscana esta distribuida por
todos los continentes, debido, principalmente, a introducciones relacionadas
con la acuicultura, convirtiéndose en una especie invasora y una gran amenaza
para las especies nativas del Viejo Mundo, como veremos a lo largo de la

presente Tesis.
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Especies

A. franciscana
A. persimilis
A. salina

A. urmiana

A. tibetiana

A. sinica

Artemiasp. kazakhstan
A. parthenogenetica

leeece

Figura 2.2. Mapa global de la distribucidn geogréfica natural de las especies de Artemia.

Existe un registro aproximado de 600 localizaciones de Artemia
distribuidas por todo el orbe (Van Stappen, 2002), reflejo de las prospecciones
realizadas hasta la fecha. Sin embargo, no se dispone de un cuadro exacto de la
distribucion real de este organismo, siendo probable la existencia de
poblaciones todavia no registradas. Ademaés, teniendo en cuenta la répida
dispersion de A. franciscana como especie invasora, la biogeografia de este
género se va a ver forzosamente modificada a corto o medio plazo. Cabe
mencionar ademas que estudios filogenéticos recientes estan aportando datos
sobre nuevos linajes partenogenéticos, por lo que diversos autores sugieren
una re-evaluacion taxonémica del género (Mufioz et al., 2008; Tizol-Correa et
al., 2009). Por tanto, a dia de hoy, la distribucion de este crustaceo debe

considerarse provisional y en continua revision.
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La dotacion cromosomica de las especies bisexuales es diploide (2n =
42), a excepcion de A. persimilis que presenta un par de cromosomas adicional
(44) por aneuploidia, mientras que las cepas partenogenéticas constituyen un
grupo muy heterogéneo. Dada la diversidad de poblaciones partenogenéticas
con diferente ploidia que se han descrito, asi como las diferencias existentes
entre ellas en su morfologia, biologia y ecologia, algunos autores no aceptan
considerarlas como una Unica especie y rechazan el uso del binomio A.
parthenogenetica (Abatzopoulos et al., 2002b; Maniatsi et al., 2011). En la
presente memoria de Tesis se ha optado por utilizar la denominacion de
“especie” para las formas bisexuales y “cepa” para las formas
partenogenéticas, evitando la terminologia “A. parthenogenetica”. Sin
embargo, en los articulos publicados se decidié emplear dicho binomio, tal y
como aparece en la literatura mas reciente, con el fin de unificar la
terminologia, y teniendo en cuenta el enfoque principalmente ecolégico (ho

genético) de los mismos.

Existe una gran variedad de herramientas (morfoldgicas, biométricas,
morfométricas, citogenéticas, moleculares) que se han utilizado para el estudio
de la biodiversidad especifica de Artemia y los posibles modelos de
especiacién (Abatzopoulos et al., 2002b; Gajardo et al., 2002). Los
cruzamientos entre diferentes poblaciones y los estudios morfométricos han
sido herramientas muy Gtiles para la discriminacion especifica de las
poblaciones de Artemia, como también la biometria de quistes y nauplios
(Amat, 1982; Hontoria & Amat 1992a,b; Triantaphyllidis et al., 1997a,b;
Gajardo et al., 1998; Mura & Brecciaroli, 2004; Ben Naceur et al., 2013). El
uso de marcadores moleculares (como por ejemplo 1TS-1, COI, Hsp26, 18S,
12S y 16S mtDNA) y la aplicacion de técnicas moleculares, tales como RFLPs

(Restriction Fragment Length Polymorphisms, en inglés), RAPDs (Random
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Amplified Polymorphic DNAs), AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphisms) (Abatzopoulos et al., 2002a; Bossier et al., 2004; Gajardo et
al., 2004; Baxevanis et al., 2006), ha sido una herramienta muy empleada para
la identificacion inter- e intraespecifica de Artemia en los dltimos afios (Wang
et al., 2008; Mufioz et al., 2008; Baxevanis et al. 2014; entre otros). No
obstante, tanto las metodologias moleculares como las metodologias mas
clasicas siguen aportando informacién esencial para esclarecer la

biodiversidad y filogeografia del género Artemia.

El equipo de Especies Auxiliares y Larvicultura del Instituto de
Acuicultura Torre de la Sal (IATS) tiene una gran experiencia en la
identificacion morfoldgica de Artemia, ya que desde sus inicios desarroll6 una
metodologia eficaz, basada esencialmente en criterios biométricos y
morfométricos (Hontoria & Amat, 1992a,b), y que se sigue utilizando
habitualmente en el grupo. La identificacién de las poblaciones de Artemia
estudiadas en la presente investigacion se realizd utilizando los principales

rasgos morfoldgicos diferenciales descritos por Amat (1985).

2.2. ASPECTOS MORFOLOGICOS Y BIOLOGICOS

Los crustaceos branquidpodos anostraceos, en los que se incluye Artemia,
constituyen uno de los taxones mas antiguos que se conocen, datan del
Cretécico inferior (Fryer, 1987), hace mas de 100 millones de afios. Poseen un
cuerpo segmentado, recubierto por una cuticula de quitina fina y flexible que,
mediante un proceso de muda, se va renovando periédicamente permitiendo el
crecimiento del animal. Presentan unos apéndices toracicos en forma de hoja
(denominados filopodos o toracdpodos) con funciones locomotora, respiratoria

y filtradora.
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La talla media de sus individuos y algunos rasgos de su morfologia
externa varian segun las caracteristicas fisico-quimicas del medio: salinidad,
temperatura y pH (Amat, 1985; Ben Naceur et al., 2012), ademés de existir
diferencias interespecificas. A grandes rasgos, los adultos se caracterizan por
poseer un cuerpo alargado, un par de ojos pedunculados, unas anténulas
sensoriales, once pares de filépodos y un abdomen terminado en una furca
caudal bilobulada. Presentan un claro dimorfismo sexual: los machos tienen
las segundas antenas hipertrofiadas a modo de tenaza (denominadas claspers)
y un par de penes retractiles situados en los primeros segmentos abdominales
(o segmentos genitales); en cambio las hembras poseen un saco ovigero o
Gtero (de morfologia variable segln la especie) y unas segundas antenas
pequefias vy filiformes. En general, la talla de Artemia esta comprendida entre 7
y 12 mm de longitud, aunque en las cepas poliploides puede llegar hasta 18-20
mm. Poseen un cerebro rudimentario, un largo corazon tubular y un tubo
digestivo lineal terminado en el ano. Presentan una coloracién variada, desde
blanco-azulada en el caso de los machos, a mas 0 menos rojiza en el caso de
las hembras, llegando a apreciarse un color rojo intenso en ambos sexos
debido a las altas salinidades y/o a infecciones parasiticas, tema este Gltimo
gue trataremos en detalle a lo largo de la presente Tesis. La mayor parte de la

descripcion que aqui se presenta se basa en Amat (1985).

La reproduccién en Artemia es uno de los aspectos méas fascinantes de su
biologia y del que todavia quedan muchas cuestiones por esclarecer. Las
hembras adultas tienen una reproduccion continua, generandose puestas
sucesivas cada 4-6 dias. La reproduccion puede ser de dos tipos, siendo ambos
excluyentes: anfigonica o zigogenética (con presencia de machos y hembras,
se requiere fertilizacion de los huevos) o partenogenética (con presencia casi

exclusiva de hembras, sin fertilizacion). Las hembras partenogenéticas, y
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especialmente las diploides, tienen la capacidad de producir machos
denominados machos raros (Amat, 1985), que aunque se originan en bajas
proporciones son machos funcionales y pueden servir como vectores de
intercambio genético (Maccari et al., 2013). Ademds, Artemia presenta dos
modalidades o estrategias reproductivas: ovoviviparismo (liberacion de
nauplios) y oviparismo (liberacion de quistes), con alternancia de ambas
durante su ciclo biolégico. Ante condiciones criticas para su supervivencia
(tanto bidticas como abioticas), Artemia opta por la reproduccién ovipara en la
que los embriones interrumpen su desarrollo en un estadio temprano (blastula
avanzada o gastrula incipiente), se cubren de una cubierta protectora resistente
(corion) segregada por las glandulas de la cascara y permanecen como
embriones enquistados en diapausa hasta que el ambiente se torna favorable.
Para que los quistes en diapausa puedan eclosionar necesitan una activacion
previa del embrién (deshidratacion), pasando éstos a un estado de guiescencia
(quistes deshidratados y activos) preparados para eclosionar una vez se
hidraten y se den niveles adecuados de aireacion e iluminacién. Los quistes
liberados al medio se acumulan formando “manchas flotantes” en la superficie
de las salmueras o0 “franjas” en las orillas donde quedan depositados gracias a
las corrientes o el viento, constituyendo bancos de quistes que aseguraran la
persistencia de la poblacion. De hecho, los quistes son estructuras protectoras
con una gran resistencia al estrés ambiental (Clegg et al., 2001; Clegg &
Trotman, 2002).
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2.3. ECOLOGIA

Habitat

El crusticeo Artemia es el invertebrado més abundante en humedales
hipersalinos (lagos, lagunas y salinas) de todo el orbe (Triantaphyllidis et al.
1998), ambientes caracterizados por una alta productividad, una baja
diversidad de especies y una estructura tréfica simple (Lenz & Browne, 1991),
ademas de marcadas oscilaciones fisico-quimicas (Bowen et al., 1988;
Triantaphyllidis et al., 1998). Artemia se ha especializado en colonizar dichos
biotopos donde sus potenciales predadores no pueden sobrevivir, debido a que
carece de mecanismos de defensa frente a ellos. En su lugar, ha sido capaz de
desarrollar una serie de adaptaciones bioquimicas y fisioldgicas criticas para
su supervivencia (Clegg & Trotman, 2002) y que le han permitido adaptarse a
un amplio rango de variaciones ambientales (oxigeno disuelto, salinidad,
temperatura). En particular, ha desarrollado tres eficientes mecanismos de
adaptacion: (1) los pigmentos respiratorios, (2) la osmorregulacion y (3) el

oviparismo.

Para hacer frente a los bajos niveles de oxigeno disuelto y a las
situaciones constantes de hipoxia (concentraciones < 2 ml O,/L), la estrategia
desarrollada por Artemia consiste en regular la concentracion de los pigmentos
respiratorios segun sus necesidades, y en sintetizar diferentes tipos de
hemoglobina de su hemolinfa, especialmente del tipo Hblll que tiene una alta
afinidad por el oxigeno (Bowen et al., 1978; Clegg & Trotman, 2002), de
manera que le permite una mayor captacion de oxigeno a una tasa respiratoria

constante.

Artemia es un organismo extremadamente osmotolerante y esta

catalogado como hal6filo extremo, ya que tolera un rango de salinidades
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comprendido entre 45 g/L y 370 g/L (Van Stappen, 2002). Esto se debe a su
eficiente mecanismo de excrecion activa de sales (llevada a cabo en los
exopoditos de los filopodos) que le permite una regulacién hipoosmética.
Artemia se ha encontrado también a salinidades mas bajas (3-20 g/L), donde su
existencia viene condicionada por la presencia/ausencia de predadores
(Persoone & Sorgeloos, 1980).

El efecto de la temperatura sobre la distribucion de Artemia ha sido
objeto de estudio en numerosos trabajos mostrando diferencias interespecificas
(e.g. Vanhaecke et al., 1984; Lenz, 1987; Browne et al., 1988; Vanhaecke &
Sorgeloos, 1989; Abatzopoulos et al., 2003). En lineas generales, los umbrales
minimo y maximo de supervivencia de Artemia se sitlan entre los 5 y los
35°C, aunque también se han encontrado poblaciones a temperaturas mas altas
(Clegg et al., 2000; Kappas et al., 2004), lo que pone de manifiesto el caracter
euritermo de este género. Ademas, Artemia es capaz de colonizar medios
acudticos talasohalinos y atalasohalinos (Bowen et al.,, 1985, 1988;
Triantaphyllidis et al., 1995; Abatzopoulos et al., 2003), de diferente
composicion ionica (Van Stappen, 2002), a distintas altitudes (desde el nivel
del mar hasta los 4500 m.s.n.m., del Tibet; Xin et al., 1994), y en climas
diferentes (Vanhaecke et al., 1987; Van Stappen, 2002). Esto puede dar lugar a
aislamientos ecoldgicos locales (Bowen et al., 1985, 1988). Pese a su elevada
capacidad colonizadora, no todos los humedales hipersalinos presentan
poblaciones de Artemia ya que estos crustaceos requieren vectores de

dispersion adecuados que faciliten su llegada a un nuevo ambiente.

25



INTRODUCCION GENERAL

Alimentacion

Artemia es un organismo filtrador pasivo y no selectivo, capaz de ingerir
particulas de entre 1 y 50 um de tamafio (Dobbeleir et al., 1980; Gelabert,
2001). Su alimentacion se basa en bacterias y algas unicelulares halofilas,
pequefios protozoos y detritos finos presentes en el medio acuatico, que
capturan a través de las corrientes generadas con el movimiento ritmico de sus
filopodos (150-200 golpes/minuto). Estas particulas alimenticias son
arrastradas hacia la boca, recorren el aparato digestivo y los restos son
eliminados por el ano en forma de cordones de heces. Los nauplios recién
eclosionados se alimentan de las reservas vitelinas acumuladas en el 6rgano
nucal. Cuando éstas se agotan, inician el proceso de filtracion con las segundas
antenas dotadas de largas sedas, mientras se van desarrollando los filépodos

toracicos.

2.4. COMPETIDORES Y PREDADORES DE ARTEMIA

2.4.1. Microorganismos y otros invertebrados acuaticos

Las Arquibacterias (géneros Halococcus y Halobacterium, entre otros) y las
microalgas hal6filas (géneros Dunaliella y Asteromonas) constituyen la biota
predominante de los habitats naturales de Artemia y son responsables de la
coloracién rojiza de las salmueras. Otros grupos acompafiantes pueden ser
diatomeas y cianoficeas haldfilas (Coccochloris). Estos biotopos albergan
poblaciones de invertebrados como copépodos (Cletocamptus retrogressus) y
coledpteros (Ochthebius corrugatus y O. notabilis) (Sanchez et al., 2006),
claddceros, anostraceos de los géneros Branchinella y Branchinecta (Mura et
al. 1987), Branchinectella, y diversas formas larvarias de dipteros de la familia

Ephydridae (“mosca de la sal”) y Chironomidae (Chironomus salinarius),
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ademas de rotiferos (Brachionus spp.) y ciliados (Fabrea salina). Estos
invertebrados compiten con Artemia por los recursos, principalmente a
salinidades intermedias (60-80 g/L). La salinidad es el factor determinante de
la estructura de las comunidades de invertebrados en dichos biotopos,
observandose una disminucion de la riqueza de especies conforme incrementa
la salinidad (Sanchez et al., 2006). A altas salinidades (concentraciones > 150
g/L), Artemia précticamente no tiene competidores, ya que la mosca de la sal
Ephydra, con la que comparte el habitat, parece tener un régimen alimenticio
bentonico (Persoone & Sorgeloos, 1980).

2.4.2. La comunidad de aves acuaticas

La diversidad faunistica antes citada, junto con Artemia, constituye el recurso
tréfico principal de muchas poblaciones de aves acuéaticas que habitan de
forma permanente o transitoria en estos ecosistemas acuaticos hipersalinos
(Caudell & Conover, 2006; Sanchez et al., 2006). Los peces
ciprinodontiformes del género Aphanius y algunos insectos acuaticos como los
Corixidos, también se alimentan de Artemia, aunque las aves son los
principales predadores. Muchas de estas aves acuaticas son portadoras de
parasitos intestinales, los cuales utilizan a Artemia como hospedador
intermediario para el inicio de su ciclo de vida que finaliza en el ave. Es el
caso de ciertos helmintos pertenecientes a la clase Cestoda, de flamencos,

gaviotas, zampullines y diversas aves limicolas (Georgiev et al., 2005).
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2.5. PARASITOS Y ARTEMIA

2.5.1. Helmintos de aves: La Clase Cestoda, Orden Cyclophyllidea

Los cestodos ciclofilideos pertenecen al phylum Plathelmintes (gusanos
planos), y estan caracterizados por carecer de tubo digestivo y poseer un
6rgano de fijacién bien diferenciado, denominado escélex (regién cefélica),
provisto de 4 ventosas con musculatura propia y un rostelo retractil situado en
la zona apical, generalmente provisto de una o varias coronas de ganchos
rigidos (ganchos rostelares). A continuacion presentan una sucesién de
segmentos o anillos (proglétides) que conforman el estrébilo, cada uno
provisto de 1 6 2 juegos genitales con los poros genitales marginales, el Utero
ciego y las glandulas vitelogenas formando una Unica masa situada detras del
ovario. Los cestodos tienen el cuerpo acintado y comprimido dorso-
ventralmente, muestran una coloracion blanquecina y sus dimensiones oscilan
considerablemente en las distintas especies (desde unos pocos milimetros hasta
varios metros de longitud). Salvo raras excepciones son hermafroditas. La
forma adulta habita en el intestino de un vertebrado hospedador final donde se
instala y se reproduce, por tanto, se trata de endoparasitos. Los huevos carecen
de opérculo y salen embrionados al exterior con las heces del hospedador
definitivo. Todos los cestodos son parasitos obligados y en estado adulto viven
en el intestino de vertebrados. En este orden (Cyclophyllidea) se encuentra la
mayoria de los cestodos que parasitan a aves y mamiferos, y en el que se
incluyen todas las especies de cestodos reconocidas que utilizan al crustaceo

Artemia como hospedador intermediario.

Ciclo de vida
En general su ciclo de vida es indirecto, en el que se incluyen varios

hospedadores, un hospedador final vertebrado y un hospedador intermediario
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gue suele ser un invertebrado, en cada uno de los cuales se desarrolla una fase
del ciclo. En nuestro sistema de estudio parésito-hospedador, los cestodos
ciclofilideos utilizan a Artemia como hospedador intermediario, donde el
embrion del pardsito se desarrolla hasta la fase larvaria infectiva
(cisticercoide); y a las aves como hospedador final, donde el cisticercoide
continta su desarrollo hasta el estado adulto (Figura 2.3). El ciclo se inicia
cuando los huevos del parésito (en cuyo interior se localiza el embrion
hexacanto u oncosfera) llegan al medio acuatico con los excrementos del ave.
Estos huevos adoptan un comportamiento plancténico y persisten como
componentes del microzooplancton, permitiendo asi el encuentro con Artemia
y su infeccion por ingestién de los huevos presentes en las salmueras. A
continuacion la oncosfera se libera y pasa al hemocele del crustaceo donde

puede situarse en cualquier parte

de su anatomia interna, <ol

circunstancia gque puede darse a S "

Cysticercoide

@ Oeuf

partir de las fases tempranas del
desarrollo metamorfico de Artemia
como son los estadios
metanaupliares de 2-3 mm de talla

(como veremos en el Capitulo 1).

Figura 2.3. Representacion del
ciclo de vida general de los cestodos Cysticercoide
durante su fase en el hospedador
intermediario Artemia (parte inferior) y en
el hospedador vertebrado ave (parte
superior). (Tomado de Gabrion et al.,
1982).

Précysticercoide
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En el interior de Artemia, el parasito sufre un proceso de crecimiento y
desarrollo, desde oncosfera hasta alcanzar la fase larvaria infectiva
denominada cisticercoide (ver detalle de las distintas fases de desarrollo en el
Capitulo 1), que dura generalmente unas pocas semanas. El parésito toma de la
hemolinfa de Artemia las sustancias nutritivas necesarias para su propio
desarrollo, pero sin poner en peligro la supervivencia del hospedador. El ciclo
del parésito finaliza cuando el crustaceo Artemia infectado es ingerido por un
hospedador final apropiado, dando paso al desarrollo de la forma adulta como
parésito intestinal (Figura 2.4). El cestodo adulto se reproduce en el intestino
del ave y los huevos salen al exterior con las heces, reanudandose nuevamente

el ciclo del parasito.

Cestodos

Figura 2.4. Imagenes del aspecto general del intestino de flamenco Phoenicopterus ruber y
detalle de la acumulacion de paréasitos intestinales en una zona del mismo. (Imagenes S. Reddn).

El cisticercoide de los cestodos consiste en un cuerpo enquistado que
tiene invaginado en su interior gran parte de las estructuras anatémicas
desarrolladas: el escélex, dotado de 4 ventosas y un conjunto de ganchos
(hooks en ingleés) situados en el rostelo (Figura 2.5). El cercémero, de diversa
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longitud, queda libre fuera del quiste. Una vez el cisticercoide llega al ave
hospedador final, evagina el escdlex y mediante los ganchos rostelares se
adhiere a las vellosidades intestinales donde queda fijado y va desarrollandose
hasta alcanzar su estado adulto. Del cuello del escélex partira el estrdbilo,
formado por una multitud de segmentos o proglétides de entre los cuales, los
mas lejanos al escélex van madurando y emitiendo gran cantidad de huevos
que, liberados al medio acuatico, seran filtradas por los individuos de Artemia
iniciandose de nuevo el ciclo de vida del paréasito.

ganchos

~

ventosas
' /ROSTELO

ESCOLEX
Figura 2.5. Aspecto general de

la larva del cestodo Eurycestus
avoceti en una fase previa a la
invaginacion del escdlex y formacion
QUISTE del cisticercoide enquistado. (Imagen
S. Reddn tomada en un individuo de
Artemia).

La gran mayoria de los estudios taxondémicos sobre cestodos estan
basados principalmente en la morfologia de especimenes obtenidos en alguno
de sus hospedadores vertebrados. Por ello, las caracteristicas morfolégicas del
parasito adulto y la especie hospedadora en la que se encontraba este parasito,
han sido los principales argumentos en la descripcion de especies nuevas. Sin

embargo, son escasos los trabajos sobre distintos aspectos de las larvas de
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cestodos en el hospedador intermediario, y en muchos casos se desconoce el
hospedador intermediario del ciclo del parésito, lo que puede dificultar su
caracterizacion (sobre todo cuando las prevalencias de infeccion son bajas). En
este sentido, la presencia de envoltura externa, las modificaciones del
cercdmero, el aspecto de las ventosas; asi como el aspecto, tamafio y nimero
de ganchos rostelares han sido las principales caracteristicas utilizadas para la
identificacion morfolégica de las larvas de cestodos en Artemia (Vasileva et
al., 2009; Capitulo I1). Sin lugar a dudas, las actuales herramientas moleculares
pueden ser muy eficaces para la identificacion de los estados larvarios de los
parasitos y, de hecho, estdn siendo cada vez maés utilizadas. Durante el
desarrollo de la presente investigaciobn se han realizado estudios
complementarios en colaboracion con universidades americanas con el
objetivo de encontrar marcadores moleculares de las especies parasitas
registradas en nuestro material. No obstante, todavia queda mucho por hacer
en nuestro sistema de estudio Artemia-Cestodos dada la ausencia de
informacién disponible. Los resultados obtenidos con varios marcadores
nucleares y mitocondriales no han sido incluidos en la presente memoria por

su caracter preliminar.

2.5.2. Artemia como hospedador intermediario

El parasitismo en el género Artemia es un fendmeno del que se tiene un
conocimiento relativamente escaso. Los primeros trabajos surgen a finales del
siglo XX, con la importante contribucion de Maksimova en la poblacion de
“A. salina” del Lago Tengiz (Kazakhstan), quien aportd datos novedosos sobre
los parésitos que utilizaban a Artemia como hospedador intermediario,
registrandose un total de 11 especies de cestodos (Maksimova 1973, 1976,
1977, 1981, 1986-1989, 1991; Gvozdev & Maksimova 1979). En la region del
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Mediterrdneo occidental se desarrollaron diversos trabajos centrados en la
Camarga francesa, en los que se registraron hasta 6 especies (Gabrion &
MacDonald 1980; Thiéry et al., 1990; Robert & Gabrion, 1991). Los primeros
trabajos realizados en Espafia evidenciaron la presencia de dos especies:
Flamingolepis liguloides (Gervais, 1874) y Wardium stellorae (Deblock,
Biguet et Capron, 1960) en poblaciones partenogenéticas de Artemia de la
costa mediterranea espafiola (Amat et al., 1991a,b; Var6 et al., 2000). No
obstante, no es hasta el afio 2005, con el trabajo de Georgiev et al. (2005) en A.
parthenogenetica de las marismas de Odiel (Huelva), cuando se empieza a
tener un conocimiento mas exhaustivo sobre la diversidad de cestodos y el
aspecto general de la forma larvaria infectiva (cisticercoide) que se desarrolla
en el hospedador intermediario (Artemia). Estos autores registraron 8 especies
de cestodos pertenecientes a 3 familias: Flamingolepis liguloides, F. flamingo,
Confluaria podicipina y Wardium stellorae pertenecientes a la familia
Hymenolepididae (Figura 2.6 A a D); Eurycestus avoceti, Anomotaenia
microphallos y A. tringae pertenecientes a la familia Dilepididae (Figura 2.6 E
a G); Gynandrotaenia stammeri perteneciente a la familia Progynotaeniidae
(Figura 2.6 H). Dicho trabajo ha sido fundamental para la identificacién de las
especies parasitas de nuestro material. Hasta el momento, se han descrito los
mismos cestodos en aves como el flamenco Phoenicopterus ruber, gaviotas
como Larus ridibundus, la avoceta Recurvirostra avosetta, el zampullin
cuellinegro Podicipes nigricollis, los archibebes Tringa totanus y T. glareola,
el correlimos (género Calidris), los chorlitejos (género Charadrius), la
cigliefiuela Himantopus himantopus y la aguja colinegra Limosa limosa en los
que Artemia interviene como hospedador intermediario (ver Georgiev et al.,
2005).
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Figura 2.6. Aspecto general de los cisticercoides de cestodos presentes en individuos de
Artemia: (A) Flamingolepis liguloides, (B) Flamingolepis flamingo, (C) Confluaria podicipina,
(D) Wardium stellorae, (E) Eurycestus avoceti, (F) Anomotaenia tringae, (G) Anomotaenia
microphallos, (H) Gynandrotaenia stammeri. (Imagénes GP Vasileva, tomadas en individuos
examinados durante esta Tesis).
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Aquellos parasitos que desarrollan ciclos de vida indirectos y transmision
tréfica pueden afectar al fenotipo de sus hospedadores intermediarios (Moore,
2002), fendmeno que generalmente se conoce como manipulacion parasitica
(Moore, 2002; Thomas et al., 2005), con el propésito de facilitar su
transmision al hospedador definitivo (Bakker et al., 1997; Lafferty, 1999;
Moore, 2002). Asi los parésitos pueden inducir cambios en la coloracion de
sus hospedadores intermediarios de tal forma que éstos sean mas visibles para
sus hospedadores finales, pueden reducir la fecundidad (parcial o totalmente)
lo que suele implicar un aumento de tamafio y longevidad del hospedador,
también pueden provocar cambios en el comportamiento natatorio,

fototactismo, causando segregacion espacial de los individuos, entre otros.

La “manipulacion” de Artemia por los parésitos es un fendmeno muy
interesante y relativamente poco estudiado. Efectos sobre la coloracion,
flotabilidad, talla y reproduccién han sido relacionados, principalmente, con el
cestodo del flamenco Flamingolepis liguloides en la cepa partenogenética
diploide (Amat et al., 1991 a,b). Sin embargo, se desconoce si todas las
especies de cestodos reconocidas tienen la misma estrategia de manipulaciéon o
si afectan del mismo modo a las distintas especies de Artemia, lo que seria de
gran relevancia en el contexto de las invasiones bioldgicas. Muy poco se sabe
sobre el potencial impacto patogénico de los paréasitos en la especie bisexual
Artemia salina (Amarouayache et al., 2009a). Los parasitos pueden ser
determinantes en el resultado de una invasion si su impacto sobre los
hospedadores nativo e invasor es diferente. Esta es una de las cuestiones que

se ha tratado en detalle en la presente Tesis.
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3. PROBLEMATICA DE ARTEMIA EN LA REGION
MEDITERRANEA

En la regién del Mediterraneo Occidental (Espafia, Francia, Portugal, Italia y
norte de Africa), la biodiversidad nativa de Artemia esta representada por la
especie bisexual Artemia salina (AS) y un grupo heterogéneo de cepas
partenogenéticas diploides (PD) y tetraploides (PT). En Espafa se dispone de
informacién contrastada para mas de 50 poblaciones de localizacion litoral y
continental (Amat, 1980,1983; Amat et al., 1995; Persoone & Sorgeloos, 1980;
Vanhaecke et al., 1987; Mufioz & Pacios, 2010). Algunas de estas poblaciones
son puras, es decir, no hay presencia de otros congéneres, Como ocurre, por
ejemplo, con la PD de las salinas de Cabo de Gata (Almeria) o la PT de las
salinas del Delta del Ebro (Tarragona), poblacion actualmente extinguida. Sin
embargo, otros muchos ecosistemas estan colonizados por varias poblaciones,
como sucede en las Marismas de Odiel (Huelva) donde coexisten dos
poblaciones partenogenéticas (PD y PT). Sin embargo, lo mas frecuente son
comunidades mixtas, con poblaciones diploides sexuales y asexuales
coexistiendo en un mismo biotopo y produciéndose un fenémeno de relevo
poblacional estacional y ciclico, condicionado por patrones térmicos. A. salina
aparece con las temperaturas frias de final de otofio y desaparece en verano,
mientras que las formas partenogenéticas prefieren las temperaturas mas
elevadas, por ello proliferan a partir de primavera y desaparecen en invierno
(Amat, 1983; Amat et al., 1995), aunque es frecuente observar comunidades

mixtas en ciertos meses del afio (Amat, 1980).

Hay que mencionar que la presencia de poblaciones simpétricas sexuales

y asexuales de Artemia no es exclusiva de la region Mediterranea, también se
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ha observado con las especies asiaticas A. sinica en China (Van Stappen,
2002) y A. urmiana en Iran y Crimea (Abatzopoulos et al., 2006, 2009;
Shadrin & Anufrijeva, 2012).

3.1. AMENAZAS PARA LA BIODIVERSIDAD NATIVA DE ARTEMIA
El uso de A. franciscana en acuicultura se ha incrementado desde sus inicios
en los afios 50, convirtiéndose en el recurso natural por excelencia para la
industria acuicola. En la actualidad los nauplios de A. franciscana sigue siendo
un recurso insustituible en la mayoria de plantas de cultivo de peces,
crustdceos y moluscos (cefaldpodos), utilizados (directamente o tras un
proceso de enriguecimiento nutricional) como alimento vivo para las larvas de
muchas de las especies que se comercializan (Sorgeloos, 1980; Sorgeloos et
al., 2001). Esto se debe, por un lado, a su buena digestibilidad, ausencia de
respuesta de escape, coloracion llamativa y buena palatabilidad; ademas de
poderle inducir una 6ptima calidad nutricional como resultado del desarrollo
de técnicas de enriquecimiento (Léger et al., 1987); y por otro lado, a su
amplia disponibilidad y a su manejo sencillo y versatil (Dhont & Van Stappen,
2003; Kolkovski et al., 2004).

Los nauplios se obtienen de la eclosion de sus quistes, lo que convierte a
éstos en el recurso principal para el sector de la acuicultura. La explotacion y
comercializacion de este recurso natural procede principalmente de Norte
América. El Gran Lago Salado de Utah, USA (Great Salt Lake, GSL; 41° 05’
N, 112° 30" O) con una extension de 4.290 Km?, es el principal suministrador
de quistes, con una cosecha anual que alcanza las 11000 toneladas métricas de
biomasa bruta (quistes, biomasa de Artemia, cascaras, algas, y otro material)

(Great Salt Lake Ecosystem Program, 2015) y con una actividad extractiva
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controlada a fin de mantener su sostenibilidad. Las salinas de la bahia de San
Francisco en California, USA (San Francisco Bay, SFB; 37° 7' N, 122° 16' O)
fueron otro gran suministrador de quistes (Artemia franciscana). No obstante,
el enorme interés econdmico que ha suscitado este recurso ha provocado el
auge de empresas dedicadas a dichas actividades y la prospeccién de fuentes
alternativas de diversos origenes geogréaficos. De hecho, a dia de hoy, se estan
comercializando quistes provenientes de América (Brasil) y sobre todo de Asia
(Iran, China) y de republicas ex soviéticas, aunque a menor escala (Sorgeloos
etal., 2001).

El peligro debido a una sobreexplotacion del recurso Artemia quizd no
sea tan preocupante en la regién mediterranea, dada su escasez como recurso
extraible con destino a la acuicultura. Sin embargo, en la Gltima década,
diversos estudios ponen de manifiesto amenazas para la biodiversidad de
Artemia, tales como la pérdida de héabitats y la introduccion de la especie
americana A. franciscana (Amat et al., 2005, 2007; Green et al. 2005). El
progresivo abandono de salinas de explotacién artesanal debido,
presumiblemente, a una baja rentabilidad, asi como la mala gestion de algunos
humedales salados naturales, ha provocado la desaparicion de muchos
biotopos y poblaciones de Artemia. En Espafia se estima que el 74% de los
humedales hipersalinos se han perdido, el 63% en Italia y el 55% en Portugal,
datos que evidencian la amenaza real que supone la pérdida de ecosistemas
para la biodiversidad de Artemia (Amat et al., 2007). La introduccion de la
especie exotica americana A. franciscana estd considerada como la principal
amenaza para la biodiversidad autoctona de Artemia en la region Mediterranea

(Amat et al., 2005, 2007) y, por extension, en todo el Viejo Mundo.
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3.2. LA ESPECIE EXOTICA INVASORA Artemia franciscana
Kellogg, 1906

A. franciscana es una de las especies bisexuales nativas del continente
Americano y, como se ha mencionado anteriormente, se trata de una especie
clave para la acuicultura. Durante la Ultima década, esta especie, considerada
como “superespecie” (Abatzopoulos et al., 2002b), se ha hecho
“omnipresente”, con localizaciones contrastadas en todos los continentes
donde Artemia puede habitar, siendo una amenaza real para las especies
nativas y suscitando un enorme interés como especie invasora acuéatica

(incluida la presente Tesis).

3.2.1. Introduccién y dispersion

La introduccion de A. franciscana ha sido relacionada con actividades
acuicolas, acuariofilas y de explotacion salinera (Amat et al., 2005; Vikas et
al., 2012). En algunos casos, la introduccion se ha podido originar de forma
accidental, por efluentes procedentes de plantas de cultivo larvario y alevinaje,
dado el uso generalizado de los nauplios (procedentes de quistes de GSL y
SFB) en el cultivo de los estados larvarios de especies comerciales. En otros
casos, la introduccidon ha podido ser intencionada, al inocularla en salinas para
mejorar la produccion de sal, o para producir biomasa de Artemia con destino
al sector acuaridfilo; todo ello sin considerar los peligros que pueden entrafiar
las especies exdticas para la biota nativa y el funcionamiento de los

ecosistemas cuando éstas se convierten en invasoras.

En cuanto a los mecanismos de dispersion de esta especie invasora,
varios autores han destacado el importante papel de las aves acuaticas como

efectivos dispersores de Artemia a largas distancias (Green et al., 2005; Mufioz
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et al., 2014). Por ejemplo, la presencia de A. franciscana en la laguna interior
de Fuente de Piedra (Méalaga) se ha relacionado presumiblemente con una
introduccion por aves acuéticas (Mufioz et al., 2014). Sin embargo, se piensa
que las introducciones masivas de A. franciscana han sido de origen
antropogénico, siendo el ser humano el principal vector de introduccion y/o
expansion de esta especie exotica, como resultado de su uso (con fines
acuicolas, acuaridfilos y en la industria salinera) en todo el mundo (Amat et
al., 2005). Ademas de las aves, la dispersion natural de Artemia por el viento
(anemocoria) también ha podido favorecer la expansion de esta especie,
principalmente entre cuerpos de agua situados a distancias mas cortas (Amat,
1985).

Mientras no se dispuso de informacion sobre la diversidad especifica del
género Artemia, no se pudieron vislumbrar las consecuencias, a corto y medio
plazo, del uso, a nivel global, de este recurso procedente (mayoritariamente)
de USA. Actualmente se tiene un conocimiento bastante amplio de las
especies/cepas Yy su biogeografia, pero la introduccion de A. franciscana fuera
de su rango natural de distribucién y su progresiva invasion por todos los
continentes es ya una realidad a escala global. Las primeras localizaciones de
esta especie americana en el Viejo Mundo datan de finales de los afios 80 en
Portugal (Hontoria et al., 1987), y desde entonces se ha extendido por todos
los continentes (Europa, Africa y Australasia; Figura 3.1.). En la actualidad,
hay registros de poblaciones de A. franciscana en Portugal, Espafia, Francia e
Italia (Thiéry & Robert, 1992; Amat et al., 2005; Green et al., 2005; Mura et
al., 2006; Hontoria et al., 2012; Pinto et al., 2013a), en el norte y sur de Africa
(Marruecos, Tunez, Kenia, Madagascar y Sudafrica) (Triantaphyllidis et al.,
1998; Amat et al., 2005; Kaiser et al., 2006; Ben Naceur et al., 2010;

Baxevanis et al., 2014), en el continente Asiatico (Iran, India, China y Japdn)
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(Mito & Uesugi, 2004; Abatzopoulos et al., 2006; Van Stappen et al., 2007;
Hajirostamloo & Pourrabbi, 2011; Vikas et al., 2012) y también en Australia y
Nueva Zelanda (Vanhaeckeet al., 1987; McMaster et al., 2007; Ruebhart et al.,
2008).

Area nativa Area invadida

Specie
® A. franciscana (B)

Figura 3.1. Distribucién de las poblaciones de Artemia franciscana Kellogg, 1906 (circulos
rojos) en el mundo, indicando las areas nativa e invadida. (Modificado de Mufioz & Pacios,
2010).

Cabe mencionar que la identificacién de las poblaciones introducidas de A.
franciscana registradas en dichos estudios se ha realizado en base a criterios
morfomeétricos y/o con marcadores moleculares (alozimas, 16S, CO1, ITS). No
obstante, la identificacion que se viene realizando de forma habitual en nuestro
grupo, basada en los principales rasgos morfolégicos que definen a las
distintas especies (Amat, 1985), ha sido una herramienta fundamental como
primera aproximacion para la deteccion rdpida de la especie exdtica en

poblaciones naturales.
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3.2.2. Capacidad invasora

En los ultimos afios Artemia ha llamado la atencidn de ec6logos y expertos en
invasiones biologicas al considerarla como una especie exotica invasora,
siendo tema central de varias investigaciones (Amat et al., 2005; Green et al.,
2005; Abatzopoulos et al., 2006; Mura et al., 2006; Ruebhart et al., 2008; Pinto
et al.,, 2013b). La sustitucion de poblaciones nativas por poblaciones de A.
franciscana ha sido evidenciado en numerosas localidades, principalmente en
el area del Mediterraneo Occidental, siendo muy limitados los casos donde
coexisten invasora y nativa (Amat et al., 2007), lo que indica que la especie
americana tiene una alta capacidad invasora. Una muestra evidente de este
potencial fue el caso de la poblacion introducida en las salinas de Margherita
di Savoia en lItalia donde, tras su deteccion junto con la poblacion
partenogenética nativa (Mura et al., 2006), los resultados de un estudio
realizado en afios posteriores evidenciaron la presencia exclusiva de la especie
exotica (Maccari et al., 2008). En la misma linea, los trabajos de Abatzopoulos
et al. (2002b) y Amat et al. (2007), han demostrado experimentalmente que A.
franciscana es capaz de eliminar a A. salina y a cepas partenogenéticas en sélo
dos o tres generaciones, debido a su superioridad competitiva (Browne &
Halanych, 1989; Abatzopoulos et al., 2002b). Ademas, se trata de la especie
mas eurihalina y euriterma del género (Browne et al., 1988; Browne & Bowen,
1991; Browne & Wanigasekera, 2000), con las mayores tasas reproductivas
(Amat et al., 2007) y una alta capacidad de adaptacién; ademas de poseer una
mayor resistencia a xenobidticos (Varo et al., 2015). Hay muy pocos casos
documentados en el area mediterranea donde las poblaciones autctonas de
Artemia estén coexistiendo con la especie americana. De acuerdo con la
informacion disponible, esta coexistencia esta ocurriendo en las salinas de Mar

Chica (Marruecos) y Aigues Mortes (Francia) con poblaciones nativas
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partenogenéticas; y en las salinas del delta del rio Ebro (Espafia) con la
bisexual A. salina (Amat et al., 2005, 2007; esta Tesis).

3.3. JUSTIFICACION DE LA TESIS

La invasion bioldgica de la especie americana A. franciscana esta considerada
como la principal amenaza para la biodiversidad de Artemia en la region
Mediterranea, al provocar la extincion de muchas poblaciones nativas (Amat et
al., 2007). Su distribucion actual en Europa, Africa, Asia y Australia pone de
manifiesto su alta capacidad colonizadora, convirtiéndola en una especie
acuatica invasora a nivel global. En consecuencia, esclarecer los factores que
determinan el éxito de su invasion es una cuestion que reviste gran
importancia bajo un punto de vista conservacionista, siendo Artemia un
organismo clave en el funcionamiento de los humedales hipersalinos de todo el
mundo. Ante la pérdida de biodiversidad que esta sufriendo el género Artemia
y la répida expansién de la especie americana (facilitada por la dispersion a
través de las aves; Green et al. 2005), se ha creido necesario contribuir al
conocimiento de su capacidad invasora, los posibles factores que le confieren
ventajas competitivas sobre sus congéneres y sus potenciales efectos sobre la
dindmica de los ecosistemas hipersalinos que habitan. La presente
investigacion trata estas cuestiones desde la perspectiva del fenémeno natural
del parasitismo y las interacciones parasito-hospedador, asi como la influencia
de los parasitos en las interacciones hospedador nativo-hospedador invasor, un

fendmeno poco conocido en Artemia.

A partir del reconocimiento de A. franciscana como especie exotica
invasora en la region del Mediterraneo occidental (Amat et al., 2005) y la

extincion de muchas poblaciones nativas en dicha area debido a la superior
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eficacia bioldgica de la especie americana (Amat et al., 2007), algunos autores
empezaron a indagar sobre el posible papel de los parésitos en dicho proceso
invasor (incluida esta Tesis). Los primeros estudios, que se realizaron en
poblaciones de Artemia del sur de la Peninsula Ibérica, muestran diferencias
interespecificas en los niveles de infeccion por cestodos, registrandose tasas
mas bajas en la especie exotica invasora que en las nativas A. salina y A.
parthenogenetica (Georgiev et al., 2007). Sin embargo, se trata de estudios
puntuales (solo un mes de observacion) y realizados en poblaciones
alopétricas, por lo que las variaciones observadas podrian deberse a factores
no controlados. Se precisarian estudios a largo plazo y en poblaciones
simpatricas de Artemia con el fin de investigar la implicacion de los parasitos
en la invasion, ya que ambos hospedadores (nativo e invasor) estan en las

mismas condiciones (bidticas y abidticas).

El escaso conocimiento sobre cdmo los parasitos pueden estar actuando
en el proceso invasor de A. franciscana en la region Mediterranea, asi como la
falta de informacion previa sobre la diversidad de parasitos en su area nativa
(USA), han dado pie a la realizacion de los trabajos que se exponen en esta
memoria. La presente Tesis Doctoral aborda todas estas cuestiones y trata de
vislumbrar las potenciales consecuencias de la invasién de A. franciscana para
la biodiversidad nativa y la dindmica de los humedales hipersalinos

mediterraneos.
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4‘- OBJETIVOS PRINCIPALES Y PLAN DE TRABAJO

La presente memoria de Tesis Doctoral se ha centrado en parte de los objetivos
planteados en los proyectos de investigacion CGL 2005-02306/BOS — 2005-08
y CGL 2008-03277/BOS — 2009-13, méas concretamente en el estudio del
parasitismo y su implicacion en la invasién biol6gica por Artemia franciscana.
Sin embargo, bajo el marco de ambos proyectos se plantearon diversas lineas
de investigacion con las que abordar la pérdida de biodiversidad de Artemia y
en los que, de un modo u otro, la doctoranda ha participado, lo que le ha
permitido complementar sus conocimientos y enriquecer su formacion

predoctoral.

Objetivos

Esta Tesis plantea 5 objetivos principales:

1. Evaluar el papel de los estados tempranos del desarrollo de A.
parthenogenetica (diploide) en la circulacion de cestodos de aves

acuaticas.

2. Estudiar los factores intrinsecos y extrinsecos que influyen sobre los

patrones de infeccion en Artemia.

3. Determinar la composicion de la comunidad de helmintos parasitos de
A. franciscana en origen y describir sus dinamicas espacio-temporales
de infeccion. Comparar estos aspectos con los hallados en las

poblaciones introducidas en la Cuenca Mediterranea.
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4. Estudiar el papel de la especie exdtica A. franciscana como
hospedador intermediario de los parasitos nativos de las especies de

Artemia del Paleartico en un ecosistema invadido.

5. Comparar las interacciones parasito-hospedador entre cestodos nativos
y las distintas especies de Artemia en la region Mediterranea, y su
implicacion en la competencia congenérica, especialmente entre el
hospedador exético A. franciscana y la especie bisexual nativa A.

salina.

Para poder empezar este trabajo, inicialmente hubo que profundizar en el
conocimiento de las poblaciones parasitarias que infectaban a nuestro
organismo modelo. Este paso previo nos permitié colaborar en la realizacion
de la redescripcion del cisticercoide de dos especies de cestodos pertenecientes
a la familia hymenolepididae: Fimbriarioides tadornae Maksimova, 1976 y
Branchiopodataenia gvozdevi (Maksimova, 1988), encontrados en varias de
las muestras de Artemia examinadas durante el desarrollo de esta Tesis
(Vasileva et al., 2009). Para esta Gltima especie éste ha sido el primer registro
en Europa. En este mismo trabajo propusimos una nueva especie a ser incluida
en el género Gynandrotaenia (Gynandrotaenia sp.), dada las diferencias
observadas en la forma y tamafio de los ganchos rostelares comparada con la
especie previamente registrada en Artemia (Gynandrotaenia stammeri
Fuhrmann, 1936), e indicamos la necesidad de realizar estudios adicionales
para esclarecer su estatus taxondmico. Finalmente, se elabor6 una clave de
identificacion dicotémica de los cestodos en Artemia y que nos ha servido
como guia fundamental para la identificacién del material examinado a lo

largo de esta investigacion.
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Nuestro trabajo se centré en la determinacion de las comunidades de
pardsitos en varias poblaciones de Artemia del litoral Mediterraneo espafiol y
la cuantificacion del parasitismo por cestodos y sus efectos en la Artemia
nativa e invasora. Se analizaron los niveles de infeccion y se exploraron
determinados factores (intrinsecos y extrinsecos) que influyen sobre los
patrones de infeccién observados, tales como el estado de desarrollo del
hospedador y el sexo, la diversidad de hospedadores en el caso de especies en
coexistencia: nativa vs. invasora, y la abundancia y distribucion de las aves
hospedadores finales. Esto nos ha permitido desarrollar tres trabajos, que se
exponen en los capitulos I, 111 & 1V, y que se resumen a continuacion.

Dado el escaso conocimiento existente sobre aspectos ecoldgicos
relacionados con la circulacion de cestodos de aves en el hospedador
intermediario Artemia, en el Capitulo I nos planteamos explorar el papel que
desempefian distintos estados de desarrollo del hospedador nativo A.
parthenogenetica (diploide) en aquella circulacion, con especial énfasis en la
posible participacion de los estados metanaupliares, hecho que no habia sido
evaluado hasta el momento y que consideramos importante debido a la

dindmica poblacional de nuestro organismo en estudio.

Para investigar el papel potencial de la especie exdtica invasora A.
franciscana como hospedador intermediario de cestodos nativos se realizé un
estudio exhaustivo a lo largo de 33 meses en las salinas invadidas de la “La
Trinitat” en la Bahia de los Alfaques, Delta del rio Ebro (Tarragona) (Capitulo
I11). Se determind la composicidn de la comunidad de paréasitos, se estudiaron
las dinamicas temporales de infeccion, asi como la influencia del estado de
desarrollo y sexo de este potencial hospedador exético en las infecciones
(Capitulo I11).
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Ante la situacion excepcional de coexistencia de la especie exdtica con la
nativa A. salina, localizada exclusivamente en uno de los estanques de dichas
salinas, se realiz6 un estudio comparativo en ambas poblaciones sintdpicas en
el que se evaluaron los niveles de infeccion y el impacto de los parésitos sobre
la eficacia bioldgica (fitness) de ambos hospedadores (exético y nativo),
exponiendo las implicaciones ecolégicas para la biodiversidad nativa
(Capitulo 1V). Ademas se explor6 la posible influencia del hospedador nativo
sobre los patrones de infeccion en el hospedador exético (Capitulo 1V).

El dltimo trabajo, y que exponemos en el Capitulo I, trata aspectos
taxonémicos y ecoldgicos del parasitismo en A. franciscana en su rango
nativo. Para la elaboracion del mismo contamos con la importante
participacion de expertos taxonomos del Institute of Biodiversity and
Ecosystem Research, Bulgarian Academy of Sciences (Sofia, Bulgaria), ya
gue no habia informacién previa disponible. En este trabajo se describié por
primera vez la comunidad de helmintos naturales en A. franciscana en su
rango nativo, muestreando in situ (Great Salt Lake, Utah, USA), y se
cuantificaron el parasitismo y las dinamicas espacio-temporales de infeccién.
Esto nos permitié realizar una comparacion biogeografica de la comunidad de
helmintos en A. franciscana en el Paleartico y Neartico (rango introducido vs.
rango nativo, respectivamente), donde contrastamos aspectos relevantes del
parasitismo entre A. franciscana nativa y esta misma especie introducida en la
Cuenca Mediterranea. Esta informacion nos ha permitido entender mejor la

implicacion de los cestodos en la invasion mediterranea.
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Los objetivos especificos de cada uno de los estudios se exponen en detalle en
los diferentes capitulos que conforman la base de esta Tesis Doctoral
(Capitulos I a IV) y que corresponden a cuatro trabajos ya publicados.
Asimismo, el area de estudio, la metodologia seguida para la recoleccion del
material y el procesamiento de las muestras para los diversos examenes
parasitoldgicos, asi como la identificacion de los parasitos registrados, se
describieron exhaustivamente en cada uno de los trabajos.

Dichos capitulos mantienen los requisitos de uniformidad de las revistas en las
gue se publicaron, aunque se han editado para facilitar su lectura y adaptarlos
al formato de la presente Tesis Doctoral.
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Abstract

Adult crustaceans of the genus Artemia (brine shrimps) are intermediate hosts in the
life cycle of cestode species parasitic in aquatic birds as their definitive hosts.
However, there are no data on the role of larval and juvenile brine shrimps in the
transmission of avian helminth parasites. In order to examine the possible role of early
developmental stages (nauplii, metanauplii and juveniles) of Artemia for the
circulation of avian cestodes, the natural cestode infection in the population of Artemia
parthenogenetica from La Mata Lagoon, Mediterranean coast of Spain, was studied.
Metacestodes (cysticercoids) of four cestode species were recorded in adult brine
shrimps: Flamingolepis liguloides and Flamingolepis flamingo (hymenolepidids
parasitic in flamingos), Confluaria podicipina (a hymenolepidid species parasitic in
grebes) and Eurycestus avoceti (a dilepidid species parasitic in avocets, stilts, plovers
and, to a lesser extent, in flamingos). No cysticercoids were found in nauplii. Two
species, F. liguloides and F. flamingo, were found in metanauplii and juvenile brine
shrimps. Only 36.3% of the cysticercoids of F. liguloides occurred in adult brine
shrimps; the remaining 63.7% were parasitic in metanauplii (39.6%) and juveniles
(24.1%). Similarly, the metacestodes of F. flamingo were also distributed among
various age groups: in adults (44.4% of cysticercoids), juveniles (27.8%) and
metanauplii (27.8%). These results indicate that the early developmental stages of
Artemia have an important role for the circulation of certain parasite species. No
cysticercoids of C. podicipina and E. avoceti were recorded in larval and juvenile
brine shrimps. The selective infestation of larval brine shrimps with flamingo parasites
is probably associated with the feeding behavior of definitive hosts, which are filtering
predators; in contrast, grebes and waders pick brine shrimps individually one by one.
The possible underlying mechanism for selective infestation of metanauplii and adults
by certain cestode species is associated with the size of parasite eggs, allowing only

cestode species with small eggs to be ingested by larval brine shrimps.
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INTRODUCTION

Several species of brine shrimps of the genus Artemia (Crustacea,
Branchiopoda, Anostraca) are widespread in hyperhaline basins throughout the
world (Triantaphyllidis et al. 1998). Artemia spp. participate as intermediate
hosts in the life cycle of about 15 cestode species parasitizing aquatic birds
(for reviews, see Georgiev et al. 2005; Vasileva et al. 2009). Cestodes are
known to affect the survival and fecundity of the infected brine shrimps (Amat
et al. 1991b) as well as to provoke changes in their colour (Thiéry et al. 1990;
Robert and Gabrion 1991; Sanchez et al. 2006), lipid metabolism (Amat et al.
1991b), general physiology (Var6 et al. 2000) and neuropeptide metabolism
(Sanchez et al. 2009a). They also induce behavioural modifications in the
diploid Artemia parthenogenetica by increasing the time spent near water
surface and changing the phototaxis to positive (Sanchez et al. 2007), thus
facilitating predation by birds and increasing the probability of parasite
transmission to final hosts (see e.g. Sanchez et al. 2009b). Cestodes were
shown to infect native brine shrimp species (A. parthenogenetica and Artemia
salina) at higher rates than the invasive Artemia franciscana and therefore may
influence the outcome of their competitive interactions (Georgiev et al. 2007).
Nearly all these studies were carried out on the basis of examination of adult
(mature) specimens of brine shrimps, without considering the possible host
potential of crustacean larvae and juveniles. The only exceptions are two
studies paying attention to Flamingolepis liguloides infections in both adults
and larval stages of Artemia, i.e. those by Gabrion et al. (1982) on the diploid
A. parthenogenetica population from the saltmarshes of the Camargue
(France) and by Mura (1995) on the bisexual A. salina population from a

hypersaline pond at Su Pallosu (Sardinia, Italy).
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The natural populations of Artemia spp. usually consist of individuals of
various generations: mature reproducing individuals, juveniles, metanauplii
and nauplii. Until now, scarce data have been published on the possible role of
juveniles and metanauplii for the circulation of avian cestodes, though
predation on these stages is similar to that on mature brine shrimps and it
could also play a role in the parasite transmission. In addition, nothing is
known about the effect of the cestode cysticercoids on larvae and juveniles of
Artemia.

The aim of the present study is to examine the possible role of early
developmental stages of A. parthenogenetica for the circulation of avian

cestodes in natural conditions.

MATERIALS AND METHODS

Sampling, processing and parasite identification

We examined a live sample of a diploid parthenogenetic Artemia population
collected on 31 October 2007 from La Mata Lagoon (38°02'08"N, 0°42'30"W)
located on the Mediterranean coast of the province of Alicante, Spain. Surface
temperature (15.5 °C) and salinity (55 g L™) in the brine were measured by
portable equipment. The brine shrimps in the lagoon at that time were
exclusively diploid parthenogenetic and no specimens of the autochthonous
bisexual A. salina were recorded. The parthenogenetic populations of Artemia
in the Mediterranean Region are currently designated under the binomen A.
parthenogenetica Bowen and Sterling, 1978 (see Abatzopoulos et al. 2002),

though there can be strains of various ploidy as previous morphological data
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unveiled by reporting also a tetraploid strain in the neighbouring salterns of
Bonmati (Amat et al. 1995).

Sampling was performed with a planktonic mesh hand net (160 um mesh
size) from a backwater where deep brine accumulation (110 g L™) allowed one
to obtain a representative sample of the population. Collected specimens were
transferred alive into 20-L plastic containers filled with lagoon brine and
transported to the laboratory. In the laboratory, samples were kept in 60-L
containers with 100 g L™ brine and provided with gentle air bubbling from the
bottom. Phytoplankton mass culture (Dunaliella salina plus Tetraselmis
suecica) was added as food. The age structure of the population was examined
by assessing the presence of various developmental stages. A sample of 2 L
was sieved through a 1-mm-eye-size mesh. The brine shrimps were sorted by
size and examined anaesthetized with chloroform under a stereomicroscope in
order to record their age group affiliation. There were 1,968 specimens: 195
adults, 444 juveniles (immature), 1,167 metanauplii and 162 nauplii. Later on,
each individual was studied under a microscope for the presence of cestode
larvae. The infected specimens were killed by heating to about 80°C and fixed
in 70% ethanol for further identification of cysticercoids. Within several
weeks, each specimen was prepared as a temporary glycerol whole mount and
the cysticercoids were identified under compound microscope after gentle
pressing on the cover slip. If the identification of the cysticercoids was not
possible at this stage, whole brine shrimps or isolated cysticercoids were
prepared as permanent mounts in Berlese’s medium to facilitate the
observations of the rostellar hooks. The identification of the cysticercoids was
based on the characters described earlier (Georgiev et al. 2005; Vasileva et al.

2009), mostly using the shape, size and number of the rostellar hooks.
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The identification of the age groups was performed after the size
measurements of anaesthetized individuals under a stereomicroscope provided
with a micrometre eyepiece. The differentiation between immature shrimps
and castrated females was uncertain because immature juveniles and castrated
mature females showed a similar aspect, i.e. an empty or underdeveloped
ovisac but different size. In order to fix the minimum size to differentiate
juveniles from mature castrated females, 27 ovigerous uninfected females
were measured (mean length = SD, 10.14 + 0.70 mm) and 10 mm was selected
as the differing size between the two groups. Adult females were classified in
three groups according to their colour, i.e. (a) transparent, (b) intensely bright
red and (c) light-red coloured, on the basis of previous observations on their
infection levels (Gabrion et al. 1982; Amat et al. 1991b; Sanchez et al. 2006).

For the developmental stages of metacestodes, we used the terms: (a)
individuals in process of scolex morphogenesis (further referred to as mg), (b)
individuals with fully formed scoleces and rostellar hooks but still not
encysted, i.e. not invaginated into the cyst (further referred to as ‘individuals
before invagination’; bi) and (c) ripe cysticercoids, which are entirely formed
and their scolex and neck are invaginated into the cyst (further referred to as
‘invaginated cysticercoids’; ic). These terms correspond to the gradual
developmental stages of hymenolepidid cysticercoids as described by Skrjabin
and Mathevossian (see Chervy 2002).

The definitions of the infection descriptors, i.e. prevalence (P), mean
intensity (MI) and mean abundance (MA), correspond to those given by Bush
et al. (1997).
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Bird census data

Information about the presence of water birds in La Mata Lagoon during the
period 2006-2007 was obtained from the monthly census performed by
ornithologists in the Paraje Natural de las lagunas de Torrevieja y La Mata,
Conselleria de Medio Ambiente de la Generalitat Valenciana (government of

the autonomous Valencian Community).

Statistical analysis

The quantitative descriptors of the infection (P, Ml and MA) were calculated
for the overall cestode infection and for each cestode species. To compare the
cestode prevalence among the three age class groups (metanauplii, juveniles
and adults), we used chi-square tests. The differences between mean intensity
and mean abundance were analysed with Kruskal-Wallis tests and multiple
comparison procedure (Dunn’s method). P values were always Bonferroni-
corrected to avoid type | errors (Miller 1991). In order to assess the effect of
parasites on adult individuals, we used different statistical tests: Mann-
Whitney U test was employed to compare cestode mean intensity between
intensely bright red and light-red coloured individuals. The mean sizes of
transparent, light-red and intensely red specimens have been compared
through one-way ANOVA followed by Tukey’s test for multiple comparisons.
Statistical analyses were carried out using SPSS 15.0 for Windows package
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and Sigma Plot 11.0 for Windows (Systat

Software Inc., Germany).
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RESULTS

Cestode cysticercoids were found in three age classes: metanauplii (Figs.1 and
2), juveniles and adults (Table 1). No cestodes were recorded in the nauplii
examined. The prevalence of cysticercoids was significantly higher in adults
(50.3%) than in early developmental stages: 9.5% and 11.8% in metanauplii
and juveniles, respectively (chi-square test, P < 0.001). The mean abundance
was also significantly higher in adults (0.897) compared to both metanauplii
(0.096) and juveniles (0.158) (Kruskal-Wallis test plus Dunn’s method, P <

0.05). However, there were no significant differences in these two descriptors

between metanauplii and juveniles.

Figure 1. A metanauplius of
Artemia infected with one cysticercoid
of F. liguloides at the stage before
invagination (arrow).

Figure 2. A metanauplius of
Artemia infected with one fully
developed cysticercoid of F. liguloides
in the thorax (arrow).
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We recorded statistically significant differences in mean intensity
between the three age groups (Kruskal-Wallis test, P < 0.001) exhibiting the
highest value for the adults and the lowest one for the metanauplii. The levels
of infection were lower in the earlier stages of Artemia and increased with the
development of shrimps (Tablel).

Table 1. Cestode infection in the age groups of A. parthenogenetica in the examined sample.
The results of the examination of the nauplii (N = 162) are not shown (all individuals were
uninfected).

Metanauplii Juveniles Adults

N=1,167 N = 444 N =195

P M MA P M MA P M MA
Cestodes 95 101 0.096 118 135 0158 503 179 0897
(total) +010  +0.30 £009  +0.02 +010 +0.08
Flamingolepis 9.2  1.00 0.092 118 1.25 0.147 349 144 0.503
liguloides +000 +0.29 £007  +0.02 +009 +006
Flamingolepis 0.4 1.00 0.004 11 1.00 0.011 4.1 1.00 0.041
flamingo +000 +0.07 +000 +0.01 +000 +0.01
Confluaria 00 0.00 0.00 00 000 000 287 114 0328
podicipina +005 +0.04
Eurycestus 00 0.00 0.00 00 000 000 26 100 0026
avoceti +0.00 +0.01

N, number of studied specimens; P, prevalence; MI, mean intensity + SE; MA, mean abundance
+ SE.

The site of infection seemed to shift from thorax to abdomen with the
increase of the body size. In metanauplii and juveniles, cysticercoids were

predominantly located in the thorax (94.8% and 85.7%, respectively). In
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adults, however, cysticercoids were most frequently found in the abdomen
(Fig. 3).

Cysticercoids of four cestode species were identified in the sample
studied: F. liguloides, F. flamingo, Confluaria podicipina and Eurycestus
avoceti. All of them were recorded in adult brine shrimps. Only two of them
(F. liguloides and F. flamingo) were found in metanauplii and juveniles (Table
1). These two cestode species showed statistically significant differences in
prevalence in adults when compared to that in metanauplii plus juveniles (chi-
square test, P < 0.05). The mean abundance of F. liguloides was significantly
higher in adults.
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Figure 3. Site of infection of cysticercoids (%) in each of the Artemia age groups studied.
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The length of infected juveniles (N = 52) was 7.50 + 2.15 mm, ranging
between 4 and 10 mm. The length of infected metanauplii ranged 1.94 — 4.53
mm (ave. 3.20 £ 0.948 mm). Infection was recorded in all size groups of
metanauplii, with no trend of increasing the intensity in the biggest
metanauplii (Table 2). The cysticercoids of F. liguloides in metanauplii
showed various degrees of development. There were cysticercoids at the stage
of scolex morphogenesis, cysticercoids at the stage before invagination (Fig.
1) and fully formed cysticercoids (Fig. 2). In bigger metanauplii, the
occurrence of fully developed cysticercoids prevailed over the presence of
developing cysticercoids (Fig. 4). All the recorded cysticercoids of F. flamingo
were fully developed, with one of them found in the size group of metanauplii
2.01-2.50 mm long.

Table 2. Relative abundance (RA%) of the size groups among infected Artemia metanauplii and
mean intensity (MI) of cysticercoids infection in each group.

Size group (mm) RA% MI

<2.00 0.9 1.00
2.01-2.50 4.6 1.00
2.51-3.00 26.9 1.03
3.01-3.50 23.2 1.00
3.51-4.00 12.0 1.00
>4.00 324 1.00
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Figure 4. Developmental stages of cysticercoids of F. liguloides (%) in size groups of infected
metanauplii. ic, invaginated cysticercoids; bi, individuals before invagination; mg, individuals in
the process of scolex morphogeneis.

Adult female brine shrimps were classified in three groups on the basis of
their colour and reproductive status: (a) mature ovigerous (ovoviviparous)
transparent individuals, (b) mature ovigerous (ovoviviparous) light-red
coloured individuals and (c) mature castrated intensely red individuals. These
groups showed differences relative to the cysticercoid infection (Table 3). The
overall cysticercoids intensity ranged 1-6 in intensely red individuals and 1-3
in light-red individuals. Within the two categories of coloured specimens,
intensely red and light-red, there were significant differences in cysticercoid
mean intensity (Mann—-Whitney U test, P < 0.05). Significant differences were
also found in the mean size between these three groups intensely red, light-red
and transparent shrimps (one-way ANOVA, P < 0.05). In the case of

metanauplii and juveniles, both infected and uninfected specimens were
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transparent. Adult intensely red castrated females (N = 60) were 11.60 + 1.10-
mm long. They showed the presence of cysticercoids of all the four cestode
species recorded (Table 3). Mature light-red coloured females (N = 38) were
10.95 + 0.87-mm long; they were infected with the same cestode species as the
previous group (Table 3). No infection was recorded in adult transparent

individuals.

Table 3. Adult individuals of A. parthenogenetica in the examined samples, with reference to
their infection status, colour appearance and reproductive status.

Reproductive  Length:

N  Colour status mean + SD Infection status
(in mm)
. Cyst.
Intensity %  Cestode species
_ composition (%)
Mean +SE Range
Fl Ff C.p. E.a.
Infected 60 :Qéense'y' Castrated 1160110 200%0.14 16 120 475 42 450 33
Infected 38 Light-red Ovigerous 10.95 £ 0.87 145+0.10 1-3 55 745 55 18.2 1.8

Non-

infected 97 Transparent  Ovigerous 10.14 + 0.70

N, number of specimens studied, Cyst. #, total number of cysticercoids recorded, F.l.
Flamingolepis liguloides, F.f. Flamingolepis flamingo, C.p. Confluaria podicipina, E.a.
Eurycestus avoceti, SE standard error, SD standard deviation.

DISCUSSION

This work deals with a brine shrimp population autochthonous for La Mata
Lagoon and belonging to the diploid A. parthenogenetica. La Mata is a large
hypersaline lagoon (700 ha) used as a brine reservoir for the industrial cycle of
the neighbouring saltpans at Torrevieja Lagoon (1,400 ha). La Mata does not

function in a similar way to evaporating ponds in sea solar salterns due to the

66



INTERMEDIATE HOST AGE

diverse origin of its brine: rain water, sea water and high-salinity brine
originating from diluted effluents from a salt mine. These summarised
characteristics rule the hydrological and biological parameters of the
ecosystem, sometimes showing fair biological productivity but usually
functioning as an oligotrophic system (Amat et al. 1991a). This lagoon
harbours brine shrimp populations of both bisexual A. salina and
parthenogenetic diploid A. parthenogenetica, developing a turnover cycle
along the year, with the bisexual species present during the colder seasons
(winter and spring) and the parthenogenetic one occurring exclusively during
the warm seasons, from late spring to the end of the year (Amat 1981; Amat et
al. 1995).

La Mata Lagoon is a protected area (Paraje Natural de las Lagunas de La
Mata y Torrevieja; Ramsar site) where periodical waterfowl census is
performed by park keepers. Seasonal census carried out in 2006, from
January—February to the end of summer, showed the considerable abundance
of grebes Podiceps nigricollis being 49% of species of aquatic birds that are
potential final hosts of cestodes occurring in brine shrimps. Greater flamingos
Phoenicopterus ruber were scarce in the lagoon, representing 0.30% of water
birds in 2006, while waders (Himantopus himantopus, Recurvirostra avosetta,
Charadrius spp., Calidris spp. and Tringa spp.) and gulls (Larus ridibundus
and Larus genei) represented 18.4% and 32.2%, respectively (Fig. 5). This
composition of the aquatic bird community corresponds to the species
identification of the recorded cysticercoids in brine shrimps. The definitive
hosts of cestode parasites found as cysticercoids are grebes for C. podicipina,
flamingos for F. liguloides and F. flamingo and waders (and, to lesser extent,
flamingos) for Eurycestus avoceti. For reviews of cestodes parasitising brine

shrimps, see Georgiev et al. (2005) and Vasileva et al. (2009).
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Figure 5. Composition of water bird in La Mata Lagoon considering the bird species that are
potential definitive hosts of cestodes parasitizing brine shrimp (Artemia parthenogenetica) as
intermediate host. The census data presented describe the situation during two consecutive
years: winter-summer 2006 and summer-autumn 2007.

The structure of the examined brine shrimp population and the
characteristics of its parasite infection had developed under the specific
climatic conditions preceding our sampling. The area of La Mata lagoon
suffered a drought from the end of 2006 to the end of the summer of 2007.
Practically, there was no Artemia in the lagoon during spring—summer 2007
and water birds were scarce. The September (49.50 mm)-October (101.80
mm) rains alleviated the situation, lowering the salinity to 55 g L™. These rains

allowed mass hatching of Artemia cysts and the sampling carried out in

68



INTERMEDIATE HOST AGE

October revealed a well-developed brine shrimp population, with substantial
proportion of juvenile and larval individuals. Grebes P. nigricollis, absent
during September 2006—-July 2007, attained 870 individuals in October 2007.
Monthly census performed during July— October 2007 (Fig. 6) showed a rapid
increase of bird numbers, attaining in October values nearly tenfold higher
than those registered during the previous 3 months. Among water birds
associated with cestode parasites as potential definitive hosts, grebes attained
34.8%, flamingos 9.7%, waders 43.0% and gulls 12.5% (Fig. 5).
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Figure 6. Abundance of water birds in La Mata Lagoon according to the census performed
during two consecutive years, 2006 and 2007.

The present results demonstrate that metanauplii and juvenile brine
shrimps can act as intermediate hosts in the life cycles of at least two cestode
species, F. liguloides and F. flamingo. In Artemia populations containing a

substantial proportion of larval and immature individuals, their role for
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parasite circulation can be essential. Thus, in the population studied, only
36.3% of the cysticercoids of F. liguloides occur in adult brine shrimps; the
remaining 63.7% are parasitic in metanauplii (39.6%) and juvenile individuals
(24.1%). Similarly, the metacestodes of F. flamingo are also distributed among
various age groups, i.e. in adults (44.4% of cysticercoids), juveniles (27.8%)
and metanauplii (27.8%). The other two cestode species occurring in the
studied Artemia population use adult brine shrimps only as intermediate hosts.

A possible explanation of the differences of the infections of metanauplii
and juveniles with various cestode species can be based on the size of the
parasite eggs. Cyclophyllidean tapeworm eggs, released into the brine with
faeces of birds, participate in the brine microplankton. In order to infest brine
shrimps, they should be captured by the Artemia filtering system and
swallowed. Robert and Gabrion (1991) emphasised the small dimensions of
the eggs of F. liguloides (30x45 um), which are perfectly adapted as plankters
with their numerous radial filaments on the outermost egg envelope. The eggs
of Flamingolepis flamingo have never been described. The eggs of E. avoceti
are highly elongate, measuring about 110x12um, with two long polar
filaments on their outer shell (Baer 1968). C. podicipina has “large oval eggs”,
measuring up to 63x42um (Maksimova 1981). Recent studies on A.
franciscana filtering behaviour (Gelabert 2001) reported a variation in the size
of particles (starch globules) swallowed by brine shrimps of various length.
Thus, individuals (obviously metanauplii) up to 2 mm long were able to
swallow particles with size 4-18um, those with length 2-3mm ingested
particles of size 4-23um and those 3-4 mm and 4-5 mm long swallowed
particles with size between 7 and 28-29-um long. Dobbeleir et al. (1980) used
glass microglobules with a diameter of up to 120um, concluding that the

maximum size of particles swallowed is 25-30um for nauplii and 40-50 um
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for adult brine shrimps (A. franciscana). Similar studies on the feeding of
nauplii, metanauplii and juveniles of A. parthenogenetica are lacking.
However, the present results suggest that the relatively small eggs of
Flamingolepis spp. might be ingested by preadult stages of the diploid
parthenogenetic strain while the large eggs of E. avoceti and C. podicipina can
be swallowed only by adult brine shrimps.

Thus, only the two species occurring in flamingos (F. liguloides and F.
flamingo) infect metanauplii and juvenile brine shrimps in the population
examined. According to Jenkin (1957), the usual food for flamingos with
“shallowkeeled bills” as P. ruber is nearly exclusively some small aquatic
invertebrates, most of them immature molluscs not exceeding 5 mm in size,
small crustaceans and a few other organisms. The food particles swallowed by
flamingos range in size between 20 and 30 pm for some green algae and
diatoms to 35 mm for oligochaetes or 20 mm for adult brine shrimps (Jenkin
1957). However, most of the food in natural conditions ranged between 0.50
and 4.50 mm, thus corresponding very well to the size of Artemia nauplii and
metanauplii. Therefore, these larval stages may serve as efficient intermediate
hosts for cestodes parasitising flamingos, which might be an ecological
interaction developed among the coevolved predator, prey and their common
parasites (Peterson and Page 1988; Peterson et al.1998; Fellowes and Travis
2000). In contrast, the blacknecked grebes forage primarily on brine shrimps
(Caudell and Conover 2006; Sanchez et al. 2009b) by picking them from the
surface or while diving. This method of feeding is obviously associated with
selecting preferentially big adult and red shrimps, which are easy to be seen. It
is likely that the small-sized early stages of Artemia are not fit prey for grebes,
so they should be avoided as potential hosts for C. podicipina. Similarly,

Sanchez et al. (2009b) demonstrated that sandpipers select red adult brine
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shrimps rich in both carotenoids and parasites, thus making adult Artemia
more suitable as an intermediate host for the transmission of E. avoceti than
the larval stages of the same species. Though the data presented are of limited
value to be extrapolated to other cases of cestode parasitism, it is safe to say
that Artemia larval stages are suitable hosts for species transmitted to a filter-
feeding predator and do not play an efficient role for the life cycles where the
predator feeds by picking prey.

There is no evidence of any special effect of cestode cysticercoids on the
development of Artemia metanauplii and juveniles. Cysticercoids of F.
liguloides and F. flamingo prefer the thorax of these premature hosts for their
site of infection, possibly because in this body part there is more space for the
development of the cyst and the cercomer. The only visible effect is a

deformation that can produce an accentuated bend in their aspect (Fig. 2).

Notwithstanding, the penetration of Flamingolepis spp. oncosphere into
Artemia individuals and their subsequent transformation into cysticercoids is
possible during the whole life cycle of the brine shrimp. The presence of two
or three F. liguloides cysticercoids in metanaupliar brine shrimps is extremely
rare. In spite of this, it is possible to find much more numerous F. liguloides
ripe cysticercoids in adult females. This is the case, e.g., in the diploid
parthenogenetic Artemia population from the old solar saltern located at Calp
(Province of Alicante) in the Spanish Mediterranean shore (38°38" N, 00°04’
E). Adult females (average 11.13-mm long) sampled on 21 July 1999 in this
saltern showed an intensity of 24 cysticercoids of F. liguloides. In this sample,
we found a 17.26-mm long female having 63 cysticercoids. The presence of F.
liguloides cysticercoids in this population allowed a viviparous reproduction

attaining a mean fecundity of 36 embryos per brood, 50% as living nauplii and
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50% as abortive embryos (F. Amat, unpublished data). These remarkable
intensities of cysticercoids of F. liguloides did not produce relevant mortalities
or suppress egg laying.

In summary, the early developmental stages (metanauplii and juveniles)
of A. parthenogenetica are efficient intermediate hosts in the life cycles of
cestode parasites such as F. liguloides and F. flamingo, which occur in filter-
feeding aquatic birds as flamingos. However, they do not play a role for the
life cycle accomplishment of cestodes parasitising aquatic birds feeding on
adult Artemia as usual preys.
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Abstract

The present study is the first survey on the role of Artemia franciscana Kellogg as
intermediate host of helminth parasites in its native geographical range in North
America (previous studies have recorded nine cestode and one nematode species from
this host in its invasive habitats in the Western Mediterranean). Samples of Artemia
franciscana were collected from four sites in the Great Salt Lake (GSL), Utah, across
several months (June—September 2009). A. franciscana serves as intermediate host of
five helminth species in this lake. Four of them are cestodes: three hymenolepidids, i.e.
Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) (adults parasitic in grebes), Hymenolepis
(sensu lato) californicus Young, 1950 (adults parasitic in gulls), Wardium sp.
(definitive host unknown, probably charadriiform birds), and one dilepidid,
Fuhrmannolepis averini Spassky et Yurpalova, 1967 (adults parasitic in phalaropes).
In addition, an unidentified nematode of the family Acuariidae was recorded.
Confluaria podicipina is the most prevalent and abundant parasite at all sampling sites,
followed by H. (s. I.) californicus. The species composition of the parasites and the
spatial variations in their prevalence and abundance reflect the abundance and
distribution of aquatic birds serving as their definitive hosts. The temporal dynamics of
the overall helminth infections exhibits the highest prevalence in the last month of
study at each site (August or September). This native population of A. franciscana
from GSL is characterised with higher prevalence, intensity and abundance of the
overall cestode infection compared to the introduced populations of this species in the
Palaearctic Region. The values of the infection descriptors in the native population of
A. franciscana are slightly lower or in some cases similar to those of the Palaearctic
species Artemia parthenogenetica Barigozzi (diploid populations) and Artemia salina

(Linnaeus) in their native habitats.

Keywords: American brine shrimp, helminth larvae, Cestoda, cysticercoids,

Nematoda
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INTRODUCTION

Brine shrimps of the genus Artemia Leach (Crustacea: Branchiopoda:
Anostraca) are plankters in hypersaline habitats throughout the world, often
dominating their food webs (Amat et al. 1995, Wurtsbaugh and Gliwicz 2001).
They are an essential food resource for aquatic birds (Caudell and Conover
2006, Sanchez et al. 2006, Varo et al. 2011). The genus Artemia includes six
bisexual species and a group of parthenogenetic populations with diverse
ploidy (2n and 4n) known as Artemia parthenogenetica Barigozzi (see
Abatzopoulos et al. 2002). Only two bisexual species occur in the New World:
Artemia franciscana Kellogg and Artemia persimilis Piccinelli et Prosdocimi.
The former is widespread in the Americas (Triantaphyllidis et al. 1998,
Abatzopoulos et al. 2002) while the geographical range of the latter is
restricted to southern South America (Triantaphyllidis et al. 1998).

The American brine shrimp A. franciscana serves as an essential food
source for millions of birds at the Great Salt Lake, Mono Lake and other
hypersaline wetlands in North America. In addition, these shrimps support a
multi-million dollar commercial harvest (Great Salt Lake Ecosystem Program
2010). Since the 1980s, their use in aquaculture and pet industries has resulted
in their introductions into ecosystems outside of their native range. In addition,
migratory birds play an important role as efficient dispersal vectors of Artemia
cysts (Green et al. 2005, Sanchez et al. 2007a, 2012a). Consequently, A.
franciscana has invaded many hypersaline wetlands in southern Europe (for
review, see Amat et al. 2005). In the western Mediterranean, A. franciscana
has been recorded in Portugal, Spain, France, Italy, Tunisia and Morocco
(Hontoria et al. 1987, 2012, Thiéry and Robert 1992, Amat et al. 2005, 2007,
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Mura et al. 2006, Ben Naceur et al. 2010, Pinto et al. 2013, Scalone and Rabet
2013) and it has become a threat for the native biodiversity.

Currently, there is a growing interest in the role of parasites in biological
invasions (Torchin et al. 2003, Prenter et al. 2004, Dunn 2009, Dunn et al.
2012). Native species of Artemia from western Mediterranean salterns are
known to be intermediate hosts of 12 cestode species parasitizing flamingos,
grebes, waders, shelducks and gulls (reviewed by Georgiev et al. 2005,
Vasileva et al. 2009). Cestode infections are associated with physiological,
reproductive and behavioural alterations with a negative impact on native
brine shrimps (e.g. Amat et al. 1991, Sanchez et al. 2006, 2007b, 2009a). Nine
of those avian cestodes as well as one nematode species were recorded in
introduced populations of A. franciscana in the western Mediterranean
(Georgiev et al. 2007, 2014, Vasileva et al. 2009, Sanchez et al. 2012b).
Previous studies have shown lower infection rates in this invasive brine shrimp
than in native A. parthenogenetica (diploid populations) and A. salina
(Linnaeus), which, associated with the negative impact of parasites on native
hosts, could partly explain the competitive success and the rapid invasion of A.
franciscana in the Iberian Peninsula (Georgiev et al. 2007, 2014). However,
the lack of information about helminth infections in A. franciscana populations
in its native range does not allow better understanding of the role of parasites

in the invasion process of this brine shrimp in Europe.

The aim of the present study is to perform a systematic survey on larval
helminth parasites in A. franciscana in its native habitat (Great Salt Lake,
USA) and to reveal spatial and temporal variations in the parasitic infections.
We also compare the species composition of helminth parasites and their

infection parameters in the native and introduced populations of A. franciscana
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in order to better understand the differences of its role as intermediate host in

native and invaded habitats.

MATERIALS AND METHODS

Sampling localities and dates

Brine shrimps were collected from four sites around the Great Salt Lake
(GSL), Utah, USA (Fig. S1) during June—September 2009. These sites were
selected on the basis of their accessibility and previous data on concentrations
of birds (Paul and Manning 2002; S.R. and N.J.B. — unpubl. data). They were
near the Antelope Island causeway (AIC, depth 0.1-0.2 m), open water north
of Antelope Island (Al, depth 2.0-2.5 m), Ogden Bay (OB, depth 0.2-0.7 m)
and Saltair Marina (SM, depth > 3 m). The salinity was 105-150 g/l (measured
on sampling days), except for AIC in June (20 g/l) where no brine shrimps
were present and in August (47 g/l). Water temperature (measured on
sampling days) varied 20-28 °C. One sample per month and site was collected

from surface waters (0-0.5 m).

Processing brine shrimp samples and helminth identification

Individuals of Artemia franciscana were collected with a planktonic hand net
(500 um mesh size). They were transferred into plastic containers (5 1) filled
with lake brine and transported to the College of Sciences, Weber State
University (Ogden). Samples were arranged into several containers (4 1) and
phytoplankton mass culture (Tetraselmis sp.) was added to keep Artemia

specimens alive for few days until they were studied. Random samples were
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collected and fixed in 70% ethanol for future parasite survey and

identification.

Parasites were identified and counted by examining adult Artemia
specimens in temporary glycerol mounts (at least 24 h after being mounted)
under a compound microscope. If the identification of the cysticercoids was
not possible at this stage, whole brine shrimps or isolated cysticercoids were
mounted in Berlese’s medium to facilitate observations of the rostellar hooks.
Larval nematodes were detected, counted and characterised in temporary
glycerol whole mounts.

Cysticercoids were identified by comparisons with previous descriptions
(Maksimova 1977, 1981, Georgiev et al. 2005, Vasileva et al. 2009). The
terminology of cysticercoids follows Chervy (2002). The identification of the
cysticercoids of Hymenolepis (sensu lato) californicus Young, 1950 needed re-
examination of paratypes from the U.S. National Parasitological Collection
(USNPC No. 46488). The metrical data in the descriptions are based on
specimens mounted in glycerol unless otherwise stated and are given as the
range, with the mean and the number of measurements taken in parentheses.

The measurements are in micrometres except where otherwise stated.

Bird data

Information about the presence of birds was obtained from a GSL Waterbird
Survey carried out from April 2008 to September 2011 (Table S1). The
monthly census of aquatic birds was performed in the frame of the GSL
Ecosystem Program (Utah Division of Wildlife Resources). Additional data,
based on the Five-Year Report of the GSL Waterbird Survey (1997-2001),

were also used (Paul and Manning 2002).
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Parameters of infection and statistical analysis

Infection descriptors prevalence (P%), mean intensity (MI) and mean
abundance (MA) were used as defined by Bush et al. (1997). These parameters
were calculated for the total helminth infection and for each helminth species
in adult individuals of A. franciscana per sampling site and month. In addition,
the relative abundance (RA%) of each cestode species was determined for

each locality.

Non-parametric statistics were utilized due to the lack of normality in the
distributions of the infection parameters after several transformations.
Statistical analyses were carried out using SPSS 15.0 for Windows package
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The significance of the variations in
prevalence was evaluated using Chi-square test (X?) or Fisher’s exact test for
small sample size. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were used to
analyse the differences in mean intensity and mean abundance. Significance
was assumed at P < 0.05. P values were always Bonferroni corrected to avoid
type I errors (Miller 1981).

RESULTS

General parameters of infection

Five helminth species were identified in 1,011 infected individuals out of
2,487 brine shrimp examined. A total of 1,739 parasite specimens, including
1,642 cestode cysticercoids and 97 nematode larvae, was registered. The
intensity of helminth infection was 1-11 parasites. The total values of MI and
MA were 1.72 £ 0.04 and 0.699 + 0.02, respectively (Table 1).
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Four species of cyclophyllidean cestodes were recorded in Artemia
franciscana in GSL. Three of these belong to the family Hymenolepididae, i.e.
Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) (adults parasitic in grebes),
Hymenolepis (s. I.) californicus (adults parasitic in gulls) and Wardium sp.
(majority of the species of this genus are parasitic in aquatic birds). The fourth
cestode species belongs to the family Dilepididae, Fuhrmannolepis averini
Spassky et Yurpalova, 1967, a parasite found in phalaropes. Confluaria
podicipina was the most prevalent and abundant helminth species in our
samples (Table1). The fifth helminth taxon was a nematode species (third-
stage larva) of the family Acuariidae, further referred to as ‘Acuariidae gen.

>

sp.’.

The P%, Ml and MA of cestode infections were much higher than those
for the nematode infections (p < 0.001). Thus, the intensity of cestode
infections ranged between 1-11 cysticercoids while only 1-2 nematode larvae
per individual were detected (Table 1). Host thorax was the preferential site for

all helminth species recorded.

Table 1. Prevalence (P%), intensity, mean intensity (MI = SE) and mean abundance (MA * SE)
of helminth parasites in adult brine shrimps (Artemia franciscana) from the Great Salt Lake.

Helminth infection Number of :
parasites P% Intensity Abundance
Range MI +SE MA +SE
Cestodes (cysticercoids) 1642 39.2 1-11 1.68+0.04 0.660 +0.02
Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) 1471 349 1-11 1.69+0.04 0.592+0.02
Hymenolepis (s. I.) californicus Young, 1950 168 6.5 1-2 1.04+0.02 0.068+0.01
Wardium sp. 2 0.1 1 1.00+0.00 0.001 +0.00
Fuhrmannolepis averini Spassky et Yurpalova, 1967 1 0.04 1 1.00 0.001 +0.00
Nematodes (larvae)
Acuariidae gen. sp. 97 3.8 1-2 1.03+0.02 0.039 +0.00
Overall infection 1739 40.7 1-11 1.72+0.04 0.699+0.02
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Systematic survey of helminth larvae

Cestodes
Family Hymenolepididae Ariola, 1899

Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) Figs. 1, 4A

Specimens studied: ex Artemia franciscana, GSL, Antelope Island Causeway,
29 September 2009, 17 cysticercoids, measured in glycerol mounts; 5

cysticercoids isolated and mounted in Berlese’s medium.

Remarks. We do not provide a description of cysticercoids of C. podicipina
from GSL because their morphology (Figs. 1, 4A) corresponds to that of
cysticercoids from A. parthenogenetica (diploid populations) in Spain
(Georgiev et al. 2005). Cysts and scoleces of the cysticercoids from Spain are
slightly larger compared to specimens from GSL (Table 2), probably because
they have been measured from isolated cysticercoids in Berlese’s medium
(Georgiev et al. 2005) that may affect the size of the muscular organs and cysts
but not of rostellar hooks (specimens from GSL have been measured in
glycerol mounts). Often, cysticercoids of this species were distinctly larger
than other individuals (Fig. 1A,C,D), most frequently when adult A.
franciscana carried 2-3 cysticercoids. The difference between larger
specimens and the majority of cysticercoids was mainly in the size of the

external envelope formed by the cercomer.

Maksimova (1981) examined the life cycle of C. podicipina after
experimental infection of a species of Artemia from Kazakhstan and described
metacestodes at different degree of development stage. She reported similar

differences between young cysticercoids on the 10" day post infection (DPI)
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and fully developed cysticercoids (16" DPI). Young larvae had no fully

developed cercomer and external envelopes; they were smaller in size, even

their rostellar hooks were slightly shorter in comparison with the hooks of the

fully developed larvae (20 pm vs 22 pm, respectively). In addition,

Maksimova (1981) mentioned that between 13" and 15" days post-infection,

both smaller and fully developed cysticercoids were recorded in the same host

individual.

Table 2. Metrical data of cysticercoids of Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) from

Artemia spp. from various hosts and localities.

Host ‘A. salina’ A. parthenogenetica A. franciscana

Locality (lelc:ga-ll;irslgﬁ) Odiel (Spain) Utah (USA)

Source Maksimova (1981) Georgiev et al. (2005) Present study

Range Range Mean n Range Mean n

External capsule  length 147-170 195-255 215 9 144-313 212 15

width 105 135-204 152 9 72-192 118 15
Cyst length 103* 93-147 121 12 72-143 106 17

width 53* 47-87 73 12 36-89 61 17
Scolex length 60 72-104 92 12 38-52 48 15

width 38 38-72 59 12 25-47 37 15
Suckers diameter 20-25 26-32 28 10 21-26 22 6
Rostellum length 38 4247 46 7 23-31 27 10
Rostellar hooks  total length 22 21-24 22 12 19-21 20 11

blade - - - - 1u - 11

handle - - - - 35 4 11

guard - - - - 56 6 11

* measurements based on fig. 2D of Maksimova (1981).
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During the present study, we found cysticercoids of various sizes, including
some specimens with intermediate measurements. Despite the differences in
the measurements of the external envelope, the morphology of all
cysticercoids and the shape of their rostellar hooks were similar (Fig. 4A). On
this basis, we identify all cysticercoids of the genus Confluaria from GSL as
C. podicipina.

Confluaria podicipina has been recorded in North America in the horned
grebe Podiceps auritus (Linnaeus) and in the eared grebe P. nigricollis Brehm
(known outside America as black-necked grebe) from Alberta (Canada) (Stock
and Holmes 1987).

Figure 1. Confluaria podicipina (Szymanski, 1905) from Artemia franciscana Kellogg, Great
Salt Lake, Utah, USA. A-two cysticercoids at different stages of development, note the smaller
cysticercoid (arrow); temporary glycerol mount; B—fully developed cysticercoid (temporary
glycerol mount); C, D-isolated internal cysts at different stages of development (mounts in
Berlese’s medium); E—isolated cysticercoid with unpacked cercomer (mounts in Berlese’s
medium).
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Hymenolepis (sensu lato) californicus Young, 1950 Figs. 2A-E, 4B,C,E

Specimens studied: ex Artemia franciscana, GSL, Antelope Island Causeway,
July 2009, 26 cysticercoids; GSL Ogden Bay, August 2009, 14 cysticercoids.
Comparative material: ex Larus californicus Lawrence, California (USNPC
No. 46488), two slides with paratypes of Hymenolepis californicus specimens,

stained and mounted in Canada balsam.

Description of cysticercoids: Cercocysticercoid.

Cyst oval to lemon-shaped, 164-247 x 108-171 (195 x 140, n = 39), with
thick wall consisting of three layers (Figs. 2A-C, 4E); transparent outer
envelope not seen. Scolex almost round, 74-108 (91, n = 13) long, with
maximum width 72-99 (86, n = 13) at level of suckers. Rostrum short,
conically tapering. Suckers oval, with weakly-developed musculature,
unarmed, 3240 (36, n = 37) in diameter. Rostellar sheath deep, thick-walled,
crossing level of posterior margins of suckers, 58-81 x 36-50 (66 x 42, n =
11). Rostellum thick-walled, with apical enlargement and conically-tapering
posterior part; 32-54 (41, n = 11) long and 25-36 (30, n = 11) wide at apical
region. Rostellum invaginable. Rostellar hooks 10 in number, almost
aploparaksoid in shape (Figs. 2D,E, 4B); blade long, thin, straight; guard
shorter than blade; handle distinct, short; total length of hooks 18-20 (19, n =
18), length of blade 10-12 (11, n = 18), handle 4-5 (4, n = 18) and guard 6-8
(7, n = 18). Cercomer (Figs. 2A,B, 4E) with maximum width 41-76 (43, n =
14); entire cercomer not isolated and not measured; maximum length of

fragments 0.8-1.8 mm (1.2 mm, n = 4).
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Observations on paratypes of H. californicus: For the morphology of
rostellar hook, see Fig. 4C. Measurements of rostellar hooks: total length 19 (n
=b5), blade 11 (n = 5), handle 4 (n = 5), guard 7-8 (7, n = 5).

Remarks. The cysticercoids from A. franciscana from GSL possess rostellar
hooks with almost aploparaksoid shape. They can be distinguished from
typical aploparaksoid hooks by their short but distinct handle. A group of
hymenolepidids from birds (mainly gulls) using branchiopods as intermediate
host possess rostellar hooks of similar shape to those recorded in the present
study. Most of them have been placed in the genus Wardium Mayhew, 1925
and, later, five of them have been separated to form the genus
Branchiopodataenia Bondarenko et Kontrimavichus, 2004 (see Bondarenko
and Kontrimavichus 2004a). None of the cysticercoids of Branchiopodataenia
spp. (see Bondarenko and Kontrimavichus 2004b) has rostellar hooks identical

to those of the present material.

We have compared the present cysticercoids with three hymenolepidids
from gulls possessing similar hooks and known to have life-cycles that include
branchiopods as intermediate hosts. These are Wardium stellorae (Deblock,
Biguet et Capron, 1960), Hymenolepis californicus and H. (s. 1) fusus
(Krabbe, 1869). Cysticercoids of W. stellorae from Palaearctic Artemia spp.
(Maksimova 1986, Georgiev et al. 2005, 2007) have rostellar hooks 23 pum
long vs 18-20 pum (av. 19 pm) in specimens from GSL; the blades of the hooks
of W. stellorae are slender, longer, with slightly curved ends, which also

differs them from the present material.

Hymenolepis fusus was described as Taenia fusus from Larus
hyperboreus Gunnerus from Greenland and L. ridibundus Linnaeus from

Germany (Krabbe 1869). It has been revealed that the type-specimens
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belonged to two species; the type-specimens from L. hyperboreus were
identified as Branchiopodataenia arctowskii (Jarecka et Ostas, 1984) whereas
the types from L. ridibundus were considered as representative for
Hymenolepis (s. 1) fusus (see Bondarenko and Petkevichiute 1998,
Bondarenko and Kontrimavichus 2004a). Upon re-examination of these latter
specimens, Bondarenko and Petkevichiute (1998) noted aploparaksoid-like
rostellar hooks with length 17-18 pm and distinct handles (3 um long), thus
differing from the present material. Cysticercoids of H. (s. I.) fusus from A.
‘salina’ in Kazakhstan (Maksimova 1987) have shape of hooks (see figs. 1B,E
of Maksimova 1987) characterised by less-expressed handle and blade situated
at angle to the guard (compared to almost parallel blade and guard in the

present material).

Young (1950) described Hymenolepis californicus from Larus
californicus (type-host) and L. delawarensis Ord in California. Upon re-
examination of paratypes of this species, we found identical shape and size of
the rostellar hooks with the hooks of the present cysticercoids (Fig. 4B,C).
Thus, we identify the cysticercoids described above as H. (s. I.) californicus.
Furthermore, the GSL population of California gulls is abundant and
represents the largest breeding population of this species in the world
(Manning and Paul 2003). In the present study, we follow the suggestion of
Bondarenko and Kontrimavichus (2004a) who regarded this species as a
member of Hymenolepis Weinland, 1858 (sensu lato), pending further studies

on its strobilar morphology.

Young (1952) described the larva of H. (s. I.) californicus from Artemia
‘salina’ from Mono Lake and salt pools near Chula Vista, California. The

length of the larva was described as varying between 73 um and 256 um and
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the rostellar hooks were 8-17 um long. Young (1952) considered this
variability as “undoubtedly developmental”. In addition, he mentioned the
variation in the shape of the cysts and their envelopes. Some of them have
been found “to lie free in the body of the shrimp” whereas others have been
surrounded by a thick sac with a very long, spirally coiled tail (720 mm long,
see fig. 2 of Young 1952). The latter features resemble the morphology of the
cysticercoids of Confluaria podicipina. Therefore, we believe that the samples
of Young (1952) contained cysticercoids of both C. podicipina and H. (s. I.)
californicus. The high levels of infection with cysticercoids of C. podicipina
observed by Young (1952) and its seasonal dynamics are not unexpected since
Mono Lake is one of the sites (together with GSL) where nearly the entire
North-American population of Podiceps nigricollis concentrates for several

months during migrations (Jehl and Johansson 2002).

Wardium sp. Figs. 2F-H, 4D,F

Specimens studied: ex Artemia franciscana, GSL, Antelope Island Causeway,

8 July 2009, 2 cysticercoids,mounted in Berlese’s medium.

Description of cysticercoids (metrical data based on specimens mounted in
Berlese’s medium): Cercocysticercoid. Cyst lemon-shaped, thick-walled (Figs.
2F, 4F), 236-291 x 197-214 (n = 2). Scolex oval, with wide, conically
tapering anterior part; length 136 (n = 1) and maximum width 109 (n = 1) at
level of suckers. Suckers oval, with weakly-developed musculature, unarmed,
with diameter 44-50 (47, n = 4). Rostellar sheath deep, thin-walled, 106 x 53
(n = 1), crossing level of posterior margins of suckers. Rostellum thick-walled,

with apical enlargement and conically-tapering posterior part; 68 long, 52 wide
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at apical part (n = 1). Rostellar hooks 10 in number, with aploparaksoid-like
shape (Figs. 2G,H, 4D); blade sickleshaped, slightly longer than guard; handle
distinct but very short; well-developed epiphyseal thickening comprising base
of hook from handle to tip of guard; total length of hooks 24-26 (25, n = 12),
length of blade 12-14 (13, n = 12), length of base 18-19 (18, n = 12), handle
3-4 (4, n = 12) and guard 9-11 (10, n = 12); distance between handle-tip and
guard-tip 9-11 (10, n = 12). Cysticercoid with complete cercomer not
available; maximum width of fragments of cercomer 45-61 (n = 2).

Remarks. Judging by the aploparaksoid shape of rostellar hooks, the
cysticercoids described above resemble species of Branchiopodataenia and
Wardium. With a total length of hooks 24-26 um and the presence of well
developed epiphyseal thickening of the base of hook, the cysticercoids from
GSL differ from all Branchiopodataenia spp. described by Bondarenko and
Kontrimavichus (2004a,b). Moreover, except for B. gvozdevi (Maksimova,
1988), which has large hooks, the remaining four species of
Branchiopodataenia have hooks less than 20 um long (Bondarenko and
Kontrimavichus 2004a,b). None of the species in this genus is known to
possess epiphyseal thickenings of the rostellar hooks. Among all species of
Wardium, only a few are similar to our specimens in terms of shape and size of
rostellar hooks (Spasskaya 1966, Bondarenko and Kontrimavichus 2006).
They are mainly parasites of Charadriiformes, rarely of Anseriformes. Our
specimens could not belong either to W. fryei Mayhew, 1925, a widespread
parasite of gulls in the Holarctic, using annelids as intermediate hosts
(Bondarenko 1997), or to W. aequabilis (Rudolphi, 1810), a parasite of
Anseriformes in the Palaearctic Region, using ostracods as intermediate hosts
(Jarecka 1960).
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Figure 2. Hymenolepis (sensu lato) californicus Young, 1950 (A-E) and Wardium sp. (F-H)
from Artemia franciscana Kellogg, Great Salt Lake, Utah, USA. A-C- cysticercoids with
fragments of cercomer (arrows), temporary glycerol mount; D, E, G, H- rostellar hooks; F—
isolated cysticercoid (mount in Berlese’s medium).

Several Wardium spp. have 22-30 pm long rostellar hooks, thus
resembling cysticercoids from GSL but differing from them by the shape of
the hooks. These are W. amphitricha (Rudolphi, 1819), W. cirrosa (Krabbe,
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1869), W. capellae (Baer, 1940) and W. longosacco (Joyeux et Baer, 1939).
The hooks of these species are without epiphyseal thickenings, distinct handles
and blades longer than guards. A few species have rostellar hooks with
epiphyseal thickening and shape similar to that of the cysticercoids from GSL
but differing in hook length. These are W. canarisi Kinsella et Deblock, 2000
(hooks 19-21 pm long), W. chaunense Bondarenko et Kontrimavichus, 1977
(43-45 pm) and W. porale (Meggitt, 1927) (22 um) (see Bondarenko and
Kontrimavichus 2006).

The rostellar hooks of the cysticercoids from GSL are similar to those of
W. neranium Belogurov et Zueva, 1967 and W. villosocirrus (Deblock et
Rausch, 1967). So far, W. neranium has been found in Pluvialis squatarola
(Linnaeus) from the Russian Far East. It has rostellar hooks 25-30 um long,
with well-developed epiphyseal thickening of the handle and guard. However,
the distance between the blade-tip and the guard-tip is smaller compared to the
hooks of the present material, i.e. 5-7 pm in W. neranium (see Figs. 129, 130
of Bondarenko and Kontrimavichus 2006) vs 9-11 um in the specimens from
Utah.

Wardium villosocirrus from Limosa haemastica (Linnaeus) in Alaska
(Deblock and Rausch 1967, Bondarenko and Kontrimavichus 2006) has
rostellar hooks 23-24 um long, with blade 12 pum long and a guard almost as
long as blade. However, the shape of the hooks of W. villosocirrus is different
(see Fig. 142 of Bondarenko and Kontrimavichus 2006), with a straight blade
or a blade slightly curved away from the guard. In contrast, the hooks of the
specimens from GSL have a sickle-shaped blade, curved in direction to the
guard (Fig. 4D).
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Previous studies on cestodes from charadriiforms in the Nearctic have
revealed 12 Wardium spp. (Table S2) but none of them can be matched with
the present materials.

Family Dilepididae Railliet et Henry, 1909

Fuhrmannolepis averini Spassky et Yurpalova, 1967 Figs. 3A,B, 4G,H

Specimens studied: ex Artemia franciscana, GSL Saltair Marina, September
2009, 1 cysticercoid, mounted in Berlese’s medium together with the brine

shrimp.

Description of cysticercoid: Monocysticercoid. Outer capsule very thick,
oval, brownish, with granular contents (Fig. 3A), 291 x 277 (n = 1); when
compressed, outer capsule breaks down into cercomer fragments. Internal cyst
oval, 219 x 206 (n = 1) (Fig. 4G). Scolex almost conical, 109 x 125 (n = 1),
with slightly protruded anterior part. Suckers round, muscular, 45-61 (53, n =
4) in diameter. Rostellum retractile, elongated, 97 x 25 (n = 1), with muscular
walls and apical enlargement. Rostellar sheath deep, 107 x 44 (n = 1), passing
beyond posterior margins of suckers. Rostellar hooks 13 in number, wrench-
shaped, arranged in single crown (Figs. 3B, 4H). Each hook with thin, almost
straight blade, well-developed guard (shorter than blade) and long straight
handle (Fig. 4H); total length of hooks 11-12 (12, n = 3), length of blade 4 (n
= 3), length of base 8 (n = 3), handle 7 (n = 3).

Remarks. The cysticercoids of the family Dilepididae developing in brine
shrimps belong to the monocysticercoid type as defined by Chervy (2002).

With the presence of 13 wrench-shaped rostellar hooks, the cysticercoid found
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in A. franciscana in Utah is most similar to Fuhrmannolepis averini, which is
a parasite specific to phalaropes. This species has been described from the red-
necked phalarope Phalaropus lobatus (Linnaeus) (type-host) and the red
phalarope P. fulicarius (Linnaeus) in Kamchatka, Russia (Spassky and
Yurpalova 1967).

Cysticercoids of F. averini have been recorded in Daphnia pulex Leydig
(see Tomilovskaya 1975) and in Artemia ‘salina’ (see Maksimova 1977). The
shape of the hooks described by Tomilovskaya (1975) differs from that in
adult worm (Spassky and Yurpalova 1967, Spassky et al. 1968, Maksimova
1977). Therefore, this record needs confirmation. Adult F. averini from P.
lobatus and cysticercoids from brine shrimps from Kazakhstan were described
in detail by Maksimova (1977). She characterised the cysticercoid as having a
brownish outer capsule, 210 x 160 um; internal cyst 180 x 140 um; 16
wrench-shaped rostellar hooks with total length 13-14 um. Our results are in
agreement with Maksimova’s (1977) description in both morphology and
metrical data except for number of hooks (13 in the present material and 16
reported from Kazakhstan). Previous records of adults of F. averini have
demonstrated variations in the number of hooks between 12 and 14 (Spassky
et al. 1968, Spasskaya and Spassky 1978).

This is the first record of F. averini in the Nearctic. Its presence in A.
franciscana in GSL matches the high abundance of Phalaropus lobatus and P.
tricolor (Vieillot) at this lake (Table S1).
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Nematodes

Family Acuariidae Railliet, Henry et Sisoff, 1912

Acuariidae gen. sp. Figs. 3C-E, 41-K

Specimens studied: ex Artemia franciscana, GSL, Antelope Island Causeway,

August 2009, ten larvae in temporary glycerol whole mounts.

Description of larvae (n = 10): Third-stage larvae (Figs. 3C, 41). Body 2.07—
2.89 mm (2.28 mm) long, with maximum width about mid-body, 72-98 (81).
Anterior end with 2 triangular pseudolabia, each bearing 1 pair of papillae
(Figs. 3D, 4J). Cordons delicate, arise dorsally and ventrally between
pseudolabia, extending along outer (dorsal and ventral) side of cephalic
papillae to level of 31-41 (36) from anterior extremity (Fig. 4J). Deirids spine-
like, 5-6 long, situated at 70-93 (78) from anterior end. Lateral alae extend
from 36-44 (39) to mid-tail (Fig. 4K). Excretory pore at 151-204 (172) from
anterior end. Tail 104-130 (114) long; width at anus 29-43 (34) (Figs. 3E,
4K). Buccal cavity 71-93 (83) long, 6—7 wide. Muscular oesophagus 149-221
(185) long, 16-25 (17) wide. Glandular oesophagus 576-968 (756) long, 40—
70 (52) wide. Nerve-ring at 88-112 (101) from anterior end. Cuticle thickness
2. Distance between cuticular striations 3-4. Relative length (ratio) of
muscular and glandular oesophagus to body length 0.350-0.452 (0.411).
Relative length of muscular oesophagus to glandular oesophagus (ratio)
0.205-0.309 (0.248).

98



AF NATIVE RANGE

Figure 3. Fuhrmannolepis averini Spassky et Yurpalova, 1967 (A-B) and Acuariidae gen. sp.
(C-E) from Artemia franciscana Kellogg, Great Salt Lake, Utah, USA. A— monocysticercoid
with outer capsule (formed by the cercomer) in the thorax of brine shrimp (temporary glycerol
mount); B— isolated cysticercoid, detail of rostellar apparatus; C— total view of nematode larvae
(temporary glycerol mount); D— anterior end with triangular pseudolabia; E- tail.

Remarks. These third-stage larvae were identified as belonging to the
subfamily Acuariinae Railliet, Henry et Sisoff, 1912 (Spirurida: Acuariidae)
on the basis of their morphology characterised by an oesophagus divided into
muscular and glandular portions, lateral triangular pseudolabia, elongate
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buccal cavity and cordons arising from the bases of pseudolabia (Chabaud
1975, Anderson 2000). These larvae cannot be identified to the generic level
because their morphology does not resemble that of adults and also because of
the scarcity of previous studies. Larval and adult stages of this family cannot
be linked on the basis of morphology only. Genera of the Acuariinae have
been differentiated on the basis of the morphology of adults, which typically
occupy the upper alimentary tract of birds (Chabaud 1975). Nematode larvae
with similar morphology, identified as Acuariinae gen. sp., have been found in
A. franciscana (see Georgiev et al. 2014) as well as in A. parthenogenetica
(diploid populations) and A. salina (unpublished data) in Spain.

Considering the bird species in the area and their potential parasites of the
Acuariinae, the nematode larvae described here can be distinguished by their
cordons extending along the outer (dorsal and ventral) sides of the cephalic
papillae from those of Cosmocephalus Molin, 1858, parasitic in grebes and
gulls (Mutafchiev et al. 2010), characterised by cordons that do not extend
beyond the level of cephalic papillae (Wong and Anderson 1982); from
Skrjabinocerca Shikhobalova, 1930, parasitic in plovers and sandpipers
(Wong and Anderson 1993), having cordons extended along the inner (lateral)
side of the cephalic pa pillae (Bartlett et al. 1989); from Skrjabinoclava
Sobolev, 1943, parasitic in plovers, curlews, sandpipers and turnstones
(Anderson and Wong 1992), having cordons anastomosing posterior to the
cephalic papillae (Wong et al. 1989); from Desportesius Chabaud et Campana,
1949, mostly parasitic in herons (Wong and Anderson 1986); and
Skrjabinocara Kurashvili, 1940, parasitic in cormorants (Smogorzhevskaya
1990), with larvae lacking cordons (Chabaud 1950, Wong and Anderson
1987). On the basis of the species diversity and the abundance of potential

definitive hosts at GSL (Table S1), it can be speculated that the present larval
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nematodes may belong to the genera Chevreuxia Seurat, 1918, parasitic
mainly in stilts and avocets (Smogorzhevskaya 1990), Decorataria Sobolev in
Skryabin, Shikhobalova et Sobolev, 1949, parasitic in grebes (Mutafchiev and
Georgiev 2008) or Echinuria Soloviev, 1912, parasitic in grebes, gulls and
ducks (Barus et al. 1978, Smogorzhevskaya 1990). All these genera have
unknown or poorly studied life-cycles and undescribed (or inadequately
characterised) morphology of larval stages (Skryabin et al. 1965, Anderson
2000).
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100 pm

Figure 4. Helminth larvae from Artemia franciscana Kellogg, Great Salt Lake, Utah, USA. A—
hooks of Confluaria podicipina (Szymanski, 1905); B, C, E-Hymenolepis (sensu lato)
californicus Young, 1950 (B-hooks of cysticercoid, C-hook of paratype specimen from Larus
californicus Lawrence, E—cysticercoid); D, F-hooks and cysticercoid of Wardium sp.; G, H-
cysticercoid and hooks of Fuhrmannolepis averini Spassky et Yurpalova, 1967; I-K—Acuariidae
gen. sp. (I-total view; J—anterior end , note cordons (arrows); K—tail).
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Spatial and temporal variations of helminth infections

The helminth community in brine shrimps at all sites consisted mainly of
cestodes (> 90%) and nematodes. Two of the four cestode species, C.
podicipina and H. (s. I.) californicus, were recorded at all sites. The other two,
Wardium sp. and F. averini, were found only at SM and had a low RA (0.5%
and 0.2%, respectively). The grebe parasite C. podicipina was the most
prevalent and abundant cestode species at all sites, with RA between 79.3% (at
AIC) and 99.1% (at Al) of the total number of cysticercoids.

Nematode infections had significantly higher P% and MA at AIC (Table
3). There were no significant differences for the MI of nematode larvae

between sites.

For the overall cestode infections, P%, MI and MA varied among sites,
registering significantly highest values at AIC and the lowest values at OB
(Table 3). Prevalence of the gull cestode H. (s. I.) californicus was the highest
at AIC followed by OB and was lower than 1% at SM and Al; no spatial
variations in MI were found for this cestode. For C. podicipina, P% was
highest at Al and MI was higher at AIC (Table 3).
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Table 3. Spatial variations of helminth infections in Artemia franciscana from the Great Salt
Lake. Differences between sites were tested by Chi-squared (%) or Fisher exact test (for

prevalence) and Kruskal-Wallis test [K-W (H)] (for intensity and abundance).

Helminth infection SM Al AIC OB x2 K-W (H)
No. o_f Artemia individuals 693 545 713 536 : :
examined

_No. of Artemia individuals 299 228 387 167 : :
infected

Cestodes (overall infection)

P% 32.6° 41.1° 51.3° 29.7° 77.928** -

MI + SE 1.71+0.10° 1.48 +0.06° 1.90 +£0.07° 1.43 +0.06° - 23.151**
Range of intensity 1-11 1-7 1-9 1-4 - -
MA + SE 0.56 +0.04% 0.61+0.04°  0.98 +0.05° 0.42 +0.03% - 91.657**
Confluaria podicipina

P% 3.7 40.6 39.4° 27.4° 30.241%* -

MI + SE 1.72 +0.10° 1.49 +0.06" 1.97 £0.09°  1.44+0.06" - 16.743**
MA + SE 0.55 + 0.04* 0.60+0.04°  0.78+0.05° 0.39 +0.03% - 32.957**
Hymenolepis (s. I.) californicus

P% 0.7 0.6° 19.2° 3.0° 271.391** -

MI + SE 1.00 1.00 1.05 +0.02 1.00 - ns
MA + SE 0.01+0.003°  0.01+0.003% 0.20 +0.02° 0.03 +0.01° - 271.611**
Wardium sp.

P% 0.3 0 0 0 ns -

MI £ SE 1.00 0 0 0 - no test
MA + SE 0.003+£0.002 0 0 0 - ns
Fuhrmannolepis averini

P% 0.1 0 0 0 ns -

MI £ SE 1.00 0 0 0 - no test
MA+ SE 0.001+£0.001 O 0 0 - ns
Acuariidae gen. sp.

P% 1.6° 1.7° 8.4 2.6° 60.083** -

MI + SE 1.00 1.00 1.05+0.03 1.00 - ns
Range of intensity 1 1 1-2 1 - -
MA + SE 0.02+0.005*  0.02+0.005° 0.09+0.01° 0.03 £0.007° - 60.201**
Helminth parasites 397 341 760 241

P% 33.0° 41.8° 54.3° 31.2% 91.838** -

MI + SE 1.73 £0.10° 150 +0.06°  1.96+0.07° 1.44 0.05% - 32.679**
Range of intensity 1-11 1-7 1-9 1-4 - -
MA+ SE 0.57 +0.05" 0.63+0.04°  1.07 +0.05° 0.45 +0.03* - 112.012%*

Significant differences are shown; ** p < 0.001; ns — not-significant; no test — test was not possible because
the species was recorded in one site only. Different superscript letters denote statistically significant
differences after Bonferroni correction. P%, prevalence; MI +SE, mean intensity; MA +SE, mean
abundance; SM, Saltair Marina; Al, Antelope Island; AIC, Antelope Island Causeway; OB, Ogden Bay.
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Monthly differences in cestode and nematode infections for each site
were analysed separately (Table 4). Cysticercoids were recorded in all 12
samples while nematodes were absent in the June sample at Al and the
September sample at AIC (Table 4). The temporal infection dynamics within
sites followed a common pattern, i.e. the variations of the overall cestode
infection followed the variations of the most abundant species (C. podicipina).
The highest P% of cestodes was recorded in the last month studied at each site
(Table 4).

We observed differing seasonal trends of infection descriptors. Two of
the sites (Al and OB) were characterised with the lowest values of P% and
MA of C. podicipina and the overall cestode infection at the middle of the
sampling period, i.e. in July (Table 4). At AIC, where samples were collected
between July and September, the minimum values of P% and MA of the
overall cestode infection were in August. SM was the only site exhibiting a
trend of gradual increase in P% and MA of C. podicipina and the overall
cestode infection during entire sampling period. The lowest MA of overall
cestode infection at this site was detected in July (Table 4) compared to
August (Mann-Whitney test U = 12004, p = 0.000) and September (Mann-
Whitney test U = 15357.5, p = 0.000).

The infection of the second most abundant tapeworm species, H. (s. 1.)
californicus, did not demonstrate apparent seasonal trends. No significant
differences were detected for this species between months at SM and Al. At
the remaining two localities, there were significant temporal differences in P%
and MA (Table 4). At AIC, the highest P% of this parasite was registered in
August; in September, we did not find any brine shrimp infected by this

species; MI of this parasite was significantly higher in August than in July
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(Mann-Whitney test U = 1705, p = 0.010). At OB, cysticercoids of H. (s. I.)

californicus were found in August only.

Concerning the dynamics of nematodes, we detected significant
differences in P% and MA at AIC, being the highest in August (Table 4).
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Table 4. Temporal variations of helminth infections in Artemia franciscana from Great Salt

Lake. Differences between months were tested with Chi-squared or Fisher exact test (for

prevalence) and Kruskal — Wallis (for intensity and abundance).
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Table 4. Continued
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Significant differences are presented, *p < 0.05, **p < 0.001; ns, not-significant; no test, test was not

possible because the species was recorded in one month only. Different superscript letters denote

statistically significant differences after Bonferroni correction. Abbreviations: n, number of studied

specimens; C.p., Confluaria podicipina; H.c., Hymenolepis (s. I.) californicus; W. sp., Wardium sp.; F.a.,

Fuhrmannolepis averini; Cest., overall cestode infection;

abbreviations correspond to those in Tables 1 and 3.

sp. Remaining

Nem., Acuariidae gen.
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DISCUSSION

Species composition of helminth larvae

Our results demonstrate that Artemia franciscana participates in the life cycles
of at least five helminth species at GSL. These include cestodes parasitic in
grebes, phalaropes and gulls, an unidentified cestode which might be a parasite
of charadriiform hosts and an unidentified acuariid nematode species.

Previous studies in Europe have revealed that the prevalence of avian
cestodes in brine shrimps may depend on the seasonal presence of definitive
hosts at certain hypersaline wetlands (Georgiev et al. 2005, 2014, Sanchez et
al. 2013). GSL is the most significant saline ecosystem in North America and
has been classified as a Western Hemispheric Shorebird Reserve due to its
great importance for migratory shorebirds (Andres et al. 2006, Caudell and
Conover 2006). Around 5 million birds, representing ca 250 species, use GSL
annually. The second largest staging population of the eared grebe (Podiceps
nigricollis) in North America (1.4 million) is recorded in the lake and its diet
largely consists of brine shrimps (Paul and Manning 2002, Caudell and
Conover 2006). In addition, California gull, Wilson’s phalarope (Phalaropus
tricolor), red-necked phalarope, American avocet [Recurvirostra americana
(Gmelin)], black-necked Stilts [Himantopus mexicanus (Miuller)], marbled
godwit [Limosa fedoa (Linnaeus)] and snowy plover (Charadrius

alexandrinus Linnaeus) are abundant in this lake (Paul and Manning 2002).

A survey of avian communities of GSL was carried out during the period
April 2008-September 2011. The bird community at our sampling sites and
adjacent areas consisted of 33 species, many of them in substantial nhumbers

(Table S1). The most abundant birds such as eared grebes, shorebirds and
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gulls, were numerous throughout the year at all surveyed sites. These data
correspond to the species composition of helminth parasites in A. franciscana.
Whereas C. podicipina and H. (s. I.) californicus were abundant, the remaining
two cestode species, probably parasitic in charadriiform birds, had low
infection rates. The low prevalence of parasites of charadriiform birds might
be explained by the fact that three of the sampling areas (OB, SM and Al)
were rather deep-water sites unsuitable for waders. With the great variety and
abundance of shorebirds inhabiting GSL, it can be expected that A.
franciscana plays a role as intermediate host for further cestode species,
especially these parasitic in waders (Charadriiformes) in shallow waters.

Spatial and temporal variations in parasite infections and bird

abundance

In GSL, brine shrimps generally hatch from overwintering cysts in March—
April and largely disappear in December at water temperature < 4°C
(Belovsky et al. 2011). The present study revealed variations in P% and MA of
three species, which strongly influenced temporal and spatial variations of the
overall parasite infection in A. franciscana from GSL. These species were C.
podicipina, H. (s. 1) californicus and larvae of acuariid nematodes. The
adjacent sites Al and AIC are characterised with highest parameters of overall
parasite infection (Table 3). The most diverse and abundant bird community
(33 species in high counts) during the period April-September has been
registered at this region (Table S1). The northern part of Al and the associated
causeway offer habitats varying from rocky shorelines and dikes to open
waters. They are suitable places for grebes using open waters as well as gulls

and shorebirds using shorelines.
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Confluaria podicipina was the most prevalent and abundant cestode
species in all the sites examined that corresponds to the bird host numbers
(Table S1). Eared grebes utilise GSL primarily as a fall staging area but
thousands of them also use open waters of the lake in summer. The
ornithological survey showed consistently high counts of grebes at Al and AIC
throughout the sampling period. For OB, the survey presented low counts of
grebes, which might be due to the methodology (observations from airboats).
However, a previous waterbird survey in 1997-2001 (Paul and Manning 2002)
reported airplane observations of OB detecting higher counts (mean 85,164
grebes, with a peak of 149,604 birds).

Previous studies in Spain demonstrated that infection levels with the
grebe specialist C. podicipina in the diploid population of A. parthenogenetica
at Odiel Marshes positively correlate with the number of their definitive hosts
(Séanchez et al. 2013). The high abundance of the eared grebes at GSL suggests
that our results on the substantial infection rates of C. podicipina were to be

expected.

Confluaria podicipina showed a distinct seasonal pattern, with the
prevalence and abundance varying significantly among months at all sites.
However, monthly counts of P. nigricollis at individual sampling sites were
not in agreement with the seasonal changes of C. podicipina in brine shrimps.
Seasonal variations seem to be partly determined by the abundance of the final
host, the eared grebes, which arrive in large number in GSL in autumn and
early winter to moult. This could explain the gradual increase of the
parameters of infection with C. podicipina during the sampling period (June—
September) as a general pattern observed at SM, an open water area with

shallow shorelines and beaches. However, the remaining sampling sites are
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characterised with a different model of temporal variations, where the lowest
infection rates with C. podicipina were at the middle of the sampling period
(Table 4). The survey of aquatic birds showed that OB, Farmington Bay and
the region around the east coast of Al and its causeway are the locations with
the highest density of the grebe population (Paul and Manning 2002). The
mean annual counts of the eared grebes at OB were 19-90% of the total
population of this bird at the lake. During periods of high bird density, it is
possible that grebes could selectively remove infected shrimps, as
demonstrated for sandpipers (Sanchez et al. 2009b). The high bird density
could affect the transmission of the parasite leading to a reduction in its
prevalence and abundance in a certain period (Sanchez et al. 2013). Currently,
our result cannot reveal the exact mechanism explaining the observed temporal
dynamics of the cestode infection, as much longer period of sampling and

more accurate monthly census of aquatic birds are needed.

In the case of H. (s. I.) californicus, the present study demonstrates spatial
variations with significantly higher prevalence and abundance at AIC and OB.
In general, these results correspond with data from the bird survey showing the
highest counts of the final hosts Larus californicus and L. delawarensis at
these sites during summer and fall (Table S1). In August and September,
California gulls are found exploiting large numbers of brine flies and brine
shrimps in open water and shoreline areas (Greenhalgh 1952, Paul and
Manning 2002). In the same time, our results record significant temporal
variations of prevalence and abundance of H. (s. I.) californicus at AIC, with
the highest values in July—August. Despite the slight increase in counts of gulls
from June to September, we cannot confirm that monthly counts of gulls are in
agreement with the dynamics of infection. Moreover, the single day counts of

L. californicus and L. delawarensis in September are very high (more than
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3000 birds) and no single brine shrimp infected with H. (s. I.) californicus has
been found at this site in September. At OB, cysticercoids of H. (s. I.)
californicus were found in brine shrimps only in August, despite the high
number of gulls at this site in July.

As for the nematode infections, the present study shows that A.
franciscana can act as intermediate hosts of acuariid nematodes in its native
range and provides information of the infection dynamics. The spatial
variations in the prevalence and abundance of nematodes were significant,
with highest values at AIC (Table 3) and highest prevalence and abundance in
August at AIC (Table 4). However, we cannot link the results with the

dynamics of a certain avian species or group.

Helminth infections in native vs. introduced populations of A.

franciscana

Until now, 18 cestode species have been reported to use species of Artemia as
intermediate host (Table S3). The comparison of the cestode infections among
the native GSL population of A. franciscana, its introduced populations in the
Mediterranean and the native populations of A. parthenogenetica (diploid
form) and A. salina in the Palaearctic Region reveals substantial differences in
the species composition of cestodes. Until now, A. parthenogenetica (diploid
populations) and A. salina are known to serve as intermediate hosts for 12 and
15 cestode species, respectively. In contrast, only four species occur in the
native population of A. franciscana in Utah, with two of them reported also in
the Palaearctic Region (C. podicipina and F. averini). These differences can be
explained by the presence and abundance of birds predating on brine shrimps

at a certain locality. Seven out of 18 cestode species recorded in Artemia spp.
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(39%) are specific parasites of flamingos, an avian group which does not occur
at GSL. At the same time, C. podicipina is the most prevalent species in A.
franciscana in Utah. The present study reveals an interesting phenomenon.
Despite the Holarctic distribution of C. podicipina (Vasileva et al. 2000), this
cestode has not been found in introduced populations of A. franciscana in
Europe. However, C. podicipina has been recorded in the two native European
species of Artemia and the present study demonstrates that A. franciscana is a
susceptible intermediate host of this species. The habitats in Spain, France or
Portugal, where previous studies on introduced populations of A. franciscana
have been carried out (Georgiev et al. 2007, 2014, Vasileva et al. 2009,
Sanchez et al. 2012b) are shallow salt ponds, where no grebes or a few grebe
individuals have been recorded.

H. (s. I.) californicus is a parasite of Nearctic gulls and, therefore, does
not occur in A. franciscana from its invasive range in the Palaearctic Region.
However, in its invasive habitats, A. franciscana participates (although with
low infection rates) in the circulation of at least nine cestodes parasitic in other
groups of aquatic birds that do not occur in its native geographical range, e.g.
flamingos and shelducks (Table S3), despite the lack of long-term co-
evolutionary processes between the American brine shrimps and the
Palaearctic cestode parasites. Having in mind the high abundance of
charadriiform birds at GSL and the numerous records of cestodes using them
as definitive hosts (Table S2), it can be expected that further cestode species

occur in A. franciscana in its native habitats in America.

The overall cestode infection in the native population of A. franciscana in
GSL is much higher than in the introduced populations of the same host in the
Palaearctic Region (Table 5). The prevalence and abundance of C. podicipina

in A. franciscana is particularly high. The comparison of these results with the
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infection rates in the same host in its invasive habitats in Europe (Georgiev et
al. 2007, 2014, Sanchez et al. 2012b) is in agreement with the hypothesis that
A. franciscana has a lower susceptibility to the Palaearctic cestode parasites
than to cestode parasites in its native range. From another point of view, the
values of the infection descriptors in the native A. franciscana in GSL are
comparable to those of native populations of the Palaearctic brine shrimps
(Table 5).

Table 5. Comparison of infective descriptors with cysticercoids between populations of brine
shrimps Artemia parthenogenetica (A. p.), A. salina (A. s.) and native and invasive populations
of A. franciscana (A. f.).

SE:iirr:]ep Locality Total (cysticercoids) C. podicipina Ref.
species (COUNtrY) P% MI+SE MA+SE P% MI+SE MA=SE
A.p. Odiel (Spain) 26.8 171+128 044+099 65 1.42+0.82 009+040  [1]
A.p. Odiel (Spain) 470 362+038 1.70+022 20 1.25+025 0.02+001  [2]
A.p. SNSR, Sanlucar (Spain)  69.0 2.04+0.10 1.40+0.10 - - - [2]
A.p.  SP, Sanlicar (Spain) 89.0 1.97+0.08 1.80+0.08 - - - [2]
A.p. Aigues Mortes -summer 709 1.97+0.08 1.40+0.08 - - - [3]
(France)
A.p. Aigues Mortes -winter 66.7 2.33+0.7151.46+0.60 - - - [3]
(France)
A.s. Almeria (Spain) 830 299+014 248+014 60 1.15+010 007002 [2]
A.f. Castro Marim (Portugal) 9.0 1.09+0.09 0.10+0.02 - - - [2]
A.f. SLA, Puerto Real (Spain) 24.3 1.12+0.08 0.27 +£0.10 - - - [2]
A.f.  SSB, Puerto Real (Spain) 2.0 1.40+0.40 0.03+0.02 - - - [2]
At '?'F‘-‘g:ﬁze';""”es'summer 15 100£000 002+001 — - - 3]
A.f. Aigues Mortes-winter 07 111 0.01+£0.005 - - -
(France) 3]
A.f. LaTapa (Spain) 59 116007 0.07+0010 - - - [4]
Af.  GSL,Utah (USA) 39.2 1.68+0.04 0.66+002 349 169+0.04 059+ 0.02 P;tejj;t

GSL — Great Salt Lake; SNSR - Salinas Nuestra Sefiora del Rocio; SP - Salinas Portuguesas; SLA - Salinas
Las Animas; SSB - Salinas Santa Béarbara; P% - prevalence; MI + SE — mean intensity; MA = SE — mean
abundance. Ref.-References: [1] Georgiev et al., 2005; [2] Georgiev et al., 2007; [3] Sanchez et al., 2012a;
[4] Georgiev et al., 2014.
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It seems that the differences in the parasite susceptibility of Artemia spp.
and the different infection rates between the native and introduced populations
of A. franciscana depend on the evolutionary time needed for co-adaptation
and establishment of host parasite associations. If this assumption is correct,
then the infections will increase over time as native cestodes become adapted
to their newly-acquired invasive hosts (Georgiev et al. 2007).

In conclusion, the results of this first study on the parasite infection of
native populations of American brine shrimps revealed that A. franciscana
participates in the life cycles of helminths of aquatic birds in its native
habitats. The species composition of helminth parasites and the spatial
variations in their prevalence and abundance may reflect the abundance and

distribution of aquatic birds serving as definitive hosts.

The population of A. franciscana from GSL is characterised by high
prevalence, intensity and abundance of the overall cestode infection in contrast
to the introduced populations of this species in the Palaearctic Region. At the
same time, the values of the infective descriptors in native populations of A.
franciscana are slightly lower or in some cases similar to those in the
Palaearctic species A. parthenogenetica (diploid populations) and A. salina in
their native habitats. Additional studies are needed to estimate if parasites can
modify the appearance and behaviour of the native populations of American
brine shrimp in the same way and with such significant fitness costs as they do

with the Palaearctic Artemia spp. (Amat et al. 1991, S&nchez et al. 2009a).
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SUPPLEMENTAL INFORMATION

Figure S1. Sampling sites in the Great Salt Lake. 1 — Saltair Marina; 2 — Antelope Island; 3 —
Antelope Island Causeway; 4 — Ogden Bay.
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Table S1. Mean values of monthly waterbird counts at the Great Salt Lake for the period from
April 2008 to September 2011. * results of a single day —counts in September 2011. Primary data provided
by Utah Division of Wildlife Resources. Mean monthly values calculated on the basis of the data for the relevant
month of each year.
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Lsruz pipixcsn 55 13 153217 8888 28285 23 84 A 1108 [ 3 3 RE| - - 2 &2
Lsrue delswerensie - 1 53433 52375 269 - - - 883.5 - - - 2 - - - -
Unidentified
sandpiparn: - 112.4 .2 a1 - - 5 B42E 128 1 B2 - - -2 - 5
Unidentified
phalaropes - 55 TE45 1423 - 20 - 4588 1875 - - - 4 - - - a8
Unidentified gulls 198 17R 67 - - - - - - 2 - - ZERE| -t - -
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Table S2. Records of Wardium spp. (Cestoda, Cyclophyllidea, Hymenolepididae) from
charadriiform birds in North America.

Length of
Cestode species hooks Host Locality Reference
(um)*
W. annandalei (Southwell, 1922) 32 Tringa semipalmata inornata Montana [1]
W. canarisi Kinsella et Deblock, 2000 19-21 Arenaria melanocephala Alaska [2]
- Arenaria interpres Alaska [3]
W. capellae (Baer, 1940) 21-25 Steganopus tricolor Colorado [4]
- Limnodromus scolopaceus Texas; Mexico [5]
W. cervotestis (Ahern et Schmidt, 13 Recurvirostra americana Manitoba [6]
1976)?
. Texas [7
- Colorado [7]
- Utah [8]
W. cirrosa (Krabbe, 1869) Spassky, 22-24 Larus argentatus Canada [9]
1961
W. fryei Mayhew, 1925* 22-28 Larus argentatus Canada [o1*
- Larus glaucescens Alaska;Washington [10], [11]
- Larus canus Alaska [11]
W. himantopodis (Krabbe, 1869) 8-10 Himantopus mexicanus Texas [12]
W. hughesi (Webster, 1947) 12 Charadrius melodus Texas [13]
- Recurvirostra americana Manitoba [6]
W. limnodromi (Prudhoe et Manger, 110-116  Limnodromus scolopaceus Texas; Mexico [5]
1966)
W. paraclavicirrus Oshmarin, 1963° 16-18 Steganopus tricolor Montana [4]
W. recurvirostrae (Krabbe, 1869) 14-15 Recurvirostra americana Alberta [6]
- Manitoba [6]
- Utah [8]
. Texas [7
- Colorado [7]
W.1 gél;;;socirrus (Deblock et Rausch, 23-24 Limosa haemasstica Alaska [14]

! total length of the rostellar hooks presented after Bondarenko and Kontrimavichus (2006); ? records of the
synonyms of this species are also included, i.e. Hymenolepis cervotestis, Dicranotaenia cervotestis and
Diorchis recurvirostrae Ahern et Schmidt, 1976 (synonymy after [15] Bondarenko and Kontrimavichus
2006); ® Hymenolepis arguei Pomeroy et Burt, 1964 was synonymised with W. fryei by Bondarenko and
Petkevichiute (1998); “according to Bondarenko and Kontrimavichus (2006), Hymenolepis calumnacantha
Schmidt, 1963 is a synonym of W. paraclavicirrus.
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Abstract

The American brine shrimp Artemia franciscana Kellogg, 1906 is invasive in the
Mediterranean region where it has displaced native populations of sexual A. salina and
clonal A. parthenogenetica from many hypersaline wetlands. Brine shrimps are
intermediate hosts of several cyclophyllidean avian cestodes, whose effects have been
studied in native Artemia. However, determinants of these infections in the alien
invader remain unknown. We present the most detailed study to date of parasitism of
A. franciscana by cestodes in its invasive range, conducted in the Ebro Delta salterns
(NE Spain) over a 33 month period, when a total of 9,293 A. franciscana adults and
8,902 juveniles were studied. We examined for first time whether host age and sex
influence infection rates. Ten cestode species were recorded, with a total prevalence of
11.1% in adults and 2.7% in juveniles. The most abundant cestodes were Eurycestus
avoceti (in adults) and Flamingolepis flamingo (in juveniles). Prevalence, abundance
and intensity of infection were significantly higher in adults for four cestode species
(Flamingolepis liguloides, Wardium stellorae, E. avoceti and Anomotaenia
microphallos), and significantly higher in juveniles for F. flamingo. Mean cestode
species richness was four times higher in adults. One cestode species (F. liguloides),
was significantly more abundant in adult females than in adult males. Host age
influences infection patterns which seem to be strongly related to the feeding
behaviour of avian final hosts (filtering wversus picking), suggesting complex
ecological interactions among predators, prey and their parasites, with important
implications for native biodiversity and ecosystem stability.

Keywords: host-parasite interactions, helminth larvae, Artemia franciscana, intrinsic

factors, age, invasion process.
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INTRODUCTION

Brine shrimps of the genus Artemia Leach, 1819 (Crustacea, Branchiopoda,
Anostraca) are a complex of sibling species distributed worldwide with the
exception of Antarctica (Vanhaecke et al. 1987; Triantaphyllidis et al. 1998).
The American brine shrimp Artemia franciscana Kellogg, 1906 is a key
species for the aquaculture industry, serving as live food for fish larvae and
crustaceans (Van Stappen 1996). A. franciscana cysts, particularly originating
from Great Salt Lake and San Francisco Bay (USA), have been exported for
aquaculture, the improvement of salt extraction in salterns, the pet trade
market, and to generate local sources of cysts (dormant eggs) (Abatzopoulos et
al. 2002; Sui et al. 2012), facilitating the arrival and spread of A. franciscana
outside its natural range (Amat et al. 2005). A. franciscana is highly invasive
and usually rapidly outcompetes native Artemia species possibly due to its
higher reproductive rate and competitive abilities, and its markedly
eurythermal and euryhaline character (Browne and Halanych 1989; Browne
and Wanigasekera 2000; Amat et al. 2007). It also has a high capacity to
disperse between habitats via migratory waterbirds, which might facilitate its
expansion (Sanchez et al. 2012a; Mufioz et al. 2013). In the Mediterranean, the
introduction of this exotic species is provoking the extinction of native A.
salina (Linnaeus, 1758) and A. parthenogenetica Bowen and Sterling, 1978
populations (Amat et al. 2007; Ben Naceur et al. 2010; Pinto et al. 2013;
Mufioz et al. 2014). A. franciscana has also spread into Asia (Iran, Irak, India,
Paquistan, China, Vietnam), and Australasia (Ruebhart et al. 2008; Vikas et al.
2012), being a threat for native biodiversity (mostly parthenogenetic forms and
bisexual species such as A. urmiana Gunther, 1899 in Ukraine and Iran, or A.
sinica Cai, 1989 in China).
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Artemia spp. are intermediate hosts of avian cestodes that can have a
major influence on their fitness, with a total of 15 species recorded in the
Palaearctic Artemia species (Redon et al. 2015a). In the Western
Mediterranean, native sexual A. salina and asexual A. parthenogenetica are
parasitized by 12 species of tapeworms whose final hosts are flamingos,
waders, grebes, ducks or gulls (Georgiev et al. 2005; Vasileva et al. 2009;
Sanchez et al. 2013a). Although A. franciscana was introduced as cysts, and
therefore free of its own native helminth parasites from North America, it may
be infected by parasites using other Artemia spp. as intermediate host in
Mediterranean wetlands. So far, nine cestode species have been found in
introduced A. franciscana populations (Georgiev et al. 2007, Georgiev et al.
2014; Sanchez et al. 2012b; Red6n et al. 2015a). A recent study in Great Salt
Lake (Utah, USA) has recorded the presence of four cestode and one nematode
species parasitizing A. franciscana in its native range (Redén et al. 2015b).
The role of cestodes in the ecology and biology of their brine shrimp hosts has
been addressed mainly by studies of native Artemia (Sanchez et al. 2013b).
Almost all previous studies focus on adult brine shrimps, and there is little
knowledge of the role of earlier developmental stages of Artemia in the life
cycle of avian cestodes (Redon et al. 2011). There are relatively few studies of
cestodes affecting A. franciscana in its invasive Mediterranean range, and here

we present the most detailed study to date.

In the present work, our first objective was to study the cestode
community in the alien invasive A. franciscana inhabiting the Ebro Delta
salterns in order to understand the role of this invader as an intermediate host
to native parasites (Sanchez et al. 2012b; Georgiev et al. 2007, 2014; Redon et
al. 2015a). Secondly, we aimed to explore if host age class (in terms of

developmental stage: juvenile or adult) and host sex influence parasite
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infection rates. To do that, we assessed cestode infections for juvenile and
adult Artemia separately in order to provide the first study of the potential role
of A. franciscana juveniles as intermediate hosts in the circulation of avian
cestodes. We tested the hypothesis that there is an accumulative effect of
parasites with the development of the intermediate host, such that adults have
consistently higher infection rates than earlier stages. We compared the
infections in adult males and females to test the hypothesis that females would
be more prone to infections owing to their longer lifespan (based on
observations from life table studies: S. Redén and F. Amat, unpublished data)
and larger size (Amat 1985; Amarouayache et al. 2009a) compared to males;
this might result in greater exposure to parasites and provide more resources to
incoming parasites (Poulin 1996). Finally, we consider how the cestode
community and their temporal dynamics related to the community of avian

final hosts in the study area.

MATERIALS AND METHODS

Study system and field samples

The Ebro Delta (Province of Tarragona, NE Spain) is the largest wetland area
(320 km?) on the Mediterranean coast of Spain and is protected as a Natural
Park, Ramsar site and an EU Special Area for Bird Protection. It is one of the
most important habitats for migratory waterbirds in the Iberian Peninsula
(Marti and Del Moral 2002). The alien species Artemia franciscana was first
detected in our study area (La Trinitat coastal saltern complex, 40°35°N,
00°41"E, Figure 1) in 2007 and its introduction probably originated as a result

of prawn larviculture activities in the area (Amat et al. 2007). Previously these
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salterns supported a tetraploid parthenogenetic population of Artemia (Amat et

al. 1995), but this native form has not been recorded since.

Repeated sampling visits were carried out from 2007 to 2010. Live
Artemia were collected in five ponds (Figure 1) chosen according to
accessibility and Artemia availability. Surface temperature (T) and salinity (S)
were measured in situ with a hand-held thermometer and Shibuya®
refractometer (measurements taken from 11:00 h — 13:00 h). A. franciscana
populations were found in all visits, although they were usually near the
bottom of the water column and difficult to detect visually.

Sampling efforts were concentrated in the following three ponds (depth
20 — 50 cm) with the aim of studying the temporal dynamics of Artemia and
their parasites (Figure 1). Pond 4 was sampled monthly from June 2007 to
March 2009, then in January and March 2010 (S range = 85 — 170 %o, mean =+
s.e. = 114.8 £ 4.57). Pond 6 was sampled monthly from March 2008 to March
2009, except in November (S range 160 — 280 %o, mean = 214.1 + 14.03).
Pond CX, a large pond between the other salt ponds and the sea, isolated from
the brine circulation system (Figure 1), was the only pond in which A.
franciscana regularly coexisted with the native A. salina (details of cestode
infections in these native shrimps are presented by Redoén et al. 2015a).
Samples were collected monthly from January 2009 to January 2010 (S range
=45 — 260 %o, mean * s.e. = 114.6 = 18.35). Brine T ranged between 5 and
32°C (mean * s.e. = 18.5 + 2.67, considering these three ponds). Additional
samples were also collected in April (T = 23°C, S =264 %o) and October 2008
(T = 14°C, S = 240 %0) from a canal between evaporation and crystallization

ponds, and in March 2008 from Evaporator 3 (Figure 1, Figure S1).
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River Ebro Delta (NE Spain)

Figure 1. Geographic location of the Ebro Delta (Province of Tarragona, NE Spain) and map of
the Ebro Delta salterns La Trinitat indicating the Artemia collection sites: (A) Pond 4, (B) Pond
6, (C) Pond CX, (D) Evaporator 3, (E) Channel.

Two Artemia samples were collected from each pond with 160 pm and
500 um mesh hand-nets (sample A and sample B, respectively). Sample A was
used to examine population age structure, whereas sample B was collected to
ensure enough individuals for parasitological analyses. Animals were
transferred into several 20 L plastic containers filled with pond brine while
some fresh cultured microalgae (Dunaliella sp. + Tetraselmis suecica) were
added. Then, samples were transported to the laboratory where they were
maintained for several days in 60 L tanks with 100 %o brine and gentle

aeration, and fed on the same mixed microalgae culture.
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Brine shrimp host populations: species and age structure

Within 48h, a subsample of 2 L from sample A was sieved through a 200 pm
mesh, then Artemia were lightly anaesthetized in seawater with some drops of
chloroform-saturated distilled water, examined under a stereomicroscope and
assigned to four age-classes (nauplii, metanauplii, juveniles and adults).
Juveniles are immature specimens with sexual segments (ovisac or hemipenis)

that are not completely developed but enough to be identified at species-level.

Juveniles and adults were identified to species following morphological
descriptions (Amat 1985). The proportion of juveniles varied over time (Figure
S1) confirming that this alien species had multiple generations per year (Amat
et al. 2007). We separated the sexes in juveniles and adults (Amat 1985).

Parasite identification

Juveniles and adults from sample A were examined while anaesthetized under
a stereomicroscope for cestode cysticercoids. Further individuals were
randomly selected from sample B until a combined total of approximately 500
individuals (when available) was reached, including juveniles and adults. After
observations of the cysticercoids in situ, each infected specimen was prepared
in a temporary glycerol mount and examined under a compound microscope.
When a more accurate examination was needed, isolated cysticercoids were
mounted in permanent Berlese’s medium slides to facilitate observations of the
rostellar hooks. Identification was based on Georgiev et al. (2005) and
Vasileva et al. (2009).
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Quantitative analysis of cestode infection and statistics

Several descriptors were considered in order to quantify cestode infections in
Artemia. Prevalence (P%: proportion of infected individuals in the host
population), abundance (MA: mean number of cysticercoids for the total
number of shrimps examined) and intensity (MI: mean number of
cysticercoids in infected shrimps) were calculated for the overall infection and
for each parasite species (terminology following Bush et al. 1997). Also, we
guantified species richness (SR: mean number of cestode species present in
each Artemia individual) and the species richness in infected specimens (SR
infected), as well as the relative abundance (RA) of each cestode species (as a
proportion of all cysticercoids).

Host age: adults vs. juveniles

The age of Artemia individuals was assessed by their developmental stage
which is also related to size ranges: 4-6 mm for juveniles and > 6 mm for
adults (larval stage X—XII and X1I-XVIII, respectively; see Amat 1985) rather
than by days since hatching because in the natural populations we had no way
of knowing dates of hatching. We analyzed parasites in A. franciscana adults
and juveniles separately, and for 46 samples in which both age groups
occurred. We compared infection levels using Wilcoxon Paired tests, for
prevalence, MI, MA and SR.

Sexual differences in parasite loads

Differences in infection parameters between male and female adult Artemia

present in a given sample were tested with Wilcoxon Signed Rank tests.
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RESULTS

Cestode community in Artemia franciscana and seasonal variation

We examined a total of 18,195 specimens of A. franciscana (9,293 adults and
8,902 juveniles) sampled from June 2007 to March 2010, and 1,277 of which
were infected with cestode cysticercoids (total prevalence 7%). The size of
juveniles ranged from 3.6 to 6.8 mm, while for adults the mean size * s.d. was:
7.8 £ 0.65 mm for ovulating females, 8.68 + 0.66 mm for ovigerous females,
and 7.59 £ 0.42 mm for males (N = 15 in each group). We recorded a total of
1,618 cysticercoids of 10 cestode species: Flamingolepis liguloides (Gervais,
1847), Flamingolepis flamingo (Skrjabin, 1914) (Figure 2 A, B),
Gynandrotaenia stammeri Fuhrmann, 1936 and Gynandrotaenia sp. (adults
parasitic in flamingos); Wardium stellorae (Deblock, Biguet et Capron, 1960)
and Branchiopodataenia gvozdevi (Maksimova, 1988) (gulls); Fimbriarioides
tadornae Maksimova, 1976 (shelducks); Anomotaenia tringae (Burt, 1940),
Anomotaenia microphallos (Krabbe, 1869) and Eurycestus avoceti Clark, 1954
(Figure 2 C, D) (waders). One species, E. avoceti, was dominant, with a
relative abundance (RA) of 56.5% and peaks of infection in July-August,
particularly in the case of adult A. franciscana (Figure 3). The temporal
dynamics of cestode infection indicate higher prevalences in summer months
for two consecutive years of the study period (2007 and 2008). The same
seasonal pattern was observed for E. avoceti, the most abundant parasite in the

community (Figure 3).
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Figure 2. General aspect of the brine shrimp A. franciscana infected by the most prevalent
parasite species in each developmental class. A) Juvenile male infected by Flamingolepis
flamingo (arrow) and (B) detail of the cysticercoid. C) Adult female infected by Eurycestus
avoceti (arrow) and (D) detail of the cysticercoid.
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Figure 3. Seasonal prevalence of cestodes in A. franciscana adults from pond 4, from June 2007
to March 2010. Bars show 95% confidence intervals.

Comparing cestode infections in adult and juvenile A. franciscana
Although cestode infections were recorded in juveniles, adults were more
likely to be infected. For all specimens examined, 11.1% of adults were
infected, compared to 2.7% of juveniles (Table 1). The total cestode intensity
ranged from 1-7 in adults and 1-4 in juveniles (although < 2% of infected
individuals had more than 3 and 2 cysticercoids for adults and juveniles,
respectively). Although all 10 cestode species occurred in both age groups,
their relative abundance was markedly different (Table 1, Figure S2). The
dilepidid E. avoceti dominated in adults (RA = 64.1%), and the hymenolepidid
F. flamingo in juveniles (RA = 52.8%) (see also Figure 2).
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For 46 samples in which both adults and juveniles were present, overall
cestode infection, prevalence and total cestode abundance were significantly
higher in adults, although there was no difference in overall intensity (Table
1). Prevalence, abundance and intensity were also significantly higher in adults
for four cestode species: F. liguloides, W. stellorae, E. avoceti and A.
microphallos (Table 1, Figure 4). Intensity was also significantly higher in
adults for G. stammeri. In contrast, for F. flamingo, prevalence, intensity and

abundance were significantly higher in juveniles (Table 1).

10

I Adults
[ Juveniles

Prevalence of infection (%)

FL FF WS BG FT EA AT AM GS GSP

Cestode species

Figure 4. Prevalence of cestode species in alien A. franciscana from Ebro Delta according to
age class (all available data, N = 18,195). Bars show upper 95% confidence intervals. FL,
Flamingolepis liguloides; FF, F. flamingo; WS, Wardium stellorae; BG, Branchiopodataenia
gvozdevi; FT, Fimbriarioides tadornae; EA, Eurycestus avoceti; AT, Anomotaenia tringae; AM,
A. microphallos; GS, Gynandrotaenia stammeri; GSP, Gynandrotaenia sp.

The mean cestode species richness (SR) in adult A. franciscana was four
times that observed for juveniles (p = 0.002), although there was no significant
difference in SR of infected specimens (Table 1).
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Cestode infections in male and female A. franciscana

In adult A. franciscana (N = 5,473 males, 3,820 females), prevalence of
cestodes was lower in males (8.8%) than in females (14.5%), but no significant
differences were found between sexes for total prevalence, prevalence of any
parasite species, or SR (Wilcoxon Signed Rank tests, comparing 49 paired
samples, p > 0.05). In contrast, intensity of infection of F. liguloides was
significantly higher in females (MI: 1.48 + 0.15, maximum = 6) than in males
(MI: 1.24 + 0.06, maximum= 3, Wilcoxon Signed Rank test, 9 paired samples,
T =1, p = 0.046). Similarly, the abundance of F. liguloides was significantly
higher in females (MA: 0.0188 + 0.006) than in males (MA: 0.0097 + 0.004,
mean = s.e. for 49 paired samples, T = 88, p = 0.025).

DISCUSSION

Cestode community and temporal dynamics in A. franciscana

Our study of cestode infections in A. franciscana is the most completed to date
in terms of its duration and the number of individuals and samples analyzed.
We recorded 10 species of cestodes in A. franciscana in the Ebro Delta
salterns compared to a previous local maximum in any locality of 6 species (at
Castro Marim, Portugal; Georgiev et al. 2007). This is also the first record for
Wardium stellorae (a cestode specific to gulls) in this alien brine shrimp.
Grouping parasites according to their definitive hosts, 62% of all cysticercoids
were parasites of shorebirds (Eurycestus avoceti + Anomotaenia tringae + A.
microphallos), 33.4% were parasites of flamingos (Flamingolepis liguloides +
F. flamingo + Gynandrotaenia stammeri + Gynandrotaenia sp.), 3.2% were

parasites of gulls (Wardium stellorae + Branchiopodataenia gvozdevi), and
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1.4% were a parasite of shelducks (Fimbriarioides tadornae). This is
consistent with data from other A. franciscana populations in Spain, Portugal
and France, in which parasites of shorebirds had the highest prevalence and
abundance (Georgiev et al. 2007; Georgiev et al. 2014; Sanchez et al. 2012b).
The species composition of the cestode community generally matches the
structure of the waterbird community in the Ebro Delta (Marti and del Moral
2002; Appendix I).

As in other salterns in the Iberian Peninsula (Sanchez et al. 2013a), the
greater flamingo Phoenicopterus roseus Pallas, 1811 was very abundant in our
study area (Appendix 1) and dominant in terms of final host biomass. The
greater abundance of shorebird parasites in A. franciscana suggests that this
species has resistance to flamingo parasites. This and other studies show that
F. flamingo is consistently more prevalent than F. liguloides in alien A.
franciscana (Georgiev et al. 2007; Georgiev et al. 2014), unlike native Artemia
in which F. liguloides is consistently more prevalent than any other cestode
(Georgiev et al. 2007; Sanchez et al. 2013a). Since both Flamingolepis species
share the same final host, this suggests that F. flamingo is more pre-adapted to
infect A. franciscana. Furthermore, F. liguloides has a stronger effect on the

fecundity of A. salina than on the invasive A. franciscana (Redon et al. 2015a).

Although care is required in interpreting data from only one sample per
month collected in one part of the pond, we detected strong seasonal
dynamics, with a strong peak in the prevalence of total cestode infections and
infection by E. avoceti in July and August, which was repeated between years
(Figure 3, S3). This is likely to be connected with dynamics of the final hosts,
since shorebirds use the study area in large numbers during post-breeding

migrations at this time of year (Figuerola and Bertolero 1996; Bigas 2012).
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Also, in A. franciscana juveniles, a peak in prevalence of total cestodes and
prevalence of F. flamingo was observed in October (Figure S4), probably
linked with higher abundance of flamingos in autumn and winter months (A.
Curcé pers. comm.; unpublished data).

Brine shrimp age and sex effects on cestode infections

This study is the first exploring the role of juvenile stages of alien A.
franciscana in the transmission of native cestodes in an invaded wetland.
Juveniles were regularly infected by cestodes, though to a lesser extent than
adults (Table 1). These differential infection rates between juvenile and adult
shrimps suggest the accumulation of parasites with advancing host
development. An age effect was previously detected in A. parthenogenetica,
with total prevalence of 9.5%, 11.8%, and 50.3% for metanauplii, juveniles,
and adults, respectively (Redon et al. 2011).

Our results have revealed a differential distribution of cestode species
between age groups, suggesting that each parasite is adapted to infect hosts of
a certain developmental stage, perhaps owing to differences in final host
feeding behaviour (Redén et al. 2011). In particular, we found higher intensity
and abundance of F. flamingo in juvenile A. franciscana than in adults.
Reduced infections in adults suggest that infected juveniles are preferentially
removed from the population by filter-feeding flamingos, although we cannot
rule out the possibility that their development into adults is somehow delayed.
In contrast, E. avoceti was more abundant in adult A. franciscana, and this
cestode parasitizes shorebirds such as black-winged stilt (Himantopus
himantopus Linnaeus, 1758) or pied avocet (Recurvirostra avosetta Linnaeus,
1758), which visually pick-out Artemia individually and are more likely to

feed on larger adult individuals, which are easier to detect and energetically
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more profitable. A. microphallos and W. stellorae were also more prevalent in
adults, and these are also parasites of final hosts (gulls and shorebirds) that
feed in such a manner.

However, our results may also be influenced by differences between
cestode species in changes in the immune response of Artemia with age. For
example, juvenile A. franciscana may be particularly susceptible to F.
flamingo infection at an early stage. Selective age infection may also be
determined by differences in parasite egg size (Redén et al. 2011). Differences
in Artemia ability to filter particles across a size range is related with
developmental stage (Gelabert et al. 2001), which suggests that parasites with
bigger eggs are more likely to infect adult Artemia. However, in this case, eggs
of both Flamingolepis species are small enough to be ingested by early stages
of brine shrimp such as metanauplii and juveniles (Redo6n et al. 2011); thus,
further studies are needed to clarify why F. liguloides infect juvenile A.

franciscana to a relatively lower extent than its congener F. flamingo.

No sex-based differences in the overall infection rate were detected in A.
franciscana. A slight sex difference was only identified in the case of F.
liguloides, females being more intensely parasitized than males. This may be
because the longer lifespan (unpublished data) and larger size of females
increase the likelihood of ingestion of cestode eggs or provide a better habitat
(in terms of space and nutritional resources) for development of the infective
larval stage of this cestode species, which has a particularly large cysticercoid
(see Georgiev et al. 2005). Another possible explanation is related to
differences in immune defences between Artemia sexes. Sex-based differences
in parasitism are extensively studied in vertebrates, and males tend to have
significantly higher parasite prevalence and intensity than females (Poulin
1996; Schalk and Forbes 1997; Moore and Wilson 2002), probably due to the
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cost of sexual selection. Different exposure to parasites or an immune
suppression associated with androgens (primarily testosterone) are thought to
play a major role in this general male-bias pattern (Zuc and McKaen 1996).
Among invertebrates, male-biases are also observed but owing to the absence
of testosterone a different mechanism must be responsible for increasing male
vulnerability (Zuc and McKaen 1996). For example, male copepods
Macrocyclops albidus (Jurine, 1820) infected experimentally by the larval
cestode Schistocephalus solidus (Muller, 1776) had significantly higher
prevalence and intensity of infection than females, likely due to a weaker
immune response in males (Wedekind and Jakobsen 1998). Sheridan et al.
(2000), however, did not find a consistent sex bias in parasitic infections in
arthropod hosts and suggested that the lack of steroid hormones could be a
reason why males are not generally more parasitized than females. Differences
in physiology, morphology, ecology and behaviour between males and females
may all contribute to sex differences in parasite loads. The longer lifespan and
larger size of Artemia females are likely to explain the higher intensity and

abundance of F. liguloides in A. franciscana females.

Parasite implications in the invasion process

The invader A. franciscana population inhabiting the Ebro Delta is
characterized by a more diverse cestode assemblage than those observed in
other areas of the introduced or native range. Indeed, in the Western
Mediterranean it is infected by the same cestode species as native Artemia spp.
but with a much lower overall rate of infection (Sanchez et al. 2013a, Redon et
al. 2015a). In the Ebro Delta, the prevalence of F. liguloides and A. tringae is
higher in A. salina, and both these species reduce the fecundity of their hosts

(Amarouayache et al. 2009b; Reddn et al. 2015a). In particular, the highest
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prevalence of F. liguloides is 60% for A. salina and 6.3% for A. franciscana
(Redon et al. 2015a) suggesting that this parasite is a strong regulator of native
host population dynamics. This suggests that resistance to cestodes could be
explaining (at least partially) the invasiveness of A. franciscana in the Ebro
Delta salterns and other invaded ecosystems across the Old World. Further
research on both cestode — Artemia interactions and effects in upstream bird
hosts are needed to elucidate the role of parasites in the successful invasion of

A. franciscana.
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Sampled period

juvenile brine shrimps in each sample examined at the different
Delta salterns: (A) pond 6, (B) pond CX, and (C) pond 4. Also in (B)
3 isolated samples of Evaporator 3 (1 sample) and Channel (2 samples) are indicated. Samples
in which only adults were recorded (0% juveniles) are indicated as X (3 cases). Only in one

2008), no Artemia were present.
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Figure S2. Relative abundance (RA%) of cestode species in adults and juveniles of A.
franciscana (all available data, N = 1,334 for adults, and N = 284 for juveniles). Bars show
upper 95% confidence intervals. See Table 1 for species codes.
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Figure S3. Monthly prevalence of total cestodes and of Eurycestus avoceti in A. franciscana
from pond 4 during 2008. A) Adults, B) Juveniles. Bars show 95% confidence intervals.
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franciscana juveniles from pond 4 during 2008. Bars show 95% confidence intervals.
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Table 1. Annual total and mean counts of waterbird species at Ebro Delta Natural Park (NE,
Spain) for the study period. Data presented are for “La Punta de la Banya” location, an area of
2500 ha in which the Ebro Delta salterns are included. Counts were provided by Parc Natural
del Delta de I"Ebre, Generalitat de Catalunya.

Bird species 2007 2008 2009 2010 mean count
Anas acuta 4 32 8 185 57.25
Anas clypeata 26 358 2 783 292.25
Anas crecca 0 0 0 3 0.75
Anas penelope 6 0 16 11 8.25
Anas platyrhynchos 28800 11944 11337 12159 16060
Anas strepera 16 2 0 82 25
Cygnus atratus 0 1 0 0 0.25
Mergus serrator 45 0 0 0 11.25
Netta rufina 12 12 62 11 24.25
Egretta alba 2 0 0 0 0.5
Casmerodius albus 0 0 1 0 0.25
Ardea cinerea 17 3 12 20 13
Phalacrocorax carbo 0 855 0 0 213.75
Podiceps cristatus 7 0 38 4 12.25
Podiceps nigricollis 2 0 0 0 0.5
Tadorna tadorna 673 1043 1809 647 1043
Platalea leucorodia 0 0 5 19 6
Phoenicopterus roseus 6941 5604 3317 4672 5133.5
Phoenicopterus minor 0 3 0 0 0.75
Falco tinnunculus 2 4 0 3 225
Falco columbarius 2 0 0 0 05
Falco peregrinus 4 1 5 2 3
Circus aeruginosus 0 0 3 5 2
Circus cyaneus 0 0 1 0 0.25
Haematopus ostralegus 8 10 8 10 9
Recurvirostra avosetta 193 473 893 977 634
Charadrius alexandrinus 0 296 278 26 150
Pluvialis apricaria 0 0 2 0 0.5

(Continue in next page)
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Bird species 2007 2008 2009 2010 mean count
Pluvialis squatarola 577 450 472 283 4455
Calidris canutus 3 2 0 6 2.75
Calidris alba 90 404 653 22 292.25
Calidris minuta 3212 5200 2142 3518
Calidris alpina 14024 17923 19370 14698 16503.75
Limosa lapponica 0 3 0 16 4.75
Limosa limosa 56 0 0 0 14
Numenius arquata 0 15 0 0 3.75
Tringa totanus 11 31 20 18 20
Tringa nebularia 0 8 0 2 25
Actitis hypoleucos 2 0 0 0 0.5
Arenaria interpres 227 45 32 2 76.5
Larus genei 40 16 14 40 27.5
Larus audouinii 61 123 0 1 46.25
Larus fuscus 0 259 0 0 64.75
Larus michahellis 0 12989 0 0 3247.25
Alcedo atthis 0 0 1 0 0.25
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Abstract

The American brine shrimp Artemia franciscana is invasive in the Mediterranean
region where it has displaced native species (the sexual A. salina, and the clonal A.
parthenogenetica) from many salt pond complexes. Artemia populations are
parasitized by numerous avian cestodes whose effects have been studied in native
species. We present a study from the Ebro Delta salterns (NE Spain), in a salt pond
where both A. franciscana and native A. salina populations coexist, providing a unique
opportunity to compare the parasite loads of the two sexual species in syntopy. The
native species had consistently higher infection parameters, largely because the
dominant cestode in A. salina adults and juveniles (Flamingolepis liguloides) was
much rarer in A. franciscana. The most abundant cestodes in the alien species were
Eurycestus avoceti (in adults) and Flamingolepis flamingo (in juveniles). The
abundance of E. avoceti and F. liguloides was higher in the A. franciscana population
syntopic with A. salina than in a population sampled at the same time in another pond
where the native brine shrimp was absent, possibly because the native shrimp provides
a better reservoir for parasite circulation. Infection by cestodes caused red colouration
in adult and juvenile A. salina, and also led to castration in a high proportion of adult
females. Both these effects were significantly stronger in the native host than in A.
franciscana with the same parasite loads. However, for the first time, significant
castration effects (for E. avoceti and F. liguloides) and colour change (for six cestode
species) were observed in infected A. franciscana. Avian cestodes are likely to help A.
franciscana outcompete native species. At the same time, they are likely to reduce the

production of A. franciscana cysts in areas where they are harvested commercially.

Keywords: Cestodes, Sexual Artemia, Syntopic populations, Invasive species, Host

impact, Coevolution, Mediterranean salterns
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INTRODUCTION

The American brine shrimp Artemia franciscana Kellogg, 1906 is a key
species for the aguaculture industry and a model organism for laboratory
research (e.g., in toxicology, genetics or physiology). A. franciscana cysts,
particularly originating from Great Salt Lake (USA), have been exported
worldwide for aquaculture, the improvement of salt extraction in salt ponds
and the pet trade market, facilitating the arrival and spread of A. franciscana
outside its natural range (Amat et al., 2005; Ruebhart, Cock & Shaw, 2008;
Vikas et al., 2012). In the Western Mediterranean, the introduction of this
exotic species is provoking the extinction of native A. salina (Linnaeus, 1758)
and A. parthenogenetica Bowen & Sterling, 1978 populations (Amat et al.,
2005; Amat et al., 2007; Mufioz et al., 2014). The ability of A. franciscana to
outcompete other Artemia species rapidly in the field may be largely explained
by a higher reproductive rate that often allows it to eliminate native congeners
within a few generations in the laboratory (Browne, 1980; Browne &
Halanych, 1989; Amat et al., 2007). However, parasites can also influence
biological invasions, depending on their relative impacts on native and alien
species (Hatcher, Dick & Dunn, 2006; Prenter et al., 2004; Dunn et al., 2012).

Artemia spp. are intermediate hosts of avian cestodes that can have a
major influence on their fitness. In the Mediterranean, native brine shrimps are
parasitized by 12 species of avian tapeworms whose final hosts are flamingos,
waders, grebes, ducks or gulls (Georgiev et al., 2005; Georgiev et al., 2007;
Vasileva et al., 2009). To elucidate the role of parasites in an invasion it is
important to study parasite infections in populations of native and alien host
species co-ocurring in the same habitat (syntopic populations), but this is

difficult because native Artemia have already disappeared from most sites
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where A. franciscana is detected. Comparisons of allopatric Artemia
populations from the southern Iberian Peninsula suggest that A. franciscana
populations have lower levels of infections by cestodes than the native sexual
A. salina and the clonal A. parthenogenetica (Georgiev et al., 2007; Georgiev
et al., 2014; Sanchez et al., 2013). In the present study, we take advantage of a
unique opportunity to compare the parasitism of A. franciscana and A. salina
in the only site where these two sexual species are known to coexist: the Ebro
Delta salterns in north-east Spain.

Séanchez et al. (2012) compared parasitism in syntopic host populations of
A. franciscana and A. parthenogenetica in southern France, and found lower
cestode diversity and abundance in the invasive host. This could potentially be
because the sexual invasive species can resist parasites better than the clonal
native one, owing to the importance of genetic recombination in resisting
parasites (Red Queen hypothesis: Van Valen, 1973; Moritz et al., 1991; Mee &
Rowe, 2006). However, in the case of two sexual species, the relative effects
of parasites may be more similar. Given the lack of preexisting data,
comparing parasite impacts in two bisexual hosts (A. franciscana and A.

salina) is of considerable interest in the context of the biological invasion.

Trophically transmitted parasites such as larval helminths with complex
life cycles often induce changes in the physiology, behaviour or appearance of
intermediate hosts (‘“host manipulation”), rendering them more vulnerable to
predation and facilitating transmission to final hosts (Barber, Hoare & Krause,
2000; Moore, 2002; Poulin, 2006). In native Mediterranean Artemia
populations, cestode infections are associated with a reddish colour, positive
phototaxis, gigantism, longer life span, reduced fecundity and higher levels of
lipids and glycogen (Thiéry, Robert & Gabrion, 1990; Amat et al., 1991,
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Robert & Gabrion, 1991; Sanchez et al., 2006; Sanchez, Georgiev & Green,
2007; Amarouayache, Derbal & Kara, 2009; Sénchez et al., 2009a). The
pathogenic impact of endemic cestodes on the alien A. franciscana remains
unclear, particularly when it co-occurs with native congeners. If A. franciscana
is less affected by cestodes, this may help explain its invasion success by
aiding it to outcompete native hosts.

In the present study, we compared the cestode infections between A.
franciscana and A. salina in a salt pond where they coexisted. We tested the
hypothesis that A. franciscana is less susceptible to native cestodes than A.
salina, leading to a competitive advantage. Secondly, we compared the
infections between this A. franciscana population that is coexisting with a
native host (A. franciscana-syntopic population), and an A. franciscana
population from a neighbouring pond where there are no congeners, in order to
explore if there is a negative relationship between community diversity and
disease risk (Schmidt & Ostfeld, 2001; Keesing, Holt & Ostfeld, 2006;
Johnson & Thieltges, 2010). Thirdly, we analyzed the consequences of
infection by different cestode species for colour change and reproductive
activity in both Artemia species. We predicted fewer consequences for the

alien host, owing to weaker host—parasite coevolution.

MATERIALS AND METHODS

Study system and field samples

The Ebro Delta (Province of Tarragona, NE Spain) is the largest wetland area
(320 km?) along the Mediterranean coast of Spain and is protected as a Natural

Park, Ramsar site and an EU Special Protection Area for birds. Artemia
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franciscana was first detected in our study area (La Trinitat coastal salterns,
40°35'N, 00°41'E, Fig. 1) in 2007 (Amat et al., 2007). Previously, these
salterns supported a tetraploid parthenogenetic population of Artemia (Amat et
al., 1995), but this native taxon has not been recorded since.

Repeated sampling visits were carried out from 2007 to 2010 inclusive.
The present study focuses on samples collected at the following two ponds
during a 12 month period from January 2009 to January 2010, when the native
A. salina was in coexistence with A. franciscana. Pond CX, a large pond
situated between other salt ponds and the sea, isolated from the brine
circulation system (Fig. 1), was the only pond in which A. franciscana
coexisted with A. salina. Samples were collected monthly from January 2009
to January 2010 (salinity S range = 45-260 g/L, mean + s.e. = 114.6 + 18.35;
temperature T range = 5-32 °C, mean % s.e. = 18.1 + 2.37). Pond 4 was
sampled monthly from January to March 2009, then again in January 2010 (S
range = 125-150 g/L, mean = s.e. = 132.5 £ 5.95; T range = 8.5-12 °C, mean +
s.e. = 10.9 + 0.83). In order to increase the sample size for infected shrimps,
additional samples of A. franciscana collected on other dates and in other
ponds (S Redén, AJ Green, BB Georgiev, GP Vasileva, F Amat, 2015,
unpublished data) were used when considering the influence of cestodes on

colouration and reproductive activity of this host species.
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River Ebro Delta

Figure 1. Geographical situation of the study area. Location of the Ebro Delta (Province of
Tarragona, NE Spain) and map of the Ebro Delta salterns La Trinitat indicating the Artemia
collection sites: (1) Pond 4, (2) Pond CX.

Artemia samples were collected from each pond with 160 um and 500
pm mesh hand nets and transported alive to the laboratory. Living Artemia
individuals, anaesthetized with a few drops of distilled water saturated with
chloroform, were examined under a stereomicroscope and juveniles and adults
were separated. Juveniles are immature specimens with sexual segments
(ovisac or hemipenis) that are not completely developed. Juveniles and adults
were identified to species after Amat (1985), Hontoria & Amat (1992a) and
Hontoria & Amat (1992b). The proportion of juveniles varied over time (Fig.
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S1), confirming that both species had multiple generations per year (Amat et
al., 2007). Both juveniles and adults were sexed (Amat, 1985). Adult females
with empty ovisac and no signs of functional ovaries were classified as
castrated and those with embryos, naupliae, or cysts filling the ovisac, or
ovulating (oocites moving along the ovaries or filling the oviducts) were
classified as ovigerous (Fig. S3). The colour of adults and juveniles was
assigned to three categories: dark-red, light-red and not-red (Fig. S2). This
research was conducted under a permit from the Ebro Delta Natural Park
office provided to FA.

Parasite identification

Juvenile and adults were examined, while lightly anaesthetized, under a
stereomicroscope for cestode cysticercoids, until a total of approximately 400
individual shrimps (when available) was reached, including juveniles and
adults. After observations of the cysticercoids in situ, each infected specimen
was prepared in a temporary glycerol mount and examined under a compound
microscope. Identification was based on Georgiev et al. (2005) and Vasileva et
al. (2009). More details of sampling protocols are provided by S Reddn, AJ
Green, BB Georgiev, GP Vasileva, F Amat (2015, unpublished data).

Quantitative analysis of cestode infection and statistics

Several descriptors were applied to the cestode infections in Artemia.
Prevalence (P%: proportion of infected individuals in the host population),
abundance (MA: mean number of cysticercoids for the total number of
shrimps examined) and intensity (MI: mean number of cysticercoids in

infected shrimps) were calculated for the overall infection and for each
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parasite species (terminology following Bush et al., 1997). Also, we quantified
species richness (SR: mean number of cestode species present in each Artemia
individual) and the species richness in infected specimens (SR infected).

(i) Host species: invader vs. native

To compare cestode infections between host species, we used monthly samples
from pond CX in which a total of 2,150 shrimps were examined (1,252 A.
franciscana and 898 A. salina). On a month by month basis, Mann—Whitney U
tests were employed to compare the abundance of parasites, the infection
intensity and SR between host species, separately for adults and juveniles.
Differences in the prevalence of cestodes between host species were analyzed

with Fisher Exact tests.

(i) Influence of coexistence with A. salina on parasitism in A. franciscana

We compared the parasite infections in A. franciscana in a syntopic population
(presence of A. salina, pond CX) with those in a single species population
sampled simultaneously (pond 4). Using Fisher Exact and Mann-Whitney U
tests, we compared the cestode infections in A. franciscana between ponds on
the same sampling day during three months (January, February and March

2009), separately for adults and juveniles.

Parasite castration effects

Taking advantage of all A. franciscana samples available (including those
from other dates and ponds; S Redon, AJ Green, BB Georgiev, GP Vasileva, F
Amat, 2015, unpublished data), we compared the proportion of infected and
uninfected females that were castrated. The castration effect of cestodes in A.

franciscana was evaluated by Wilcoxon tests for paired samples, comparing
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the proportions of castrated shrimps within a given sample, thus avoiding any
non-independence of observations of different individuals within the same
sample. In contrast, Fisher Exact tests were applied for A. salina, because the
small number of samples with this species obliged us to pool them and treat
each individual shrimp as an independent observation. Since castration was
never recorded in uninfected female A. salina, this pooling was unlikely to
bias the observed levels of castration.

Effects of parasites on colour

In order to assess the effects of parasites on the colour of Artemia individuals,
we compared the proportion of red individuals (summing the “dark-red” and
“light-red” categories, Fig. S2) between infected and non-infected specimens
with Fisher Exact tests. The same test was employed to analyze colour-effects
between host sexes and host species for both adults and juveniles. In addition,
to test the influence of infection intensity on colour Mann—Whitney U tests
were applied to compare the cestode intensity between infected individuals
that were red and those that were not. All statistical analyses were carried out
using SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Comparing parasite loads in A. franciscana and A. salina in syntopic

populations

In pond CX where both Artemia species coexisted, A. salina was detected only
in colder months, from January to May 2009, and September 2009 to January

2010 (Fig. 2), whereas A. franciscana was present all year long. Nine cestode
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species were detected in A. franciscana, and seven of these in A. salina (Table
1). These included four species whose adults are parasitic in flamingos
(Flamingolepis liguloides, F. flamingo, Gynandrotaenia stammeri and
Gynandrotaenia sp.), three in shorebirds (Anomotaenia tringae, A.
microphallos and Eurycestus avoceti), one in gulls (Wardium stellorae) and
one in shelducks (Fimbriarioides tadornae).
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Figure 2. Seasonal variation of temperature and proportion of native A. salina in the brine
shrimp community from pond CX throughout an annual cycle. The right vertical axis indicates
the proportion of all Artemia present (whether adults or juveniles) that were A. salina. A.
franciscana were present in all months.

Adult brine shrimps

A total of 868 adults were examined in samples with both species present. Of

these, 24.9% of A. salina and 19.1% of A. franciscana were parasitized by
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cysticercoids (Table 1). Cestodes were detected in all five months of co-
existence (Fig. 3). For overall infection, A. salina had a higher prevalence than
A. franciscana (Table 1), with statistically significant differences in April and
May (Fig. 3A).

Mean total cestode abundance varied from 0.02 to 1.35 in A. salina and
from 0.06 to 0.42 in A. franciscana, and was significantly higher in A. salina
in April and May (Mann-Whitney U tests, p < 0.05). Total cestode intensity
ranged from 1 to 1.84 in A. salina and 1 to 1.19 in A. franciscana, and was
significantly higher in the former in May (p < 0.001). The relative abundance
of cestode species varied between hosts. F. liguloides was the most prevalent
and abundant parasite in A. salina (Table 1), and its prevalence and abundance
were significantly lower in A. franciscana in March, April and May (Fig. 3B).
In May, the prevalence and abundance of A. tringae were also significantly
higher in A. salina (41.2% and 0.471 + 0.08, respectively) than A. franciscana
(11.6% and 0.126 + 0.03). Except in January, E. avoceti was the most
prevalent and abundant parasite in A. franciscana (Table 1). No significant
differences in the intensity of individual cestode species were recorded (Table
1).

A. salina had a higher SR of cestodes (Table 1), being significantly
higher in April (0.70 £ 0.15 for A. salina vs. 0.13 + 0.09 for A. franciscana, p
< 0.05) and May (1.12 £+ 0.11 vs. 0.40 = 0.04, p < 0.001). In May, the SR of
infected specimens was also significantly higher for A. salina (1.52 + 0.09 vs.
1.12 £ 0.04, p < 0.001).
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Figure 3. Comparative
infection in adults of syntopic
brine shrimp populations: A.
franciscana and A. salina from
pond CX, during months when
they were co-existing. (A) Total
cestode prevalence, (B)
Prevalence of Flamingolepis
liguloides. Bars show upper
95%  confidence intervals.
*significant differences at p <
0.05 according to Fisher Exact
tests.

A total of 1,282 juveniles were examined in samples with both species present.

Of these, 9.5% of A. salina and 3.9% of A. franciscana were parasitized by

cysticercoids (Table 1). Cestodes were detected in all months of co-existence

except January (Fig. 4). For the overall infection, prevalence and abundance

were significantly higher in A. salina from March to May (Fig. 4A). No

significant differences were detected in intensity between host species (Table

1).
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Figure 4. Comparative
infection in juveniles of syntopic
brine shrimp populations: A.
franciscana and A. salina from
pond CX, during months when
they were co-existing. (A) Total
cestode prevalence, (B)
Prevalence of Flamingolepis
liguloides. Bars show upper 95%
confidence intervals. *significant
differences at p < 0.05 according
to Fisher Exact tests. No
cestodes were recorded in
January.

Prevalence and abundance of F. liguloides were significantly higher in A,

salina from March to May (Fig. 4B). Prevalence and abundance of A. tringae

were also significantly higher in A. salina in May (66.7% vs. 5.7%, and 0.778
+ 0.22 vs. 0.086 + 0.06). SR was significantly higher for A. salina in March
(0.18 vs. 0.04; p = 0.001), April (0.05 vs. 0.00; p < 0.001) and May (1.56 vs.

0.63; p = 0.003). However, no significant differences were detected for SR of

infected specimens.
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Table 1. Comparative cestode infection in syntopic brine shrimp populations from pond CX
(adults and juveniles). Only data for samples in which both Artemia species were recorded (N =
5) are presented.

Host - adults Host - juveniles
Cestode species A. franciscana A. salina A. franciscana A. salina
N =487 N =381 N =765 N =517
Flamingolepis P% 0.8 17.6 14 8.3
liguloides (FL) Mi 1.00 +0.00 1.25 +0.07 1.18 +0.18 1.21+0.11
MA 0.008 +0.004 0.221 +0.03 0.017 £0.01 0.101 £0.02
Flamingolepis P% 2.3 13 2.2 12
flamingo (FF) Mi 1.09 +0.09 1.20 +0.20 1.00 +0.00 1.17 +0.17
MA 0.025 £0.01 0.016 £0.01 0.022 £0.01 0.014 £0.01
Wardium P% 14 1.0 0.0 0.0
stellorae (WS) MI 1.14 +0.14 1.00 +0.00 0.00 0.00
MA 0.016 £0.01 0.011 +0.01 0.00 0.00
Fimbriarioides P% 1.4 0.0 0.4 0.4
tadornae (FT) Mi 1.00 +0.00 0.00 1.00 +0.00 1.00 +0.00
MA 0.014 £0.01 0.00 0.004 +0.002 0.004 +0.003
Eurycestus P% 8.6 3.9 0.7 0.2
avoceti (EA) Ml 1.02 £0.02 1.00 +0.00 1.00 £0.00 1.00
MA 0.088 £0.01 0.039 £0.01 0.007 +0.003 0.002 £0.002
Anomotaenia P% 4.9 7.3 0.3 1.2
tringae (AT) MI 1.08 +0.08 1.14 +0.09 1.50 +0.50 1.17 +0.17
MA 0.053 +0.01 0.084 +0.02 0.004 +0.003 0.014 +0.01
Anomotaenia P% 0.8 0.0 0.0 0.0
microphallos (AM) Ml 1.00 +0.00 0.00 0.00 0.00
MA 0.008 +£0.00 0.00 0.00 0.00
Gynandrotaenia P% 0.2 0.00 0.0 0.0
stammeri (GS) Ml 1.00 0.00 0.00 0.00
MA 0.002 +0.002 0.00 0.00 0.00
Gynandrotaenia sp. P% 04 0.8 0.1 0.0
(GSP) Mi 1.00 +0.00 1.00 +0.00 1.00 0.00
MA 0.004 +0.003 0.008 +0.005 0.001 +0.001 0.00
Total infection P% 19.1 249 3.9 9.5
MI 1.15+0.04 1.52 +0.08 1.40 +0.13 1.41 +0.14
MA 0.220 £0.02 0.378 £0.04 0.055 £0.01 0.134 £0.02
Species Richness + SE 0.21 £0.02 0.32 £0.03 0.05 £0.01 0.11 £0.02
SR infected 1.10 +0.03 1.28 +0.06 1.30 +0.09 1.18 +0.06

Notes. P%, prevalence; MI, mean intensity; MA, mean abundance; +SE, standard error; SR infected, species
richness of infected individuals.
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The influence of coexistence with native A. salina on parasitism in A.

franciscana

For adult A. franciscana, higher total prevalence and abundance of cestodes
were recorded in each of three months in pond CX where it was coexisting
with A. salina (AF-syntopic) than in pond 4 where it was the only Artemia
species present (AF-single), with statistically significant differences in March
(Table 2). Prevalence was significantly higher in AF-syntopic for F. liguloides
and E. avoceti in January and March, respectively (Table 2). SR was
significantly higher in AF-syntopic in March (Table 2). No significant
differences were detected for infection intensity.

Amongst juvenile A. franciscana, total prevalence, abundance and
species richness were significantly higher in AF-syntopic in March (as for
adults), but significantly lower in AF-syntopic in January (when no infected
juveniles of either Artemia species were recorded in the syntopic population).
The abundance of F. flamingo in March was also significantly higher for AF-

syntopic (Table 3).
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CAPITULO IV

Influence of parasites on host colouration

Red colouration was strongly associated with presence of cestodes in both
Artemia species, and in both adults and juveniles (Fig. 5 and Table 4). Among
infected adults, red colouration was significantly more frequent in A. salina
than A. franciscana (Table 4). There were no differences between sexes for

either host species in the probability of redness when infected.

50 1

30 4
20 4

10 A

0 —

AF-adults AS-adults AF-juveniles  AS-juveniles

Proportion of red brine shrimps (%)

Figure 5. Proportion of infected adults and juveniles with red colouration for A. salina (AS) and
A. franciscana (AF). Bars show 95% confidence intervals. The total number of infected
specimens in each group is shown within the columns. Red colouration was not recorded in
uninfected A. salina, and was very rare in uninfected A. franciscana (absent in juveniles, 0.02%
in adults). For all four categories the proportion of red shrimps is significantly higher in infected
individuals (Fisher Exact tests, p < 0.001).

For both Artemia species, there was a positive relationship between

infection level (in terms of species richness and/or intensity of infection) and
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the likelihood of red colour. For infected adults, the total number of
cysticercoids was higher in red individuals both for A. franciscana (mean *
s.e. = 2.4 £ 0.18 when red, 1.23 £ 0.02 when not; Mann—Whitney U test, U =
11,280, p < 0.001) and A. salina (2.08 + 0.20 when red, 1.31 £ 0.07 when not;
U = 487, p < 0.001). A similar result was obtained for infected juvenile A.
salina (3.8 = 0.58 when red, 1.16 + 0.06 when not; U = 4, p < 0.001). Owing
to the larger sample size, the positive correlation between infection intensity
and probability of red colouration was particularly clear in A. franciscana
adults (Fig. 6), for which the same pattern was apparent for the dominant
cestode species, E. avoceti (results not shown).
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Number of cestode cysticercoids

Frequency of red colour in A. franciscana (%)

Figure 6. Colour pattern in relation to intensity of infection in adult A. franciscana. Bars show
95% confidence intervals. The total number of infected specimens in each group is indicated.
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Where only a single species of cestode was present (single infections),
there was a significant redness effect in the case of six species for A.
franciscana adults, three species for A. franciscana juveniles and two species
for A. salina adults (Table 4). In most of these cases, the presence of a single
cysticercoid was enough to cause a significant effect (Table 4). For A. salina,
no colour-effects were observed for single infections of the most abundant
cestode, F. liguloides (Table 4). Simple infection by a single A. tringae
cysticercoid was significantly more likely to cause redness in adult A. salina
(N = 10, of which 70% were red) than in adult A. franciscana (N = 21, with
9.5% red) (Fisher Exact test, p = 0.001). No significant differences between
host species in colour-effects were detected for other cestode species, although

sample sizes for A. salina were small (Table 4).
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Table 4. Effects of infection status on colouration of A. franciscana and A. salina from Ebro
Delta salterns. Data are presented for adults and juveniles. The total number of individuals
examined (including males and females) is given in parentheses. See Table 1 for abbreviations
of parasite species. Different superscript letters denote significant differences between Artemia
species of the same age group in the proportion of red individuals (Fisher Exact test, p < 0.05).
Asterisks indicate a significant difference in the proportion of red individuals with the
uninfected group.

Adults Juveniles
A. franciscana A. salina A. franciscana  A. salina
% Red % Red % Red % Red
Uninfected individuals  0.02% (8260) 0% (325) 0% (8658) 0% (507)

Infected individuals 5.3%** (1033)  26.8%**"(97) 4.5%** (244)  10%** (50)
Infection status

Single infections 4.2%***(931) 12.2%** (74)  4.1%** (221) 0% (41)
(1 species)- Total

Infected only by FL 2.3%* (86) 0% (47) 0% (32) 0% (35)
Infected only by FF 1.3%™ (79) 0% (2) 53%** (114)f 0% (5)
Infected only by WS 0% (26) 0% (3) 0% (2) -
Infected only by FT 0% (12) - 0% (7) -

Infected only by EA 42%%% (620) 1 12.5%* (8) T 23%*(42)+  0%(1)
Infected only by AT 13.6%* (22)+  T2.7%** (11)+ - -

Infected only by AM 18.2%** (33) 1 - 66.7%**(3)t -
Infected only by GS 2.3%* (43) T - 0% (9) -
Infected only by GSP 0% (7) 0% (3) 0% (2) -

Multiple infections 15.7%**? (102) 73.9%** (23) 8.7%**% (23) 55.6%**" (9)
(=2 species)

Notes. * p < 0.05, ** p < 0.001 (Fisher Exact tests). T indicates cases where a single cysticercoid of that
species was enough to cause a significant increase in the probability of redness (Fisher Exact test, p < 0.05).

Cestodes and host castration

In A. franciscana adults, a higher proportion of infected females were castrated
(i.e., with empty ovisac and no signs of functional ovaries, Fig. S3) than

females which were not infected (Fig. 7 and Table 5).
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Among infected castrated female A. franciscana, 42 (68%) were infected
by only one parasite species (i.e., single infections, Table 5), and of these most
were infected with E. avoceti (64.3%) or F. liguloides (19%). Castration rates
in females infected only by E. avoceti or only by F. liguloides were
significantly higher than those in uninfected females (Table 5). For E. avoceti,
the probability of castration clearly increased with the intensity of infection,
and 35.7% of females with >3 cysticercoids were castrated (p = 0.001). Unlike
E. avoceti, infection with a single F. liguloides cysticercoid had a significant
castration effect (p = 0.004). Of female A. franciscana infected by more than
one cestode species (co-infections) (N = 57), 35.1% were castrated. Among
these castrated females (N = 20), E. avoceti was present in 18 individuals and

F. flamingo in seven.

For A. salina, castration was only recorded in infected females (Fig. 7 and

Table 5). Castration effects were significant for single infections by F.
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liguloides or by A. tringae (Table 5). If we include females with small broods
(<10 eggs in the ovisac) and no oocytes migrating in the ovaries, the
proportion of female A. salina with limited fecundity when infected with F.
liguloides increases from 35.7% to 57.1%.

Table 5. Castration effects associated with cestode infection in Artemia. Data are presented for
adult females of the alien A. franciscana and native A. salina. Asterisks indicate significant
differences in the proportion of castrated females with uninfected females of the same Artemia
species. Wilcoxon Signed Rank tests were conducted to compare the proportions of uninfected
and infected A. franciscana that were castrated in different samples, for total infections and for
those infected only by EA. Fisher Exact tests were conducted for other taxa after pooling
samples (see methods for details).

A. franciscana A. salina

N total % castration N total ~ % castration
Uninfected females 3267 6.1% 111 0%
Infected females- Total 553 11.2%* 40 22.5%**
Infection status
Single infections (1 species)- 496 8.5%* 29 20.7%**
Total
Infected only by FL 32 25%* 14 35.7%**
Infected only by FF 28 7.1% 1 0%
Infected only by WS 14 0% 1 0%
Infected only by EA 362 7.5%* 5 0%
Infected only by AT 9 0% 5 20%*
Infected only by AM 22 4.5% 0 -
Infected only by GS 21 14.3% 0 -
Infected only by GSP 1 100% 3 0%

Notes. N, number of females examined. See Table 1 for abbreviations of parasite species. * p < 0.05,** p <
0.001.
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DISCUSSION

We present a unique study comparing the cestode infections and their
consequences for two closely related branchiopod crustaceans. The native A.
salina generally had more cestodes than the alien A. franciscana. When
coexisting with the native, the alien had higher rates of infection than when
alone. Although the cestodes were shown to have important effects on the
fecundity and colour of both host species, these effects were stronger in the

native species.

Comparing infections in syntopic A. franciscana and A. salina: how

important is co-evolution?

Comparative studies of parasite infections in native and alien host species are
essential to understand the role of parasites in biological invasions (Dunn,
2009; Kelly et al., 2009; Dunn et al., 2012). The present work sheds light on
the role of endemic cestodes in competitive interactions between native and
alien sexual Artemia. Cestode parasitism differed clearly between invasive and
native brine shrimps under the same environmental conditions and at the same
time. Cestode species richness and the prevalence of several species were
lower in A. franciscana, and the difference was especially striking for F.
liguloides (Figs. 3 and 4). These results are consistent with studies of
populations in the southern Iberian Peninsula which have found A. franciscana
to have low infection rates throughout the annual cycle. In summer, Georgiev
et al. (2007) found lower levels of cestode infections in three A. franciscana
populations than in an allopatric A. salina population. Studies throughout the
annual cycle of A. franciscana in Cadiz Bay and of A. salina in Almeria also

found that the invasive species had fewer infections (Sanchez et al., 2013;
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Georgiev et al., 2014). Our results for syntopic populations indicate that these
earlier results are not explained by other differences between these allopatric
populations (e.g., in environmental conditions, or in the density of birds). A
previous study in syntopic populations in Aigues-Mortes in France showed
that A. franciscana had fewer cestodes than native, clonal A. parthenogenetica
(Sanchez et al., 2012), although this might be related to the advantages of sex
in resisting parasites. In any case, the present study provides strong evidence
that the introduced A. franciscana is a less susceptible host for cestodes than

the native sexual A. salina.

The lower burden of parasites in introduced hosts suggests A. franciscana
is resistant to several native cestode species such as F. liguloides. Different
capacities to infect the new host may be the result of varying host—parasite co-
evolutionary history. The lower infection of F. liguloides in A. franciscana
may be explained by a strong immune response of the host against this
parasite, given the restricted distribution of flamingos in North America which
barely overlaps with the natural range of A. franciscana (Mufioz et al., 2013).
There are no flamingos in the western USA, from where A. franciscana has
been exported around the world. Observations of dead cysticercoids of F.
liguloides in A. franciscana support a strong immune response in this host
(Georgiev et al., 2014). In contrast, the high prevalence of E. avoceti recorded
in A. franciscana in our study may reflect a shared coevolutionary history,
since E. avoceti occurs in shorebirds in North America (Clark, 1954). A.
franciscana does not appear to be especially resistant to cestodes in its native
range, since the total prevalence of cestodes in Great Salt Lake, USA was
much higher than in the Ebro Delta and other parts of the invasive range
(Redodn et al., 2015). Our results are consistent with previous studies that have

found parasites of native hosts to have no or a limited capacity to spread to
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non-indigenous congeners (Dunn & Dick, 1998; Torchin, Byers & Todd,
2005; Genner, Michel & Todd, 2008).

How does coexistence of both species influence infection parameters

in Artemia franciscana?

When a non-indigenous species arrives in a new range, it can affect native
communities through different processes: “spillover” of introduced parasites,
“spillback” of native parasites, and “dilution” of parasitism (Kelly et al.,
2009). A. franciscana was introduced into Europe as imported cysts (dormant
eggs) free of native cestode parasites, so “spillover” is not expected in this
system. The low levels of parasitism recorded in A. franciscana indicate that it
is a poor or incompetent reservoir for native cestodes, making “spillback” to
native Artemia unlikely. We might expect a parasite dilution effect of the
invader to the benefit of the native host which should be subjected to lower
disease transmission when mixed with incompetent, alien hosts (Keesing, Holt
& Ostfeld, 2006; Hall et al., 2009; Johnson & Thieltges, 2010). A reduced
infection rate by native trematodes was demonstrated experimentally in native
freshwater snails Potamopyrgus antipodarum exposed together with the
invader Lymnaea stagnalis (Kopp & Jokela, 2007). Given the strong effects of
cestodes on A. salina, such a “dilution effect” could increase the possibility of
local persistence of A. salina in the presence of the invader (Hatcher, Dick &
Dunn, 2006).

Because our study area did not include ponds holding only A. salina, we
cannot reliably assess the strength of any dilution effect on this species.
However, the levels of cestode prevalence we recorded in the presence of A.

franciscana were not unusually low compared to studies of A. salina
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elsewhere in the absence of the invader (Table S1). Likewise, Sanchez et al.
(2012) found no evidence of a dilution effect on A. parthenogenetica when
coexisting with A. franciscana, since the total prevalence in A.
parthenogenetica was high (c. 70%).

Our study allowed a good test of the “dilution effect” in the other
direction, i.e., whether the native host reduced parasitism in the alien host. We
found the opposite (an “amplification effect”), with higher infection in A.
franciscana when coexisting with A. salina. Indeed, the temporal dynamics of
infection in A. franciscana in pond CX (with both Artemia species) seem to
depend on the proportion of native hosts in the Artemia population. Thus, total
prevalence increased from January to May 2009 (coinciding with the
abundance of A. salina), then declined from June to December when A.
franciscana was the dominant species (Fig. S4). In contrast, in pond 4 (without
A. salina), higher prevalences were recorded in July and August during 2007
and 2008 (S Redodn, AJ Green, BB Georgiev, GP Vasileva, F Amat, 2015,
unpublished data). Since A. franciscana is a poor reservoir (i.e., the cestodes
may not circulate effectively in them), adding A. salina to the community
might increase the prevalence of the infection in the alien host because the
added host is a better reservoir (Keesing, Holt & Ostfeld, 2006; Hatcher, Dick
& Dunn, 2006). Since Artemia are only intermediate hosts, such an
explanation would require final avian hosts to be relatively faithful to
individual ponds, so that birds that become infected in the pond with A. salina
are more likely to release cestode eggs there than in other ponds. Another
possible and not mutually exclusive explanation for our results is that the final
avian hosts are more attracted to ponds holding A. salina because this is their
preferred prey, leading to greater parasite circulation in these ponds. Owing to

weak manipulation by native parasites, A. franciscana is much less abundant at
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the water surface where they are accessible to birds, and as shown in our
study, they are less likely to have the red colour preferred by birds (Sanchez et
al., 2009b). In turn, this suggests that the generally low infection rates in A.
franciscana may be accounted for not only by a greater resistance to parasites
than native species, but also by a tendency for final hosts (birds) to avoid
invaded salt ponds, reducing levels of parasite circulation. A study of how
waterbird use differs between salt ponds with native or alien shrimp is

required.

Castration and colour effects in native and alien hosts

In many trophically transmitted parasites, larval parasite stages alter host
characteristics such as longevity, size, colour or behaviour to increase the risk
of predation by the final host (Moore, 2002; Thomas, Adamo & Moore, 2005;
Médoc, Bollache & Beisel, 2006). Parasitic castrators benefit by diverting host
resources away from reproduction, allowing faster growth and earlier arrival at
the infective stage, or an increase in host lifespan, thus increasing
opportunities for transmission (Hurd, Warr & Polwart, 2001). A.
parthenogenetica infected with F. liguloides live longer than uninfected ones
(Amat et al., 1991), and this increased host longevity may ensure the complete
development of the infective stage from oncosphere to ripe cysticercoid (see

Redodn et al., 2011), ready to be transmitted to final hosts.

We found significant but mild castrating effects of cestodes in A.
franciscana, and much stronger effects in native A. salina. Despite the smaller
sample size, for A. salina we could confirm a castrating effect for A. tringae
and F. liguloides. The latter species was already known to have a strong

castrating effect on A. salina (Amarouayache, Derbal & Kara, 2009) and A.
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parthenogenetica (Amat et al., 1991; Sanchez et al., 2012). In A. franciscana,
we found significant castration effects for F. liguloides and E. avoceti, with a
stronger effect by the former (a single cysticercoid of F. liguloides is able to
castrate, whereas two or more are needed for E. avoceti). This is the first time
that a castration effect has been demonstrated for dilepidid cestodes in
Artemia, and suggests these effects are widespread and not limited to F.
liguloides. Our results have important implications for the use of A.
franciscana in aquaculture, since they show that cestode infections reduce host
fecundity, even in the introduced range. This suggests that cyst production in
sites within the introduced range where cysts are harvested for aquaculture
(e.g., Bohai Bay in China) is likely to be reduced by cestode infections.

This is the first study of the colour-effects of cestodes in A. franciscana
in the invasive range, and the first to consider the effects in A. salina in detail.
The association of red colouration with cestode infection is well known for
native A. parthenogenetica, especially for F. liguloides, and appears to be due
to parasite manipulation associated with the preference that final hosts have for
predating red Artemia (Sanchez et al., 2009b; Sanchez et al., 2012). However,
it is also possible that this altered pigmentation is caused by a host immune
response against infection (e.g., given the antioxidant function and
immunostimulating properties of carotenoids) rather than a specific parasitic
strategy to ensure transmission. The red colour of cestode-infected A.
parthenogenetica is partly due to carotenoids (Amat et al., 1991; Sanchez et
al., 2006) and carotenoids seem to play an important role in immune defence
by providing free radical scavengers against cestode infection (Van der Veen,
2005). Cornet, Biard & Moret (2007) found a positive relationship between
carotenoid concentration in haemolyymph and immune parameters (those

evolved in the prophenoloxidase cascade) in the crustacean Gammarus pulex,
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suggesting that carotenoids can help to reduce the costs of immunity by
limiting self-harming. A positive relationship  between carotenoid
concentration and the abundance of cestodes (but not of nematodes) was also
observed in greylag geese Anser anser (Figuerola et al., 2005), suggesting
there may be a similar host response to cestode infection across a broad

taxonomic range.

The proportion of infected shrimps with a red colour was higher for A.
salina than for A. franciscana, whether considering co-infections or only
single infections. This further suggests that the invasive species has greater
resistance to cestode infections. Red colouration in A. salina was significantly
associated with infections by A. tringae and E. avoceti, and the redness effect
of A. tringae was stronger than in A. franciscana. Surprisingly, we could not
detect any effect of F. liguloides on A. salina colour, suggesting that this
native sexual host is more resistent to this parasite than the asexual A.
parthenogenetica, as predicted by the Red Queen hypothesis. However, red
colouration may be of less value to increase transmission to the filter-feeding
flamingos that are final hosts of F. liguloides, than to shorebirds which are

visual predators and final hosts of E. avoceti and Anomotaenia spp.

Red pigmentation in A. franciscana is linked with cestode infection,
particularly with dilepidids (E. avoceti, A. tringae, and A. microphallos), and
to a lesser extent with flamingo parasites (F. liguloides, F. flamingo and G.
stammeri), a finding in line with the higher prevalence and castration effects
we recorded for dilepidids. There was a strong positive correlation between
red-colour and overall infection-intensity, as previously observed for A.
parthenogenetica (Sanchez et al., 2006). Ours is the first study to compare

redness effects separately in juvenile and adult Artemia. For A. franciscana
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juveniles, we found a redness effect for three cestode species, indicating that
cestodes manipulate host colour even in early stages of host development.
There is a need for detailed research into the nature and function of the
pigments causing red colouration in different Artemia species and life stages
parasitized by different cestodes.

Previous studies in other host—parasite systems have also found native
parasites to have less pathological effects in alien hosts than in native hosts
(Bauer et al., 2000; Cornet, Sorci & Moret, 2010). For example, in an
acantocephalan-gammarid system, Cornet, Sorci & Moret (2010) found that a
local parasite Pomphorhynchus laevis had less ability to infect and induce

pathogenic effects in invasive than in native gammarids.

Consequences of the invasion of A. franciscana for native parasites

Our results demonstrate that A. franciscana has accumulated novel parasites
following its introduction. However, it is not clear that all the cestodes
parasitizing native Artemia in the Mediterranean region will be able to persist
if all the native populations are replaced by the American species.
Coextinctions (i.e., the loss of one especies as a result of the extinction of the
species it depends on; Dunn et al., 2009) seem likely in our host—parasite
system, especially at a local scale of individual ponds. Cysticercoids have to
be able to establish, survive and grow until reaching an infective-stage in brine
shrimps, and then reach avian final hosts to complete the parasite’s cycle. It is
possible that some cestodes will not be able to infect this new host at a high
enough rate or to reach their final hosts with a sufficiently high frequency
(according to the very low prevalences and the weaker manipulation observed)

to ensure the survival of a viable metapopulation. When introduced species
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become hosts for native parasites it does not necessarily mean that they play a
major role in the life cycles and transmission of these parasites. The reduced
levels of infection and reduced castration effects in A. franciscana suggest that
cestodes may not be able to infect or manipulate the alien host to a sufficient
extent to ensure viability. The reduced redness suggests that cestodes are less
likely to reach final hosts (through bird predation) when infecting alien
Artemia, and in turn that the value of salterns for waterbird conservation may
be reduced by the invasion. Parasites are an important component of food
webs (Lafferty, Dobson & Kuris, 2006; Lafferty et al., 2008) and ecosystem
functioning (Hudson, Dobson & Lafferty, 2006), so loss of cestodes may have

an impact on the stability of hypersaline ecosystems.

CONCLUSIONS

Cestodes have a greater impact on native A. salina than on invasive A.
franciscana in several ways, suggesting that native cestodes are poorly adapted
to these novel hosts. They cause infections of higher prevalence and species
richness in the native host. For a given infection intensity, they cause a greater
impact on host fecundity, and a greater change in colouration, likely to
translate into a higher predation rate by birds. Therefore, cestodes can
influence competition between Artemia species and are likely to help A.
franciscana to outcompete native species in the Mediterranean region and
other parts of the world. In turn, the viability of these cestode populations
across broad scales, where waterbird populations interact with different
hypersaline ecosystems, is threatened by the loss of native Artemia which may
act as a “source” for cestodes whereas A. franciscana populations may act as a

“sink”.
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Supplemetal Figure S1. Proportion of juvenile brine shrimps in each sample examined.
(A) pond CX, (B) pond 4. Proportions are shown for both Artemia species when present.
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Supplemental Figure S2. Brine shrimp Artemia individuals of different colouration. Examples
highlighted with arrows from left to right are: light-red, dark-red, and not-red.

Supplemetal Figure S3. General aspect of adult brine shrimp females with different
reproductive status. (A) ovigerous, (B) castrated. Females are infected by larval cestodes
(indicated by arrows).
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CAPITULO IV
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Supplemental Figure S4. Temporal dynamics of cestode infection in adult A. franciscana from
pond CX and proportion of this species in the community, through an annual cycle (January
2009-January 2010). Bars show 95% confidence intervals.
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RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

5 » RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

En esta Tesis Doctoral se ha investigado el fendbmeno del parasitismo en el
crustdceo branquiépodo Artemia, un organismo clave en la dindmica de
muchos humedales hipersalinos, y cuya biodiversidad estd siendo
dréasticamente reducida a consecuencia de la invasion por A. franciscana,
principalmente en la region del Mediterraneo Occidental (Amat et al., 2007).
Desde las primeras detecciones de esta especie en la Peninsula Ibérica a finales
de la década de 1980 en el sur de Portugal (Hontoria et al., 1987), y su
confirmacidn afios mas tarde en las salinas del Languedoc en Francia (Thiery
& Robert, 1992), el rango de distribucién de esta especie americana se ha ido
expandiendo por toda el area, localizdndose en humedales de gran importancia
internacional como sitios Ramsar y ZEPA (Zonas de Especial Proteccion para
las Aves). El Parque Natural del Delta del Ebro (NE Espafia) es uno de los mas
importantes para las aves migratorias de la Peninsula Ibérica (Marti & del
Moral, 2002), y el Unico del litoral mediterraneo espafiol donde se ha

detectado la presencia de A. franciscana (Amat et al., 2007).

La mayor eficacia bioldgica de A. franciscana y su mayor plasticidad
fenotipica frente a otras especies del género ha sido demostrada
experimentalmente (Browne et al., 1988, Browne & Wanigasekera, 2000;
Barata et al., 1996b; Amat et al., 2007). Esto le otorga una superioridad
competitiva frente a sus congéneres que ha sido observada en estudios de
competencia interespecifica realizados en mesocosmos (datos no publicados).
Sin embargo, en la naturaleza, existen multitud de factores (contaminantes,
parasitos, entre otros) que pueden influir en las interacciones competitivas

entre las especies nativas e invasoras determinando el resultado de la
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competencia (exclusién competitiva o coexistencia). Los resultados de esta
Tesis aportan evidencias claras de la implicacion de los cestodos en el éxito

invasor de esta especie en condiciones naturales.

La presente Tesis nos ha permitido avanzar en el conocimiento del parasitismo
en Artemia y las relaciones ecoldgicas entre las comunidades de parasitos y
sus hospedadores (sistema Cestodos-Artemia-Aves). Hemos podido esclarecer
el papel de A. franciscana en la transmision de cestodos de aves en el area
mediterranea invadida y vislumbrar las posibles consecuencias de la invasion
para la biota nativa y la dindmica de los humedales hipersalinos. Ademas,
hemos aportado los primeros datos sobre la comunidad de helmintos y sus
dindmicas de infeccidn en A. franciscana en su area nativa, el Great Salt Lake
de Utah (GSL), que es uno de los ecosistemas mas importantes para la
avifauna del hemisferio occidental, incluido en la Red Hemisférica de
Reservas para las Aves Playeras (RHRAP) y, ademas, el principal origen del
recurso natural quistes de Artemia para la acuicultura a nivel mundial. El
conocimiento de las interacciones bidticas en dicho ecosistema sera de utilidad

para su conservacion.

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios se han discutido en detalle
en cada capitulo, sin embargo, en esta seccion se va a hacer un resumen de los
mismos y se va a dar una vision global de la implicacion de los cestodos en el
proceso invasor de A. franciscana en la cuenca Mediterranea, integrando los

resultados y discutiéndolos bajo un prisma ecol6gico-evolutivo.

214



RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

Influencia del estado de desarrollo de Artemia en la circulacion

de cestodos de aves

En condiciones naturales, los individuos adultos de Artemia participan en el
ciclo biolégico de parasitos helmintos de aves, siendo fundamentales para el
desarrollo de la fase inicial del ciclo que, posteriormente, completaran en el
intestino del ave. Sin embargo, Artemia es una especie con reproduccién
continua y sus poblaciones se caracterizan por la presencia de individuos de
varias generaciones y diferentes estados de desarrollo (Amat, 1985). El papel
de los estados tempranos de Artemia en la circulacion de los cestodos es un
fendmeno hasta ahora practicamente desconocido, pero que puede tener una
gran importancia para la transmision de los parasitos. Con el propoésito de
esclarecer esta cuestion, en el Capitulo | examinamos las infecciones por
cestodos en la poblacion nativa A. parthenogetica de la laguna de La Mata en
Octubre de 2007. Inicialmente determinamos la estructura de edad de la
poblacion y, posteriormente, se cuantifico el parasitismo en las distintas clases
de edad. Pudimos evidenciar la presencia de cisticercoides de cestodos en
todos los estados de desarrollo excepto en los nauplios. Sin embargo, y a pesar
de la alta proporcion de individuos inmaduros que presentaba la poblacion, las
prevalencias totales, abundancias e intensidades eran significativamente
menores en los estados tempranos (metanauplios y juveniles) que en los
adultos, en los que se registraron casi el 50% de los cestodos. Esto parece
indicar que existe un efecto acumulativo de los pardsitos con la edad del
hospedador, lo que parece probable al ser un organismo filtrador pasivo y al
detectarse mas de una especie parasita en un mismo individuo (es decir,

infecciones multiples), particularmente en los adultos.
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Observamos ademas que las especies de cestodos en Artemia se
correspondian con las especies de la comunidad de aves del ecosistema que
actian de hospedadores definitivos de estos parasitos, como era esperable al
tratarse de parasitos con ciclo de vida complejos. Sin embargo, un resultado
interesante de este estudio fue comprobar que no todas las especies de
cestodos estaban distribuidas de manera similar dentro de la poblacion de
Artemia, o dicho de otro modo, no todos los estados de desarrollo de Artemia
eran susceptibles a las mismas especies de cestodos. La explicacion mas
sencilla a este resultado esta relacionada con el tamafio especifico del huevo de
los cestodos y la capacidad filtradora de Artemia. Nuestros resultados
evidencian que los estados metanauplio y juvenil de Artemia son hospedadores
intermediarios adecuados para F. liguloides y F. flamingo (parésitos de
flamencos) cuyos huevos son de tamafio adecuado para ser filtrados por ellos.
Por el contrario, las otras dos especies de cestodos registradas C. podicipina y
E. avoceti (paréasitos de zampullines y limicolas, respectivamente) presentan
un huevo de tamafio mayor (Baer, 1968; Maksimova, 1981), limitando su
infestacion a los individuos adultos de Artemia. Pero, ademas, estos grupos de
aves presentan comportamientos alimenticios diferentes, filtrador en
flamencos y visual en aves limicolas, lo que puede estar explicando los
patrones de infeccion de sus correspondientes parasitos en Artemia. Los
flamencos basan su alimentacion en organismos de pequefio tamafio (Jenkin,
1957) y sus paréasitos son capaces de infectar a los estados tempranos de
Artemia. Por el contrario, otras aves que tienen un comportamiento alimenticio
visual-selectivo y una dieta basada en individuos de Artemia de mayor tamario,
como los zampullines (Caudell & Conover, 2006; Sanchez et al., 2006),
preferian una presa mas facilmente detectable (mayor tamafio, color

Ilamativo), como se ha observado experimentalmente en el género Calidris
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spp. (Sanchez et al., 2009), por lo que sus parasitos infectaran preferentemente
a los individuos adultos de Artemia. Esto sugiere que el estado de desarrollo de
Artemia es un factor determinante de los patrones de infeccidn y éstos parecen
estar condicionados por las estrategias alimenticias tanto del hospedador
intermediario (restringida por tamafio; Dobbeleir et al., 1980; Gelabert, 2001)
como del hospedador final (filtradora vs. visual-selectiva), lo cual tiene sentido
considerando que se trata de parasitos cuya transmision entre los diferentes
hospedadores se realiza tréficamente.

Otro de los resultados que pudimos observar en este primer estudio en
relacion a las interacciones entre parasitos y hospedadores, fue la capacidad de
algunos cestodos de inducir alteraciones en las hembras adultas (coloracion
roja, mayor talla, castracién), con el objetivo de hacerlas mas visibles y, de
este modo, facilitar su transmisién al hospedador final (predacién). Efectos
sobre el comportamiento, reproduccién y fisiologia han sido detectados
previamente en A. parthenogenetica y asociados principalmente con la
infeccion por el parasito de flamencos F. liguloides (Amat et al., 1991b), sin
embargo, nuestros datos sugieren que otros cestodos pueden también estar
implicados. El parasito C. podicipina, especifico de zampullines, parece
afectar notablemente a la coloracion, ya que casi la mitad de los cestodos
registrados en los hembras intensamente rojas pertenecian a esta especie.
Ademas, resultados de un estudio realizado en varias poblaciones de A. salina
y A. parthenogenetica de humedales no invadidos del litoral mediterraneo de
Espafia (incluyendo éste) corroboran este resultado (Reddn et al. en
preparacion). A la vista de nuestros resultados, parece existir una interaccion
ecoldgica clara entre paréasitos, presas y predadores en el sistema cestodos-

Artemia-aves.
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Si bien es cierto que, en general, las alteraciones observadas en la
especies nativas mediterraneas parecen estar asociadas con cestodos
hymenolepididos (Amat et al., 1991b; Amarouayache et al., 2009a; Sanchez et
al., 2007, 2012a; Capitulo 1), los resultados de esta Tesis evidencian ademéas
el efecto de algunos cestodos dilepididos sobre el color y la reproduccion en
las especies sexuales de Artemia (Capitulo 1V).

Helmintofauna y sus dinamicas de infeccion en la poblacion de

A. franciscana del Great Salt Lake (rango nativo)

Para una mejor comprension del éxito invasor de A. franciscana en la region
Mediterranea y de la implicacion de los cestodos en el proceso, consideramos
importante conocer las interacciones entre esta especie y sus parasitos
naturales. Ante la ausencia de informacion disponible en este sentido nos
planteamos realizar un estudio sobre las infecciones parasiticas en la poblacion
A. franciscana que habita el Great Salt Lake (Utah, USA), probable origen de
la mayoria de introducciones a nivel global. En este estudio (Capitulo II)
describimos por primera vez las comunidades de parasitos en A. franciscana
en el Neartico, tratando aspectos taxondmicos y realizando la descripcion
morfoldgica de las especies encontradas. Ademas, se analizan las dindmicas
espacio-temporales de infeccion y se explora su relacion con las especies de la
comunidad de aves hospedadores definitivos. Finalmente, comparamos los
resultados obtenidos en esta poblacion nativa de A. franciscana con
poblaciones introducidas en el area invadida mediterranea, con la finalidad de

entender mejor su papel como hospedador intermediario nativo y exdtico.
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El Great Salt Lake es uno de los ecosistemas de mayor valor ecoldgico de
todo el hemisferio occidental, siendo lugar de residencia permanente o
temporal para millones de aves, especialmente migratorias. Este humedal
concentra, durante meses, casi la totalidad de la poblacion de zampullin
cuellinegro Podiceps nigricollis de Norteamérica, especie que basa
mayoritariamente su dieta en Artemia (Caudell & Conover, 2006), ademas de
albergar a la mayor poblacion reproductiva de la gaviota de California Larus
californicus (Manning & Paul, 2003). Esto confiere a Artemia un notable valor
como recurso trofico para las aves. Es presumiblemente, por tanto, que
paréasitos de estas aves utilicen a Artemia para desarrollar su ciclo biolégico,
como ocurre en las especies nativas de Artemia de la regién Paleéartica
(Capitulo I).

La comunidad parasita de A. franciscana estaba constitutida por dos
grupos de helmintos: nematodos pertenecientes a la familia Acuariidae
(detectados previamente en el area mediterranea; Georgiev et al., 2014; datos
propios no publicados) y 4 especies de cestodos, tres de ellas pertenecientes a
la familia Hymenolepididae (Confluaria podicipina, Hymenolepis sensu lato
californicus, Wardium sp.) y una especie de la familia Dilepididae
(Fuhrmannolepis averini), de la que hemos obtenido el primer registro en el
Neartico. (Ver detalles sobre las descripciones, criterios de diagnosis y

ejemplares examinados en el apartado de resultados del Capitulo I1).

Este estudio revela variaciones espaciales en la infeccion total por
helmintos y registra las tasas mas altas en las zonas donde habia una mayor
abundancia y diversidad especifica de aves. Las dinamicas temporales se
analizaron por separado en cada zona de muestreo, observandose un patrén

estacional general, reflejo de la dinamica temporal de infeccion de la especie
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maés abundante (C. podicipina) la cual, a su vez, parece estar relacionada con
la ecologia de su hospedador definitivo (P. nigricollis). Nuestros datos reflejan
dos tendencias de infeccién diferentes, no obstante, se precisarian estudios
durante un periodo méas largo, y contajes de aves mas precisos, para poder
determinar el mecanismo exacto responsable de la dindmica temporal de

infeccion de C. podicipina.

Para H. s.l. californicus, las mayores tasas de infeccion registradas
también se corresponden con las zonas con gran abundancia de sus
hospedadores definitivos (Larus californicus y L. delawarensis), sin embargo,
las dinamicas temporales de ambos hospedadores no reflejan una correlacion

evidente.

En los nematodos no se aprecia un patron estacional claro, y al no tener
una identificacion mas precisa de estos parasitos tampoco se pudo asociar con
la dindmica de ninguna especie o grupo de aves. La realizacién de estudios de
marcadores moleculares podria ser muy util, por ejemplo, para cuantificar la
presencia de ADN de estos nematodos en las heces frescas de distintas aves,

de tal modo que se pudiese determinar el parasito y su hospedador final.

Pudimos observar que el patron de especies parasitas de Artemia en el
Great Salt Lake se corresponde con la composicion especifica de la comunidad
de aves de aquel lugar, que actian como hospedadores definitivos de dichos
pardsitos, sus dindmicas y sus habitats de uso. En determinados casos
encontramos una correlacién positiva evidente entre la prevalencia y
abundancia de un cierto parasito en Artemia y la abundancia de su
correspondiente hospedador final en el ecosistema (como con los zampullines
y gaviotas en GSL). A pesar de que en el caso de aves limicolas y sus parasitos

no encontramos esta correlacion, no podemos descartar el papel de A.
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franciscana como hospedador efectivo para paréasitos de este grupo de aves, ya
que estudios previos han registrado hasta 12 especies de cestodos del género
Wardium en Norte América (Tabla S2, Capitulo Il). Ademéas, hemos
observado que en ecosistemas mediterraneos invadidos A. franciscana es
particularmente susceptible a cestodos de limicolas, como Eurycestus avoceti
y Anomotaenia spp. (Capitulo 111 & V).

Estudio biogeografico del parasitismo en A. franciscana: rango nativo

vs. rango invadido

La comunidad parasita de A. franciscana en Great Salt Lake (Utah, USA) era
menos diversa (5 especies) que la de la poblacion introducida en las salinas del
Delta del Ebro, donde encontramos 10 especies de cestodos (Capitulo I11),
ademas de nematodos (datos no publicados). A pesar de que no podemos
establecer una comparacion entre las infecciones especificas, dado que las
especies registradas no son las mismas, los parametros de infeccion generales
son mayores en la poblacion A. franciscana de Great Salt Lake (Capitulo I1)
gue en la poblacion del delta del Ebro (Capitulo I1l1) y que en otras
poblaciones de la misma especie en el rango mediterraneo invadido (Tabla 5,
Capitulo 11). Estos resultados demuestran que A. franciscana tiene una menor
susceptibilidad a cestodos del Paleartico que a los cestodos propios de su
rango nativo Nedrtico. Si consideramos, ademas, los menores niveles de
infeccion respecto a los registrados en las especies nativas mediterraneas, tanto
en poblaciones alopatricas como en poblaciones sintopicas (Capitulo I; Tabla
5 del Capitulo IlI; Capitulo 1V), podemos concluir que la especie exdtica esta

sometida a una menor regulacion por cestodos que las especies nativas. Este
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hecho puede contribuir a explicar el crecimiento demografico de A.
franciscana en los ecosistemas donde ha sido introducida, por lo que se ha
convertido en invasora y ha desplazado a las especies nativas A. salina y A.
parthenogenetica de la mayoria de los ecosistemas (Amat et al., 2007).

Las diferencias en la composicion de especies de cestodos observadas
entre el rango nativo y el rango introducido pueden explicarse por las
diferencias en la presencia y abundancia de aves a escala local. Pero ademas,
considerando la informacién disponible sobre las especies de cestodos que
utilizan a Artemia como hospedador intermediario (Tabla S3, Capitulo 1),
vemos que 7 de las 18 especies registradas son parasitos especificos de
flamencos y estas aves no se encuentran en el Great Salt Lake. Los flamencos
tienen una distribucién muy restringida en América, estando limitada a la zona
del Caribe y Suramérica (Dunn & Alderfer, 2011).

Otro resultado interesante obtenido al comparar ambas regiones (Neéartico
y Paleéartico) fue que el parasito de zampullines C. podicipina es el parasito
mas prevalente y abundante en A. franciscana en el area nativa (USA),
mientras que no se ha detectado en ninguno de los ecosistemas invadidos del
Paleértico (Capitulo 111 & 1V; Georgiev et al., 2007, 2014; Sanchez et al.,
2012a), a pesar de registrarse en las especies nativas mediterraneas de Artemia
en ecosistemas no invadidos (Capitulo I; datos no publicados). Sin embargo,
considerando la alta prevalencia de infeccion de C. podicipina en Great Salt
Lake (Capitulo Il) y su distribucion holartica (Vasileva et al., 2000), no
podemos descartar el papel de A. franciscana como hospedador intermediario
en la region Mediterranea, especialmente en humedales donde la abundancia

de zampullines sea considerable.
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Interacciones cestodos-hospedador exético

Las especies introducidas que llegan a establecerse en un nuevo ambiente
pueden convertirse en invasoras, alcanzando densidades poblacionales
superiores a las de las especies nativas (Grosholz & Ruiz, 2003; Torchin et al.,
2002). La actividad reguladora que los parasitos puedan ejercer sobre las
nuevas poblaciones de hospedadores puede ser determinante en este proceso.
A pesar de que la introduccién de A. franciscana se ha originado a partir de
quistes, por tanto, libre de sus parésitos helmintos nativos (Capitulo I1),
estudios previos indican que esta especie puede ser infectada por aquellos
parasitos que utilizan a las especies nativas mediterraneas de Artemia para
desarrollar su ciclo vital. Sin embargo, se tiene un conocimiento limitado sobre
el papel de A. franciscana como hospedador exotico en el rango mediterrdneo
introducido (Georgiev et al., 2007, 2014). En el Capitulo 111, exponemos un
estudio realizado en las salinas invadidas “La Trinitat” en el delta del Ebro
(NE Espafia) donde la especie exoética introducida A. franciscana ha
desplazado a la poblacion nativa partenogenética (tetraploide). Se trata del
estudio mas completo realizado hasta la fecha, en términos de duracion y
nimero de individuos analizados, lo que nos ha permitido evaluar de manera

exhaustiva el papel de esta especie como hospedador intermediario exdtico.

Los resultados muestran que A. franciscana puede ser infectada por 10
especies de cestodos, destacando Eurycestus avoceti (parasito de limicolas)
como especie dominante de la comunidad parasitica y Wardium stellorae
(parasito de gaviotas) por ser el primer registro en esta especie exdtica. Sin
embargo, a pesar de detectarse esa amplia diversidad de especies (la mas alta
registrada en A. franciscana hasta el momento), las bajas prevalencias

especificas indican unas tasas de transmision que probablemente no garanticen
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la viabilidad de las poblaciones de muchos de esos parasitos. Esto puede
implicar una pérdida de biodiversidad de poblaciones locales de especies

parésitas como consecuencia de la invasion.

Dada la influencia del estado de desarrollo de los ejemplares de Artemia
en los patrones de infeccion por cestodos (Capitulo 1), en el Capitulo 111
quisimos comprobar de manera mas sélida la participacion de los estados
juveniles en el ciclo bioldgico de los cestodos, asi como, la hipdtesis del efecto
acumulativo de los parésitos con la edad, comparando el parasitismo entre
juveniles y adultos con andlisis pareados. Pudimos evidenciar la presencia de
cestodos en ambas clases de edad, aunque los niveles de infeccion eran
significativamente diferentes. En el pardmetro infeccién total registramos
mayores prevalencias y abundancias de parasitos en los ejemplares de Artemia
adultos que en los juveniles, lo que sugiere una acumulacion de los paréasitos
en este hospedador exotico. Para las infecciones especificas, vimos que la
prevalencia, intensidad y abundancia de F. flamingo (parasito de flamencos)
era significativamente menor en los adultos que en los juveniles, lo que puede
producirse si los juveniles son capturados preferentemente y eliminados de la
poblacién por estas aves filtradoras, o si existe algun tipo de inhibicion del
desarrollo de este cestodo en los adultos. En éstos, por el contrario, detectamos
valores significativamente mayores para E. avoceti, A. microphallos y W.
stellorae, parasitos de aves limicolas y gaviotas que se alimentan de forma
visual-selectiva. Posibles diferencias en la respuesta inmunitaria del
hospedador intermediario, dependiendo del estado de desarrollo, asi como en
la resistencia/susceptibilidad especifica debida a variaciones en la coevolucion
parasito-hospedador, explicarian de modo plausible los patrones observados en
el hospedador exatico. Por otro lado, las diferencias basadas en el tamafio del

huevo de los paréasitos puede ser una de las explicaciones a priori mas simples
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del por qué unos parasitos infectan a estados mas tempranos del desarrollo de
Artemia (como ya sugerimos en el Capitulo I). Sin embargo, este argumento
no seria valido para explicar la infeccion diferencial del género Flamingolepis
que observamos en los individuos juveniles de A. franciscana, ya que, como
previamente habiamos constatado, las dos especies son capaces de infectar los
estados metanaupliares y juveniles de A. parthenogenetica (Capitulo 1). Es
posible que F. flamingo esté mas pre-adaptado a infectar a este hospedador
exdtico que su congénere F. liguloides, sin embargo, son necesarios mas

estudios que aclaren esta cuestion.

La gran cantidad de muestras examinadas en este prolongado estudio
(Capitulo I11) nos permitié explorar la posible influencia del sexo en las
infecciones y comprobar la hipotesis que planteamos sobre la mayor
susceptibilidad de las hembras de Artemia debido a su mayor tamafio (Amat,
1985; Amarouayache et al., 2009b) y longevidad (observaciones propias
obtenidas del estudio de tablas de vida en condiciones estéaticas de laboratorio).
Nuestros resultados indican intensidades y abundancias significativamente mas
altas para F. liguloides en las hembras de la especie ex6tica que en los machos.
Esto puede estar relacionado con una mayor probabilidad de ingestion de
parasitos (efecto acumulativo) por un lado y, por otro, con un mejor habitat (en
términos de recursos nutricionales y de espacio) para el desarrollo de este
paréasito, que tiene un cisticercoide de gran tamafio (671 x 479 um; Georgiev
et al., 2005). No obstante, la resistencia que presenta este hospedador exético a
F. liguloides, nos hace pensar en una respuesta inmunitaria mas débil en las
hembras. La realizacion de infecciones experimentales en ambos sexos

aportaria informacion importante para esclarecer esta cuestion.
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Como es esperable en parésitos con transmision tréfica y con ciclos de
vida indirectos, donde intervienen varios hospedadores, los patrones de
infeccion en el hospedador intermediario suelen ser reflejo de la composicion
especifica de la comunidad de aves hospedadores finales (Capitulo | & I1). En
el caso del hospedador intermediario exdtico también vimos esta
correspondencia. De hecho, la comunidad de parésitos en A. franciscana
estaba dominada por cestodos de aves limicolas (E. avoceti, A. tringae y A.
microphallos), como era presumible dada la gran abundancia de limicolas en
el delta del Ebro, considerado uno de los ecosistemas de la Peninsula Ibérica
de mayor importancia para las aves migratorias (Marti & del Moral, 2002). Sin
embargo, los bajos niveles de infeccion por cestodos de flamencos
(especialmente para F. liguloides) no se corresponden con la gran abundancia
de éstos (en nimero y en biomasa), lo que sugiere que esta especie americana
es resistente a parésitos de flamencos. Resultados obtenidos de estudios
previos realizados en otras poblaciones introducidas de A. franciscana en
Espafia, Portugal y Francia (Georgiev et al., 2007, 2014; Sanchez et al., 2012a)
estan en linea con los nuestros. Por tanto, podemos afirmar que las bajas tasas
de infeccion y las variaciones en la susceptibilidad/resistencia de A.
franciscana a determinados cestodos son caracteristicas intrinsecas de esta
especie exotica invasora, lo que puede estar relacionado con variaciones en la
historia coevolutiva de parasitos y hospedadores. La resistencia a parasitos de
flamencos puede deberse a la ausencia de coevolucion, ya que la distribucion
de este grupo de aves apenas coincide con el rango de distribucion natural de
A. franciscana en Norte América. En cambio, la mayor susceptibilidad a E.
avoceti puede deberse a la existencia de una historia evolutiva comdn, ya que

este cestodo infecta a limicolas en esta region geografica (Clark, 1954).
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Ademas, pudimos determinar las dindmicas temporales de infeccion en el
hospedador exdtico, observandose patrones diferentes seguin el estado de
desarrollo de Artemia, pero que en ambos casos se correlaciona con la
dindmica de los hospedadores finales correspondientes. En general, la
composicion de la comunidad de cestodos en Artemia coincide con la
estructura especifica de la comunidad de aves en el area considerada
(Capitulo I, 11 & I11).

El papel de los parasitos en las interacciones entre especies

sexuales de Artemia de poblaciones sintdpicas

El excepcional caso de coexistencia de A. salina y A. franciscana (nativa y
exotica, respectivamente), detectado en el afio 2009 en uno de los estanques de
las salinas del delta del Ebro, nos ha proporcionado un escenario idéneo para
evaluar la posible implicacion de los paréasitos en las interacciones
competitivas entre estos dos congéneres sexuales, fendmeno no estudiado
hasta el momento. Considerando que A. franciscana puede adquirir parasitos
en este ecosistema (Capitulo III), en el Capitulo IV examinamos las
infecciones por cestodos en poblaciones sintépicas de A. salina y A.
franciscana, asi como el impacto fenotipico de los paréasitos sobre ambos
hospedadores. En la especie exoética registramos nueve especies de cestodos
mientras que dos de ellas (Anomotaenia microphallos y Gynandrotaenia
stammeri) no se registraron en el hospedador nativo. Observamos marcadas
diferencias respecto a la abundancia relativa de las especies paréasitas en ambos
hospedadores. En el nativo, F. liguloides fue la especie mas abundante (tanto

en adultos como en juveniles), mientras que en el hospedador exoético, E.
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avoceti (en adultos) y F. flamingo (en juveniles) fueron los cestodos
dominantes.

Este estudio, realizado a lo largo de un afio, nos ha permitido detectar
diferencias claras en las dindmicas poblacionales de las especies de Artemia.
Mientras la poblacién A. salina aparece en los meses mas frios del afio y
desaparece en verano (Figura 2, Capitulo V), la poblacion de A. franciscana
se mantiene durante todo el afio. Con el objetivo de controlar la posible
influencia de las dindmicas poblacionales, comparamos las infecciones entre
A. salina y A. franciscana durante cinco meses de coexistencia (Enero a Mayo
de 2009), y por separado en individuos adultos y juveniles, dada la influencia
del estado de desarrollo en los patrones y niveles de infeccién (Capitulo | &
I11). La prevalencia, abundancia e intensidad total de cestodos eran menores
en la especie exdtica que en la nativa, asi como la diversidad de especies
parasitas, lo que corrobora, de forma fehaciente, la baja susceptibilidad de la
especie invasora a los cestodos, como habiamos observado previamente en el
Capitulo I11. Esto sugiere que los parasitos de especies nativas de Artemia
tienen una capacidad limitada de expandirse a congéneres al6ctonos, lo que
puede implicar una pérdida de poblaciones locales de parasitos.

La prevalencia y abundancia de F. liguloides y A. tringae fueron
significativamente mayores en A. salina, lo que indica una mayor regulacion
de su poblacion por parte de éstos que sobre la especie exdtica, ya que ambos
cestodos ejercen un impacto negativo sobre la actividad reproductora de las

hembras (efecto castrador).
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Efectos de los cestodos en Artemia nativa e invasora

Los individuos adultos de poblaciones nativas de Artemia sufren un impacto
fenotipico relacionado con alteraciones en la apariencia (coloracion roja),
tamafio (aumento de talla) y reproduccion (castracion total o parcial) que se
asocia con la infeccion por cestodos (Capitulo | & 1V). Hasta ahora, el
impacto sobre la especie exética A. franciscana ha sido relativamente poco
estudiado. En términos generales, podemos decir que la magnitud del efecto
parece ser dependiente de la intensidad de la infeccion (a mayor intensidad
mas efecto) asi como de la especie de parasito; ademas de detectarse
diferencias entre los hospedadores nativos y exoticos (Capitulo 1V).

La presente Tesis aporta informacion relevante y novedosa sobre las
interacciones entre cestodos y el hospedador exdético. Nuestros resultados
revelan que algunos cestodos son capaces de provocar efectos de incremento
de color en el hospedador exdtico (tanto en juveniles como en adultos) y
efectos castradores sobre las hembras adultas (Capitulo 1V), aunque el

impacto sobre la especie nativa A. salina es mayor.

La gran cantidad de individuos examinados nos ha permitido establecer
una relacion efecto-parasito. Los cestodos dilepididos tienen un importante
efecto sobre la coloracion de Artemia, ya que un solo cisticercoide es capaz de
provocar efecto evidente. EI hymenolepidido F. liguloides es uno de los
cestodos con mayor capacidad castradora sobre Artemia (afectando tanto a la
especie nativa como a la exdtica). Los cestodos A. tringae y E. avoceti también
afectan negativamente a la reproduccion de A. salina y de A. franciscana,
respectivamente, evidenciandose por primera vez el efecto castrador de
cestodos dilepididos sobre Artemia. Curiosamente, F. liguloides no parece

afectar al color de A. salina aunque aumenta la coloraciéon roja en A.
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parthenogenetica (datos no publicados) y provoca un ligero, pero significativo,
aumento en la probabilidad de presentar coloracién roja en la especie exdtica.
Por tanto, no todos los cestodos provocan los mismos efectos, ni con la misma
intensidad; existiendo ademas diferencias entre las especies nativas y exotica
de Artemia. Esto sugiere la existencia de diferentes interacciones ecoldgicas
entre parasitos-hospedadores nativos y parasitos-hospedador exético. En el
caso de pardsitos con ciclo de vida indirecto y transmision tréfica, las
alteraciones que sufre el hospedador intermediario al ser infectado se han
propuesto como una “manipulacion” por parte del parasito, dirigida a aumentar
el riesgo de predacion por el hospedador final (Moore, 2002; Thomas et al.,
2005) o como una estrategia de explotacion directa, siendo ambas no
mutuamente excluyentes. Asumiendo la hipétesis de la manipulacion, si el
propésito definitivo del parasito es su transmision al hospedador final, es
esperable que su estrategia esté relacionada con los habitos alimenticios del
hospedador final. En este sentido, el efecto del color puede entenderse como
una manipulacién por parte del parasito ya que, si analizamos en detalle los
efectos especificos de los paréasitos en el hospedador nativo, observamos que
las infecciones por C. podicipina, E. avoceti y Anomotaenia tringae (paréasitos
de aves con una estrategia trofica visual-selectiva) provocan efectos sobre el
color de Artemia. Sin embargo, F. liguloides (parasito de flamencos) apenas
afecta al color y, en cambio, tiene un importante efecto castrador sobre
Artemia (Capitulo | & 1V), lo que puede relacionarse con un efecto directo de
explotaciéon de los recursos del hospedador por el parasito, para su propio
crecimiento en detrimento de la reproduccion de Artemia. Esto explicaria el
hecho de que los parasitos de las aves con una estrategia tréfica visual

prefieren infectar a los adultos, y ademas les provocan cambios en su
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coloracion con la finalidad de hacerlos mas visibles, facilitando asi la

predacion de Artemia por el ave y, por tanto, la transmision del parasito.

Los parasitos pueden ser determinantes en los fenémenos de competencia
entre especies nativas y especies exoticas. En principio, la introduccion de
especies exdticas en un ecosistema aumenta la diversidad bioldgica de la
comunidad y, bajo la perspectiva de los parasitos, la disponibilidad de
potenciales hospedadores. La presencia de un hospedador alternativo puede
reducir la incidencia de infeccion sobre el hospedador nativo, aumentando las
posibilidades de persistencia con la especie exotica (Hatcher et al., 2006). Sin
embargo, los impactos sobre las interacciones parasito-hospedador ya
establecidas pueden ser notables. Dada la limitada capacidad de los parasitos
de infectar a A. franciscana (por las bajas prevalencias registradas), en el
Capitulo 1V también nos planteamos la idea de explorar el potencial efecto
del hospedador nativo A. salina sobre el parasitismo en la especie exotica.
Nuestro objetivo era comprobar si la presencia del hospedador nativo reduce el
parasitismo en el hospedador exoético. Para ello comparamos las tasas de
infeccion en A. franciscana en dos zonas del ecosistema, donde hay
coexistencia con A. salina y donde no la hay. Al contrario de lo que se
esperaba, observamos un efecto de amplificacion (mayor infeccion en
presencia del hospedador nativo), lo que sugiere que A. salina actta de algun
modo como reservorio de parasitos (cestodos). Las aves (hospedadores finales)
pueden ser, a priori, las principales responsables de una circulacion diferente
de parasitos entre ambas zonas. De hecho, las menores tasas de parasitismo en
A. franciscana comparadas con las halladas en la especie nativa pueden
explicarse por una mayor resistencia a los cestodos, debido, probablemente, a
la ausencia de coevolucidn parasito-hospedador; pero también por una

tendencia de las aves a evitar habitats invadidos si existe una preferencia por el
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recurso trofico nativo y no por la presa alternativa, dada su débil manipulacion
(interacciones predador-presa). En este sentido, Sanchez y colaboradores
(2009) demostraron experimentalmente que ciertos limicolas (Calidris spp.)
preferian alimentarse de individuos de Artemia rojos (e infectados) que de
individuos claros. Por tanto, el menor impacto de los cestodos sobre la
coloracion de la especie americana y su condicion de presa vulnerable, podria
traducirse en una menor presion selectiva por predacion (especialmente de
aquellas aves con una estrategia tréfica visual), lo que facilitaria el crecimiento
poblacional de A. franciscana. Por tanto, los cestodos estan afectando a las
interacciones predador-presa, aves-Artemia, situando en una posicion
ventajosa a la especie exética de Artemia frente a las nativas (al ser menos
manipulada y por tanto menos predada). Esto tiene efectos negativos tanto
para las especies nativas de Artemia, que en situaciones de competencia
(nativa-exotica) sufririan una mayor predacion; como también para las aves,
gue en ecosistemas invadidos pueden ver limitada su ingesta y su aporte de
carotenoides (pigmentos esenciales para las aves y responsables de la
coloracién roja en los individuos de Artemia parasitados; Amat et al., 1991b);
y para los paréasitos, que verian reducida su transmision con la especie exotica

actuando como sumidero.

PROCESO INVASOR DE A. franciscana EN LA REGION
MEDITERRANEA: una visién integradora

La introduccidn de A. franciscana en humedales de la cuenca Mediterranea ha
provocado la extincion local de muchas poblaciones nativas (Amat et al.,

2007), siendo excepcionales los casos donde la especie nativa ha resistido la
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invasion y ambas especies (nativa y exotica) estén coexistiendo. En general, A.
franciscana se ha convertido en la especie dominante alli donde ha sido
introducida, constituyendo poblaciones estables, que pueden actuar como
origen de otras introducciones gracias a su dispersion pasiva por vectores
naturales como el viento y las aves migratorias (Green et al., 2005; Sanchez et
al. 2012b). Estas nuevas poblaciones originadas podrian incluso llegar a tener
un potencial invasor mayor que la poblacion inicial (Lejeusne et al., 2012), lo
que dificultaria, ain mas si cabe, el control y la erradicacion de la especie
invasora A. franciscana. En condiciones naturales, la dispersion por el viento y
las aves (Green et al., 2005; Mufioz et al., 2013) estarian facilitando la
expansion de esta especie. Por otro lado, el hombre debe considerarse como un
vector activo de la introduccion de esta especie, ya sea de forma accidental o
intencionada. Las introducciones en la region Mediterranea se han relacionado
principalmente con la acuicultura, acuariofilia y la industria salinera (Amat et
al., 2005). Asimismo, el hombre puede facilitar la dispersién involuntaria y
pasiva de invertebrados acudticos entre distintos cuerpos de agua a través del
calzado y la ropa; en especial de aquellos organismos que presentan huevos en
diapausa (como es el caso de Artemia), cuyos quistes podrian ser dispersados
pasivamente a nuevos habitats donde eclosionan (Waterkeyn et al., 2010; Valls
et al., 2015). En este sentido, seria recomendable establecer protocolos de
actuacion para las personas que frecuentan los ecosistemas acuaticos, con el
fin de concienciar sobre los problemas que ocasiona la introduccion de
especies exdticas. Las consecuencias mas evidentes de esta invasion son la
alteracion drastica de la distribucion original de las especies del género
Artemia y la pérdida de biodiversidad debida, principalmente, a la eliminacion
progresiva de muchas de las poblaciones nativas mediterraneas y a la

introduccién de nuevas poblaciones al6ctonas. Especialmente vulnerables son
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aquellas poblaciones que estan localizadas en zonas costeras y en las vias de
migracion de aves del Mediterrdneo occidental y, sobre todo, del Atlantico
oriental (Amat et al., 2007; Green et al., 2005). En el transcurso de esta
investigacion hemos podido confirmar la persistencia de determinadas
poblaciones introducidas de A. franciscana previamente detectadas por Amat
et al. (2005) (Laguna de Fuente de Piedra en Malaga, Salinas del Delta del
Ebro en Tarragona, salinas de la ribera gaditana), asi como nuevos registros de
poblaciones introducidas en Espafia (salinas de Biomaris en Huelva, datos no
publicados; estanque litoral de EI Médano en Tenerife; Hontoria et al., 2012) y
en Francia (salinas de Giraud en la Provenza y salinas de La Guerande en el
Loire Atlantico; Amat et al., 2007). No obstante, la invasion de esta especie
americana no sélo ha provocado impactos sobre sus congéneres nativos, sino
gue los impactos pueden extenderse a la biota nativa global de los ecosistemas
hipersalinos, afectando a distintos niveles de interacciones biéticas: parasito-

hospedador y predador-presa.

A diferencia de la poblacion de Artemia nativa, cuyas dinamicas
poblacionales estdn condicionadas principalmente por variaciones térmicas y
su supervivencia queda restringida a periodos concretos del afio, pudimos
observar como A. franciscana esta presente durante todo el afio (Capitulo 111
& 1V) mientras que A. salina lo esta solo en las estaciones més frias (Capitulo
IV). Esto indica que A. franciscana es una especie con una gran tolerancia a
fluctuaciones de temperatura y salinidad, lo que puede facilitar su expansion
en los nuevos ambientes. Al mismo tiempo, las bajas tasas de parasitismo
registradas en A. franciscana en el rango invadido (Capitulo 111) comparadas
con las halladas en su rango nativo (Capitulo I1), nos indica que la especie

exotica estd sometida a una menor regulacion por parte de los paréasitos
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nativos, lo que podria explicar su dominancia en los ambientes donde es

introducida, convirtiéndose en una especie invasora.

Se sabe que los parasitos tienen una importante funcion como agentes
reguladores de las poblaciones de hospedadores, y en el contexto de las
invasiones bioldgicas, éstos pueden ser determinantes en el proceso invasor Si
afectan de forma diferente a la eficacia bioldgica de las especies nativas y
exoéticas. La disminucion de la regulacion por parasitos ha sido propuesta
como una fuerza importante que conduce al éxito de las especies introducidas
(Mitchell & Power, 2003; Torchin et al., 2003). Como hemos visto, los
cestodos pueden tener importantes efectos sobre la reproduccién y coloracion
de Artemia, aungue el impacto sobre las especies nativas es mayor (Capitulo
IV). Por tanto, si a las bajas tasas de parasitismo afiadimos un menor impacto
de los parésitos (sobre la coloracion y reproduccién) en la especie introducida
gue en las especies nativas mediterraneas de Artemia (Capitulo 1V), la especie
americana estaria en una posicién ventajosa en la competencia interespecifica,
lo que conduce a su éxito invasor. De hecho, los parasitos pueden influir en las
invasiones biolégicas dependiendo de sus impactos relativos sobre las especies
(Hatcher et al., 2006; Prenter et al., 2004). Por tanto, ademas de la mayor
eficacia biologica de A. franciscana demostrada en estudios experimentales
(Browne & Halanych, 1989; Amat et al.,. 2007), en condiciones naturales los
pardsitos pueden ser determinantes en el proceso invasor, afectando a las

interacciones competitivas entre las especies nativas y la exdtica.

El crustaceo Artemia es un organismo clave en la red trofica de los
humedales hipersalinos y en su funcionamiento, por lo que los efectos de la
pérdida de especies nativas por la invasién de A. franciscana pueden tener

consecuencias dramaticas para el ecosistema. En este contexto, no esta claro
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gue los cestodos que parasitan a las especies nativas de Artemia sean capaces
de persistir si las poblaciones nativas son reemplazadas por la especie
americana. Puede que algunos cestodos que parasitan a las especies nativas de
Artemia no sean capaces de infectar al nuevo hospedador con una tasa
suficiente (dadas las bajas tasas de infeccion registradas, Capitulo 111 & 1V)
o0, si lo hacen, puede que no lleguen al hospedador final con la suficiente
frecuencia para asegurar la supervivencia de una metapoblacién viable (dada
la débil manipulacion observada en el hospedador exético; Capitulo 1V). Por
todo ello es probable que a escala local se produzca la extincion de
poblaciones de parésitos debido a la extincion de su hospedador nativo
(coextinciones). Ademas, el menor impacto de los cestodos sobre A.
franciscana sumado a una preferente localizacion de los individuos de esta
especie en la parte inferior de la columna de agua (observaciones propias) hace
gue no sean tan visibles para sus predadores y, en consecuencia, la tasa de
ingestion por determinadas aves puede verse reducida en los ecosistemas
invadidos. Si las aves son capaces de discriminar entre ecosistemas invadidos
y no invadidos, por las variaciones en la disponibilidad de su recurso trofico
Artemia, es probable que tiendan a evitar aquellos humedales invadidos vy, a
largo plazo, la invasién pueda disminuir la importancia de los humedales
hipersalinos para la conservacion de las aves. En cualquier caso, la invasion
por la especie americana A. franciscana es un hecho ampliamente constatado,
lo que la ha convertido actualmente en una especie acuatica invasora a nivel
global. Su superior eficacia biol6gica respecto a otras especies del género y su
gran capacidad invasora en condiciones naturales, mediada, al menos en parte,
por los cestodos, es un hecho ineludible. EI menor control demografico por
enemigos naturales (tanto cestodos como aves) en A. franciscana le otorga una

ventaja competitiva decisiva frente a las especies nativas, facilitando su
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expansion demografica en el rango invadido y desplazando a las especies
nativas de su ecosistema.

Las graves consecuencias de la invasion por esta especie americana
ponen en evidencia la necesidad de establecer medidas urgentes de control y
manejo para evitar su expansion. Artemia es una pieza clave dentro de los
ecosistemas acuéticos hipersalinos, ademas de un organismo modelo dentro de
la investigacion cientifica y, por supuesto, un recurso imprescindible para la
acuicultura a nivel mundial. Por todo ello creemos necesario mantener su
biodiversidad y aportar todo conocimiento que pueda ser de utilidad para su

conservacion.

Lineas futuras de investigacion

En los trabajos de investigacion resumidos en esta Tesis Doctoral se ha
profundizado en la invasion biolédgica de la especie americana A. franciscana y
en el protagonismo de los cestodos como determinantes del éxito invasor en la
region Mediterranea. Ademas, se ha ampliado el conocimiento general sobre el
parasitismo en Artemia, aportando los primeros datos sobre la comunidad de
helmintos en A. franciscana en su area nativa. En este sentido, se ha abierto
una linea importante en la que seguir trabajando. Seria interesante continuar
investigando sobre las relaciones ecoldgicas entre parasitos-presas-
hospedadores en la poblacion nativa del Great Salt Lake, y en las estrategias
de explotacion/manipulacion de los parasitos y sus posibles implicaciones
sobre la dinamica poblacional de A. franciscana y el funcionamiento de todo el
ecosistema. De hecho, este ecosistema tiene un importante valor ecoldgico y

econémico al ser uno de los humedales més importantes para las aves
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migratorias del hemisferio occidental y por albergar el principal recurso
natural de quistes de Artemia a nivel mundial. Estudios similares en otras
poblaciones nativas de A. franciscana (Mono Lake en California, USA o lagos
de Saskatchewan, Canada; Mufioz et al. 2013) serian importantes para ampliar
el conocimiento de la fauna parésita en Artemia en el Neartico, dada la

inexistencia de informacion previa al respecto.

De igual modo, el estudio de las comunidades parasitas e interacciones
parasito-hospedador en otras especies de Artemia, como por ejemplo en la otra
especie endémica de América A. persimilis o en las especies asiaticas A.
urmiana, A. sinica, A. tibetiana es un tema que reviste interés en si mismo

dada la ausencia de conocimiento.

La identificacion morfoldgica de los parasitos en el hospedador intermediario
no siempre resulta posible debido al ndmero limitado de caracteres
morfologicos presente en estos estados larvarios del pardsito y al
desconocimiento de sus ciclos bioldgicos. De hecho, en los examenes
parasitologicos realizados durante esta investigacion se han registrado larvas
de nematodos (Capitulo Il, datos no publicados) y cisticercoides de algunos
cestodos que estan pendientes de ser identificados a nivel de especie: Wardium
sp., Gynandrotaenia sp. (Capitulo 1, 1Il, IV). La aplicacion de técnicas
moleculares puede ser una herramienta de gran utilidad para la identificacion
de los estados larvarios de parasitos helmintos, asi como para estudiar la
prevalencia de los helmintos en las aves (por ejemplo por metabarcoding de

sus heces o contenido intestinal).

La coloracion roja en Artemia ha sido asociada principalmente con pigmentos

carotenoides (Amat et al., 1991), los cuales tienen una importante funcion
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antioxidante e inmunoestimulante. Analizar la naturaleza y funcién de los
pigmentos responsables de la coloracion roja, asociada a las infecciones
parasiticas en las diferentes especies de Artemia, asi como en los distintos
estados de desarrollo, es otra de las cuestiones aun por determinar y que
contribuiria a entender mejor las estrategias de manipulacion/explotacion de
los pardsitos sobre sus hospedadores intermediarios y su posible relacion con
la respuesta inmunitaria. Ademas, considerando los diferentes efectos sobre el
color y comportamiento en las especies nativas de Artemia y en la invasora,
seria interesante evaluar la validez del recurso tréfico Artemia para las aves en
cuanto a la calidad nutricional y a la tasa de ingesta, de forma que se puedan
cuantificar los efectos de la invasion de A. franciscana para la comunidad de

aves de los ecosistemas mediterraneos invadidos.

Considerando todo lo expuesto, es evidente que la presencia de la especie
exotica americana A. franciscana esta causando graves impactos para la
biodiversidad de las especies del género en todo el Viejo Mundo. Con lo cual, la
decision y aplicacion de medidas de control efectivas son lineas de investigacion

y actuacion de interés conservacionista que consideramos de urgente desarrollo.
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6- CONCLUSIONES

Pese a las recomendaciones de algunos expertos de incluir a la especie A.
franciscana en el Catdlogo de Especies Exdticas Invasoras de Espafia, por el
momento parece que existe cierta controversia, debida, principalmente, al uso
generalizado de este recurso en el ambito de la acuicultura. No obstante, los
resultados de esta investigacion proporcionan un mejor conocimiento del
potencial invasor de esta especie americana y las esperables consecuencias
ecoldgicas de su introduccion. Esta Tesis nos ha permitido contribuir al
conocimiento de las interacciones parasito-hospedador bajo el contexto de las
invasiones biolégicas acuéticas y, en concreto, entender mejor el proceso invasor
de A. franciscana en la regién Mediterranea. Nuestra investigacion aporta
informacidn relevante para prevenir futuras introducciones y poder realizar una
correcta gestion de los humedales hipersalinos y su biodiversidad a escala

global.

Las conclusiones obtenidas son las siguientes:

1. Las especies y poblaciones de Artemia tienen un papel fundamental como
hospedadores intermediarios de helmintos parasitos de aves acuaticas,
tanto A. franciscana en el Neartico como A. salina y A. parthenogenetica
(diploide) en el Paleéartico, manifestando tasas de parasitismo similares,

en términos generales.

2. Lafauna de paréasitos helmintos en A. franciscana en su area nativa (USA),
descrita por primera vez en este estudio, se compone de cinco especies

pertenecientes a dos grupos: nematodos de la familia Acuariidae y
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cestodos de la familia Hymenolepididae (Confluaria podicipina,
Hymenolepis sensu lato californicus, Wardium sp.) y Dilepididae
(Furhmannolepis averini). Para esta ultima especie este hallazgo supone
su primer registro en el Neértico. Se trata de parasitos de aves acuaticas

como zampullines, gaviotas y aves limicolas.

La poblacion de A. franciscana del Great Salt Lake (Utah, USA) presenta
una alta prevalencia, intensidad y abundancia total de cestodos en su
hébitat original, al contrario que las poblaciones de esta misma especie
introducidas en la region Paleartica, lo que sugiere que estd sometida a
una menor regulacion por los parasitos, que explicaria, al menos en parte,
su crecimiento demografico en el area mediterrdnea donde se ha

convertido en una especie invasora.

4. El estado de desarrollo de los individuos de Artemia influye en los patrones

5.

de su infeccion por cestodos, observandose un efecto acumulativo con la
edad en el hospedador intermediario y una relacién con la estrategia

tréfica, filtradora o visual, de las aves hospedadores finales.

Los estados de desarrollo tempranos (metanauplios y juveniles) de A.
parthenogenetica son eficientes hospedadores intermediarios en el ciclo
de vida de cestodos como Flamingolepis liguloides y F. flamingo, cuyos

estados adultos parasitan aves acuaticas filtradoras como los flamencos.

La composicion y variedad de especies de cestodos presentes en el

hospedador intermediario Artemia es reflejo de la comunidad de aves que
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sirven de hospedadores definitivos y, en general, de su abundancia y

distribucién en el ecosistema.

La poblacion de la especie invasora A. franciscana que habita en las
salinas del delta del Ebro se caracteriza por una amplia diversidad de
especies de cestodos comparada con la hallada en otras areas invadidas, o
en su rango nativo. Se registraron 10 especies pertenecientes a las familias
Hymenolepididae, Dilepididae y Progynotaeniidae, y se obtuvo el primer
registro conocido para Wardium stellorae en esta especie hospedadora.
Sin embargo, los bajos niveles de infeccién registrados puede que no
garanticen la viabilidad de las poblaciones de algunos parasitos propios de

las especies nativas de Artemia en la especie invasora.

Al parecer, en el rango introducido, A. franciscana ofrece resistencia al
parasitismo por cestodos de flamencos, en particular a Flamingolepis
liguloides; sin embargo, presenta una mayor susceptibilidad a la infeccion
por parasitos de aves limicolas. Esto puede estar condicionado por

variaciones en la historia coevolutiva de parasitos y hospedadores.

Los cestodos pueden alterar la coloracién y afectar negativamente a la
reproduccion de los individuos de Artemia. Estos efectos son mas
notables en el hospedador nativo A. salina que en la especie exotica, lo
gue se traduce en una menor regulacion y manipulacion por parte de los
parasitos y, probablemente, en una menor predacion por las aves sobre A.
franciscana, lo que contribuye a su éxito invasor en el rango mediterrdneo

invadido.
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10. La capacidad castradora de los cestodos en Artemia no es exclusiva del
hymenolepidido Flamingolepis liguloides, también los cestodos
dilepididos pueden afectar negativamente a la reproduccion de las
hembras de Artemia.

11. Lainvasién de A. franciscana en la region mediterranea esta provocando
una importante pérdida de biodiversidad para el género Artemia. El
resultado de esta tesis apunta hacia unas consecuencias ecoldgicas
mayores, implicando una pérdida de biodiversidad de parasitos; asi como
una posible limitacion del recurso nutritivo para las poblaciones de aves
gue habitan en los ecosistemas invadidos. No obstante, los efectos reales
de A. franciscana sobre la biota nativa y la dindmica de los humedales
hipersalinos necesitan todavia de un conocimiento mas profundo para ser
detectados.
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Las invasiones bioldgicas constituyen una de las principales amenazas para la
biodiversidad y el funcionamiento de los ecosistemas, siendo en la actualidad
uno de los factores que mas influyen en la extincion de especies. El
establecimiento y la demografia de las especies invasoras en un nuevo
ambiente suelen estar relacionados con atributos bioldgicos propios del
invasor, pero también con las interacciones con la comunidad invadida en las
gue los paréasitos pueden influir de una manera relevante. En la Gltima década,
el crustadceo branquiépodo americano Artemia franciscana Kellogg, 1906 ha
sido considerado una especie invasora en la region Mediterranea y la principal
amenaza para las especies nativas de Artemia. Su introduccion se ha
relacionado con actividades antropogénicas, principalmente con la acuicultura,
en la que esta especie es utilizada para la alimentacion de larvas de peces,
crustaceos y moluscos (cefalépodos). En Espafia, y en general en toda la
regién del Mediterraneo Occidental, muchas de las poblaciones nativas de
Artemia salina y Artemia parthenogenetica (diploides y tetraploides) han sido
eliminadas como resultado de la competencia con A. franciscana (Amat et al.,
2007; Ben Naceur 2010; Mufioz et al., 2014). Desde la primera deteccion de
esta especie americana en el sur de Portugal a finales de 1980, su distribucion
fuera de su area nativa se ha expandido rapidamente a todos los continentes, lo
que pone de manifiesto su alta capacidad colonizadora, convirtiéndola en una
especie acuatica invasora a nivel global. Artemia es un organismo clave en el
funcionamiento de los humedales hipersalinos de todo el mundo, en
consecuencia, esclarecer los factores que determinan el éxito de su invasion es
una cuestiobn que reviste gran importancia bajo un punto de vista

conservacionista. Estudios previos realizados en laboratorio han demostrado
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gue A. franciscana tiene una eficacia biolégica muy superior a la de sus
congéneres mediterraneos, debido, principalmente, a su mayor tasa
reproductiva; ademas de poseer unas mayores habilidades competitivas, y un
marcado caracter euritermo y eurihalino (Browne & Halanych, 1989; Browne
& Wanigasekera, 2000; Amat et al., 2007). Por otro lado, esta especie presenta
una alta capacidad de dispersion a través de las aves, lo que puede facilitar su
expansion (Séanchez et al., 2012b; Mufioz et al., 2013). En condiciones
naturales, existen multitud de factores que pueden afectar a las interacciones
competitivas entre las especies y, por tanto, determinar el resultado del proceso
de competencia, entre ellos el parasitismo. Los parésitos tienen un papel
importante en el funcionamiento y estabilidad de los ecosistemas, debido a que
pueden afectar a la dindmica de las poblaciones, la estructura de las
comunidades, las interacciones predador-presa, entre otros. En el marco de las
invasiones biologicas, los parasitos pueden determinar el éxito o fracaso del
proceso invasor a través de distintos mecanismos. Por ejemplo, las especies
exoticas que llegan a un nuevo ambiente pueden ser portadoras de parasitos,
actuar como reservorios y transferir los paréasitos a las poblaciones nativas del
ecosistema con consecuencias muy negativas para éstas. En otros casos, las
especies exdticas llegan libres de parasitos, 0 con una minima carga
parasitaria, lo que facilita el crecimiento exponencial de sus poblaciones
debido a la ausencia de regulacién por parte de sus parasitos naturales, lo que
puede facilitar su éxito invasor (Torchin et al., 2003, Tompkins & Poulin
2006). Ademas, las especies exdticas pueden adquirir especies paréasitas en el
nuevo ambiente, lo cual puede producir un efecto amplificador de la infeccion
en las especies autoctonas (Kelly et al., 2009). Los parasitos, ademas, pueden
ser determinantes en el resultado de una invasién dependiendo de los impactos

relativos que tengan sobre las especies nativas y las invasoras (Prenter et al.,
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2004; Hatcher et a., 2006). La presente Tesis investiga el fenémeno del
parasitismo por cestodos en las especies de Artemia y la implicacion de los
pardsitos en el éxito invasor de A. franciscana en la region mediterranea,
examinando las interacciones parasito-hospedador, asi como la influencia de
los parasitos en las interacciones hospedador nativo-hospedador invasor, un
fendmeno poco conocido en Artemia. Ademas, aportamos los primeros datos
sobre la comunidad de helmintos en esta especie americana en su area nativa
(USA), lo que nos ha permitido una mejor comprension de la invasion
bioldgica en los ecosistemas mediterrdneos. Para abordar estas cuestiones nos
planteamos la realizacion de varios estudios, en el rango nativo asi como en el
invadido, de tal forma que pudiésemos comparar el papel de A. franciscana
como hospedador intermediario nativo y exotico de parasitos cestodos. Los
estudios a largo plazo y en poblaciones simpatricas de Artemia (nativa-
invasora) aportaran resultados precisos sobre la posible implicacion de los
parasitos en la invasion, ya que los hospedadores estan en las mismas
condiciones (bidticas y abidticas). Sin embargo, la rapida eliminacién de las
poblaciones nativas tras la llegada de A. franciscana ha hecho complicado
disponer de informacion previa en este sentido, dada la dificultad de encontrar
ecosistemas donde se de la coexistencia. Tras el caso excepcional de
coexistencia con la especie nativa A. salina detectado en las salinas invadidas
del delta del Ebro (NE, Espafia) en el afio 2009, nos planteamos la realizacion
de un estudio comparativo de las infecciones en ambas especies de Artemia, de
forma que pudiésemos esclarecer el papel de los cestodos en el éxito invasor
de esta especie. La presente Tesis Doctoral aborda todas estas cuestiones y
trata de vislumbrar las potenciales consecuencias de la invasion de A.
franciscana para la biodiversidad nativa y la dindmica de los humedales

hipersalinos mediterraneos.
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En esta Tesis se evalu6 el papel que desempefia A. franciscana como
hospedador intermediario tanto en su rango nativo (Great Salt Lake, Utah,
USA) como en el invadido (Salinas del delta del Ebro, Tarragona, Espafia).
Asimismo, se exploraron algunos factores intrinsecos del hospedador exético,
tales como el estado de desarrollo y el sexo, como determinantes de los
patrones de infeccion. Se estudiaron las variaciones temporales y su posible
relacion con la comunidad de aves hospedadores finales. También se estudio el
papel de los estados tempranos del desarrollo de A. parthenogenetica en la
circulacion de cestodos de aves, con especial énfasis en los estados
metanaupliares. Finalmente, se estudio la implicacion de los cestodos en las
interacciones competitivas entre la especie invasora y la especie nativa
Artemia salina en el Gnico caso conocido en Espafia donde existen poblaciones

sintdpicas de ambas especies.

Los estudios realizados se han presentado en los cuatro capitulos que
conforman la base de la presente Tesis y que plantean los siguientes objetivos

particulares.

OBJETIVOS

Capitulo I:
o Examinar el posible papel de los estados tempranos del desarrollo de
A. parthenogenetica en la circulacion de los cestodos de aves en

condiciones naturales.

Capitulo I1:
e Determinar la comunidad de parasitos helmintos en A. franciscana en
su habitat nativo (Great Salt Lake, Utah USA) y cuantificar los niveles

de infeccion generales y para cada especie parasita registrada.
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Evaluar las variaciones espaciales y temporales de las infecciones
parasiticas y su relacion con la comunidad de aves hospedadores
finales del ecosistema.

Comparar el papel de A. franciscana como hospedador intermediario
en su area nativa y en el area invadida mediterranea. En concreto,
contrastar la composicidn de especies parasitas y la prevalencia total
de infeccidn, para lo que se utilizé la informacion previa disponible

sobre las especies de Artemia del Paleartico.

Capitulo I11:

Estudiar la comunidad de cestodos en la especie exotica A.
franciscana que habita las salinas del delta del Ebro (provincia de
Tarragona, Espafia)

Evaluar la posible influencia del estado de desarrollo y sexo de este
hospedador exético sobre las tasas de infeccion.

Determinar la dindmica temporal de infeccion por cestodos y su

relacion con la comunidad de aves.

Capitulo IV:

Comparar las infecciones por cestodos entre A. franciscana y A. salina
de poblaciones en coexistencia con la finalidad de comprobar la
hipotesis de que la especie exdtica es menos susceptible a los cestodos
nativos que A. salina, lo que le otorgaria una ventaja competitiva
frente a su congénere.

Estudiar el efecto de la presencia de la especie nativa A. salina sobre

las infecciones en la especie exotica en el ecosistema invadido.
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e Evaluar el efecto de los cestodos sobre el cambio de coloracion y la
capacidad reproductiva en las especies sexuales de Artemia (nativa e

invasora).

MATERIAL Y METODOS GENERALES

Zona de estudio, poblaciones de Artemia y muestreos de campo

El area de estudio se localiza en la costa mediterranea espafiola, en concreto
los humedales hipersalinos de la Laguna de la Mata (38°02'N, 0°42°0),
localizada en la provincia de Alicante, con una extensién de 700 ha v,
principalmente, las “Salinas de la Trinitat” situadas en el Parque Natural del
Delta del rio Ebro (40°35°N, 00°41°E) en la provincia de Tarragona, con una
extension de 320 km® Se trata de dos enclaves con un importante valor
ecoldgico para las aves acudticas, estando amparados bajo ciertas figuras de
proteccidn legal (sitios Ramsar y ZEPA). El otro ecosistema estudiado, Great
Salt Lake (41°10°N, 112° 35"0), esta situado en la parte oeste de USA, en el
estado de Utah, tiene una extension de 5200 km? y es considerado uno de los
ecosistemas mas importantes para las aves migratorias del hemisferio

occidental.

Las poblaciones de Artemia objeto de nuestros estudios han sido las siguientes:
A. parthenogenetica (diploide) — La Mata (Capitulo I)

A. franciscana — poblacion introducida en las salinas del delta del Ebro
(Capitulos 111 & 1V)

A. salina — salinas del delta del Ebro (Capitulo IV)

A. franciscana — poblacidon nativa de Great Salt Lake (Capitulo 11)
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Los diversos estudios realizados se basaron en el analisis de las infecciones
naturales por parasitos helmintos (principalmente cestodos), razén por la cual
se realizaron diversos muestreos de campo para la recoleccién de muestras de
Artemia. La campafa de muestreo en las salinas del delta del Ebro tuvo una
duracion de 33 meses y estuvo comprendida desde 2007 a 2010. Los
individuos de Artemia se recogieron en 5 puntos diferentes del ecosistema, con
un total de 51 muestras recogidas (ver detalles en las secciones de Material y
Meétodos de los capitulos 1l & 1V). Las muestras de Artemia de Great Salt
Lake se obtuvieron durante el periodo comprendido entre Junio y Septiembre
de 2009, con un total de 12 muestras recogidas en cuatro puntos diferentes del
lago. La campafia de muestreo realizada en La Laguna de la Mata se realizo
desde Junio 2007 hasta Febrero de 2009, con un total de 7 muestras recogidas
en 2 puntos del ecosistema (Red6n et al., en preparacion). Sin embargo,
nuestro estudio (Capitulo 1) se basé en una muestra puntual obtenida en
Octubre de 2007. En cada punto de muestreo se registré in situ parametros
ambientales, tales como la salinidad y temperatura del agua, y se procedié a la
coleccidn de los ejemplares vivos de Artemia con mallas de plancton de 160 y
500 um. Los animales se trasportaron hasta el laboratorio donde se
mantuvieron vivos hasta finalizar los respectivos estudios (las condiciones de
mantenimiento de las muestras en cada estudio se detallan en la seccién de

Materiales y Métodos de los capitulos).

Procesado de las muestras para el examen parasitolégico

Como procedimiento habitual, previamente a iniciar los respectivos examenes
parasitologicos, se procedid a determinar la estructura de edad de la poblacién.
Para lo cual se tom6 una muestra de 2 a 4 L, y mediante el uso de varias mallas

de filtrado se separaron los individuos por tamafio. Los animales filtrados se
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colocaron en placas de Petri con agua de mar limpia, se anestesiaron
ligeramente con cloroformo y se procedi6 a su observacion y contaje haciendo
uso de la lupa binocular. Asimismo, se identificd la composicion especifica de
la poblacion en el caso de muestras con mas de una especie de Artemia. La
adscripcion especifica se realizo en base a los principales rasgos diferenciales
descritos por Amat (1985).

Para los exédmenes parasitoldgicos se realizd la preparacion de los
individuos de Artemia en medios temporales (glicerol) y se procedié a su
observacion al microscopio Optico. Cuando la identificacion del parésito no
fue posible en ese estado, se realizd el montaje del individuo infectado o del
cisticercoide aislado en un medio permanente (Berlese), lo que permitié una
mejor observaciéon de los ganchos rostelares del cestodo. Los parasitos se
detectaron por transparencia, por lo que no hubo necesidad de realizar ningln
tipo de tincion previa. En determinados casos, los individuos se conservaron

en etanol 70% para preservar los parasitos y realizar su posterior examen.

Identificacion de los parasitos

La identificacion de los cestodos se efectud siguiendo criterios morfoldgicos y
morfomeétricos, en base a las descripciones previas realizadas por Georgiev et
al. (2005) y Vasileva et al. (2009). Este ultimo trabajo esta basado en parte del
material recogido durante la presente investigacion, lo que nos ha permitido
colaborar en la preparacion del mismo. En base a la informacion obtenida se
elabord una clave de identificacion dicotomica de los cisticercoides de los
cestodos que infectan a las especies mediterraneas de Artemia y que nos ha
servido como guia fundamental para la identificacion del material examinado a

lo largo de esta investigacion. Los criterios diagndsticos principales para la
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identificacion de los cisticercoides de los cestodos fueron: la forma, tamafio y

namero de ganchos rostelares, asi como la morfologia del cercomero.

Anélisis cuantitativos de las infecciones parasiticas y estadistica

Los pardmetros que se utilizaron de forma general para la cuantificacion de las
infecciones en nuestros estudios fueron: (i) prevalencia (nimero de individuos
de Artemia infectados dividido por el nimero total de individuos examinados y
multiplicado por cien); (ii) abundancia media (nimero total de parésitos
dividido por el nimero total de individuos analizados); (iii) intensidad media
(numero total de parésitos dividido por el nimero de individuos de Artemia
infectados), de acuerdo con la terminologia de Bush et al. (1997). Estos
descriptores se calcularon tanto para la infeccion general como para las
infecciones de cada especie parasita registrada. Adicionalmente se calcul6 la
riqueza de especies (la media del nimero de especies de cestodos en cada
individuo) y la abundancia relativa de cada especie parasita (como una

proporcion del total de cestodos).

Para el analisis estadistico de dichas variables, en general, se emplearon
test no paramétricos sobre los datos brutos, dada la naturaleza y distribucion
agregada de este tipo de datos. Las prevalencias entre grupos fueron analizadas
mediante el test de la Z, Chi-cuadrado, o el test exacto de Fisher. Para el
analisis de las intensidades y abundancias se empleé el test de Mann-Whitney
U para las comparaciones entre dos grupos y Kruskal-Wallis para las
comparaciones multiples, seguido de un analisis a posteriori. Al p-valor se le
aplico la correccion de Bonferroni para evitar el error tipo | (Miller, 1981). En
los casos en los que se dispuso de un gran nimero de muestras se aplico la
prueba de rangos con signo de Wilcoxon para las comparaciones pareadas de

los parametros de infeccion. Los andlisis se realizaron principalmente con el
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paquete estadistico SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTADOS PRINCIPALES Y CONCLUSIONES

Capitulo I: El papel de los estados tempranos del desarrollo de Artemia en
la circulacion de cestodos de aves

En este estudio pudimos demostrar que todos los estados de desarrollo,
excepto los estados mas iniciales (nauplios), participaban en el ciclo biolégico
de cestodos de aves acuaticas. Sin embargo, para la infeccion general, las
prevalencias, abundancias e intensidades eran significativamente menores en
los estados tempranos (metanauplios y juveniles) que en los adultos. En éstos
se registraron casi el 50% de los cestodos, lo que parece indicar que existe un
efecto acumulativo de los parasitos con la edad del hospedador. También
observamos marcadas diferencias con respecto a la composicién de especies
parasitas entre las distintas clases de edad. Nuestros resultados indican que los
estados de desarrollo tempranos (metanauplios y juveniles) participan en la
circulacion de cestodos como Flamingolepis liguloides y F. flamingo, cuyos
estados adultos parasitan a flamencos (aves filtradoras), mientras que no
parecen jugar un papel relevante para el desarrollo de cestodos de aves las
cuales se alimentan preferentemente de individuos adultos de Artemia (como
las aves limicolas). Esta infestacion selectiva de los metanauplios y juveniles
de Artemia por pardsitos de flamencos parece estar condicionada por la
estrategia tréfica filtradora de las aves hospedadores finales, asi como por el

tamafio adecuado del huevo de estos parasitos.

La composicion de especies de cestodos presentes en el hospedador
intermediario Artemia es reflejo de la comunidad de aves que sirven de

hospedadores definitivos. En este estudio registramos 4 especies de cestodos
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en Artemia (F. liguloides, F. flamingo, Confluaria podicipina, Eurycestus
avoceti) que se correspondian con la comunidad de aves que actuan de
hospedadores definitivos de estos parésitos (flamencos, zampullines y
limicolas). Sin embargo, mientras los individuos adultos de Artemia estaban
infectados por las cuatro especies parésitas (prevalencia total = 50,3%), los
metanauplios y juveniles sélo eran susceptibles a las especies del género
Flamingolepis (prevalencia total = 9,5% y 7,8%, respectivamente).

Capitulo Il: Helmintos parasitos en A. franciscana en Great Salt Lake
(rango nativo)

En este estudio se examinaron 2487 individuos adultos de A. franciscana,
registrandose un total de 1739 parasitos (1642 cestodos y 97 nematodos) y una
prevalencia total de infeccion por helmintos del 40,7%. La tasa de infeccién
por cestodos era mas alta que la de nematodos (prevalencia = 39,2% vs. 3,8%).
Pudimos constatar que A. franciscana en su area nativa (USA) participa en el
ciclo bioldgico de, al menos, 5 especies de parasitos helmintos: nematodos de
la familia Acuariidae y 4 especies de cestodos pertenecientes a las familias
Hymenolepididae  (Confluaria podicipina, Hymenolepis sensu lato
californicus, Wardium sp.) y Dilepididae (Furhmannolepis averini). Para este
ualtimo representa su primer registro en el Neartico. El cestodo de zampullines
C. podicipina fue el parasito mas prevalente y abundante, seguido del parasito
de gaviotas H. s.l. californicus, lo que se corresponde con la gran abundancia
de estas aves en el lago. Las variaciones espaciales en la prevalencia y
abundancia registradas son reflejo de la abundancia y distribucion de los
hospedadores finales correspondientes. Esta poblacion nativa de A.
franciscana de Great Salt Lake se caracteriza por una alta prevalencia,

abundancia e intensidad de infeccion por cestodos comparada con las
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poblaciones introducidas de esta misma especie en la regién Paleéartica (rango
invadido). Esto indica una menor susceptibilidad a los parasitos por parte de la
especie exotica, lo que le confiere una ventaja demografica frente a las
especies nativas de Artemia en los ecosistemas donde es introducida. Esta
menor regulacion natural podria contribuir a explicar el desplazamiento de los
congéneres nativos y el éxito de la invasion de A. franciscana en la region

Mediterranea.

Capitulo I11: A. franciscana como hospedador intermediario exético

y la influencia del estado de desarrollo y el sexo

En esta poblacion introducida de A. franciscana encontramos una amplia
diversidad de especies de cestodos comparada con la hallada en otras areas
invadidas o en su rango nativo, pero también unas bajas tasas de infeccion, lo
que hace probable la inviabilidad de las poblaciones de algunos parasitos. Se
registraron un total de 10 especies pertenecientes a las familias
Hymenolepididae (Flamingolepis liguloides, Flamingolepis flamingo,
Wardium stellorae, Branchiopodataenia gvozdevi, Fimbriarioides tadornae),
Dilepididae (Eurycestus avoceti, Anomotaenia tringae y Anomotaenia
microphallos) y  Progynotaeniidae  (Gynandrotaenia  stammeri vy
Gynandrotaenia sp.). Para Wardium stellorae proporciona el primer registro
conocido en esta especie hospedadora.

La edad (estado de desarrollo) de este hospedador exotico influye en los
patrones de infeccidn, y éstos parecen estar fuertemente relacionados con el
comportamiento alimenticio (filtrador vs. visual) de las aves hospedadores
finales. La prevalencia y abundancia de F. liguloides, W. stellorae, E. avoceti,
A. microphallos era mayor en los adultos que en los juveniles, mientras que

para F. flamingo los valores més altos se registraron en los juveniles.
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Las hembras adultas parecen ser mas susceptibles a la infeccion por F.
liguloides que los machos. También observamos que la composicion de
especies parasitas se corresponde con la estructura de la comunidad de aves
del ecosistema, existiendo una correspondencia entre las variaciones
temporales en la infeccién por los cestodos més abundantes (E. avoceti y F.
flamingo, en adultos y juveniles respectivamente) y la dindmica estacional de
las aves correspondientes hospedadores definitivos (limicolas y flamencos,

respectivamente).

Capitulo 1V: Estudio comparativo del parasitismo en poblaciones
sintépicas de Artemia

En este estudio pudimos observar que las dindmicas poblacionales de A. salina
y A. franciscana eran claramente diferentes. Mientras la especie nativa estaba
presente exclusivamente en los meses mas frios (de enero a mayo y de
septiembre a diciembre), la especie exética fue registrada durante todo el afio.
Esto indica que A. franciscana tiene una mayor tolerancia a fluctuaciones de
temperatura y salinidad. Por otro lado, descubrimos que F. liguloides y A.
tringae reducian la fecundidad del hospedador nativo, y la prevalencia de
infeccion de estos cestodos era significativamente mayor en la especie nativa
que en la especie exatica, lo que se traduce en un fuerte papel regulador de los
cestodos sobre A. salina. También observamos que A. franciscana ofrece
resistencia al parasitismo por cestodos de flamencos, en particular a F.
liguloides, mientras que presenta una mayor susceptibilidad a parasitos de aves
limicolas, lo que puede explicarse bajo argumentos coevolutivos entre
parasitos y hospedadores. Estudiamos la posible influencia de la coexistencia
de ambas especies sobre los parametros de infeccion en A. franciscana y

observamos un efecto de amplificacidn, principalmente para F. liguloides y E.
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avoceti. Esto sugiere que A. salina esta actuando como reservorio de parasitos,
probablemente atrayendo a las aves debido a los efectos que los parésitos
tienen sobre este hospedador. Por tanto, los bajos niveles de infeccion
observados en la especie exdtica pueden deberse a una mayor resistencia a los
cestodos por parte de ella y, también, a la capacidad de las aves de evitar
lugares donde esté presente esta especie exdtica. Otro resultado interesante de
este estudio tiene que ver con el impacto diferencial de los cestodos en los
hospedadores, siendo mas marcado en la especie nativa. Detectamos, por
primera vez, un efecto significativo de castracion en A. franciscana por F.
liguloides y E. avoceti. Ademas es la primera vez que se registra un efecto
castrador de cestodos dilepididos en Artemia. También observamos efectos de
color sobre ambas especies de Artemia siendo mas fuertes en el hospedador

nativo. Estos efectos se asociaron principalmente con cestodos dilepididos.

CONCLUSIONES GENERALES

Las especies y poblaciones de Artemia tienen un papel fundamental como
hospedadores intermediarios de helmintos de aves acudticas, tanto A.
franciscana en el Neartico como A. salina y A. parthenogenetica (diploide) en

el Paleartico.

La poblacién de A. franciscana del Great Salt Lake (Utah, USA) presenta
una alta prevalencia, intensidad y abundancia total de cestodos en su habitat
original, al contrario que las poblaciones de esta misma especie introducidas
en la region Paleartica, lo que sugiere una menor regulacion que puede estar
explicando el crecimiento demografico de esta especie en el area Mediterranea

donde se ha convertido en una especie invasora.
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La comunidad de cestodos en el hospedador intermediario Artemia es

reflejo de la comunidad de hospedadores definitivos (aves).

Los cestodos pueden alterar la coloracion y afectar negativamente a la
reproduccion de los individuos de Artemia. Estos efectos son mas notables en
el hospedador nativo A. salina que en la especie exdtica, 1o que se traduce en
una menor regulacién y manipulacion por parte de los parasitos v,
probablemente, en una menor predacidn por las aves sobre A. franciscana, lo
que contribuye a su éxito invasor en el rango mediterraneo invadido. Por tanto,
la resistencia de A. franciscana a los cestodos puede estar explicando (al
menos parcialmente) la capacidad invasora de esta especie exotica en los

ecosistemas invadidos del Viejo Mundo.

La invasién de A. franciscana en la region Mediterranea esta provocando
una importante pérdida de biodiversidad para el género Artemia. Los
resultados de esta tesis apuntan hacia unas consecuencias ecoldgicas mayores,
implicando una pérdida de biodiversidad de parasitos; asi como una posible
limitacién del recurso nutritivo para las poblaciones de aves que habitan en los

ecosistemas invadidos.
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