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ABSTRACT

The common bottlenose dolphin (Tursiops truncatus Montagu, 1821) is widely distributed
worldwide. In Brazil, parasitological studies on cetaceans remain scarce and are mostly based on
stranded individuals, which limits our understanding of their parasitic fauna. This study aimed to
report the occurrence of the trematode Synthesium tursionis (Marchi, 1873) Stunkard & Alvey,
1930 in 7. truncatus along the southern coast of Santa Catarina, Brazil. Between 2020 and 2024,
36 dead dolphins were examined, of which only four were in suitable condition for
parasitological analysis. A total of 494 parasites were recovered, 472 of which were identified as
S. tursionis, found exclusively in the subspecies 7. t. fruncatus. Identification was based on
morphological and morphometric analyses, complemented by molecular characterization using
the 18S and 28S rDNA genes. Molecular analyses revealed a single haplotype with 100% identity
to sequences available in GenBank, confirming species identification and suggesting low genetic

variability in the studied population. These findings expand the known distribution of S. tursionis
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in the South Atlantic and reinforce its potential as an ecological indicator associated with
cetacean diet and migratory patterns. Despite the limitations imposed by the advanced
decomposition of the specimens, this study highlights the importance of stranding monitoring
and parasitological investigations for understanding the ecology, health, and epidemiology of
cetaceans in Brazilian waters.

Keywords: molecular analysis — cetaceans — ecology — trematode

RESUMEN

El delfin mular (Tursiops truncatus Montagu, 1821), ampliamente distribuido a nivel mundial.
En Brasil, los estudios parasitologicos en cetdceos son escasos y se basan principalmente en
individuos varados,lo que limita el conocimiento sobre su fauna parasitaria. Este estudio tuvo
como objetivo reportar la presencia del trematodo Synthesium tursionis (Marchi, 1873)
Stunkard & Alvey, 1930 en 7. truncatus a lo largo de la costa sur de Santa Catarina, Brasil.
Entre 2020 y 2024 se analizaron 36 delfines encontrados muertos. Solo cuatro individuos
presentaron condiciones ~adecuadas para el andlisis parasitologico. Se recuperaron 494
parasitos, de los cuales 472 correspondieron a S. tursionis, encontrados exclusivamente en la
subespecie 7. t. truncatus. La identificacion se realizO mediante andlisis morfoldgicos y
morfométricos, complementados con caracterizacion molecular usando los genes 18S y 28S
rADN. Los resultados moleculares revelaron un unico haplotipo con 100 % de identidad
respecto a secuencias disponibles en GenBank, confirmando la identificacion de la especie y
sugiriendo baja variabilidad genética en la poblacion estudiada. Los hallazgos amplian el
conocimiento sobre la distribucion de S. tursionis en el Atlantico Sur y refuerzan su potencial
como indicador ecoldgico relacionado con la dieta y los patrones migratorios de los cetaceos.
A pesar de las limitaciones impuestas por el avanzado estado de descomposicion de los

ejemplares, el estudio destaca la importancia del monitoreo de varamientos y de los andlisis
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parasitologicos para comprender la ecologia, la salud y la epidemiologia de los ceticeos en
aguas brasilefias.

Palabras clave: andlisis molecular — cetidceos — ecologia — trematodo

INTRODUCCION

Los cetaceos son considerados especies indicadoras de la salud de los océanos. Estos
animales silvestres suelen estar parasitados por una amplia gama de especies de parasitos
(Villagra-Blanco et al., 2017; Suarez-Gonzalez et al., 2024).

Los delfines mulares (Tursiops truncatus Montagu, 1821) son los miembros mas
comunes y conocidos de la familia Delphinidae (Cetacea). Se sabe que los delfines mulares
habitan mares ocednicos tanto calidos como templados en todo el mundo y estan presentes en
todos los océanos, excepto en las regiones del circulo antartico y artico (Buscaglia et al., 2021).

Estudios ecolégicos han revelado la existencia de ecotipos distintos dentro de la especie,
reconociéndose dos subespecies: Tursiops truncatus truncatus (Montagu, 1821), que habita
aguas mas profundas del suroeste del Atlantico Sur, y Tursiops truncatus gephyreus Lahille,
1908, mas comin en ambientes costeros poco profundos (Simdes-Lopes et al., 2019).

Los datos parasitologicos sobre cetdceos en Brasil siguen siendo escasos y generalmente
se derivan de eventos de varamiento con resultado fatal (Pool et al., 2021). En particular, para
T. truncatus, la mayoria de los estudios sobre helmintos se han realizado en el hemisferio norte
(Ebert et al., 2017). Dado que los habitos alimentarios desempefian un papel clave en la
conformacion de la diversidad parasitaria, comprender la dieta de estos animales es esencial
tanto para la investigacion ecoldgica como epidemioldgica (Bassoi et al., 2021).

Dada la falta de datos parasitologicos para esta especie en Brasil, el objetivo de este
estudio es reportar la presencia de S. tursionis en T. truncatus a lo largo de la costa sur de Santa

Catarina, sur de Brasil.
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MATERIALES Y METODOS

Entre 2020 y 2024, se encontraron muertos 36 individuos de 7. truncatus a lo largo de
las playas de los municipios de Laguna (28° 28' 57" S, 48° 46' 51" O) e Imbituba (28° 14’ 24”
S, 48° 40’ 13” O), en el estado de Santa Catarina, sur de Brasil (Figura 1). Los individuos
muertos de 7. truncatus fueron evaluados para determinar su idoneidad para la necropsia y la
recoleccion de muestras biologicas. Los especimenes se obtuvieron a través del Proyecto de
Monitoreo de Playas — Cuenca de Santos (PMP-BS), que opera a lo largo de la costa sur de
Santa Catarina, sur de Brasil.

Durante la necropsia, el intestino delgado se dividid en cinco secciones iguales,
siguiendo la metodologia descrita por Marigo (2003). Todo el contenido intestinal fue lavado y
tamizado utilizando un tamiz metéalico con malla de 150 um. El material retenido fue examinado
para detectar la presencia de parasitos. Cuando se encontraron, estos fueron recolectados y
preservados en etanol al. 70 %, y posteriormente enviados al Laboratorio de Zoologia y
Parasitologia de la Universidad del Planalto Catarinense (UNIPLAC), ubicado en Lages, Santa
Catarina.

Los parasitos fueron . transferidos a placas de Petri y examinados bajo un
estereomicroscopio Olympus SZ61 para su separacion y recuento. Los platelmintos fueron
fijados y comprimidos entre portaobjetos, deshidratados en una serie de etanol, tefiidos con
hematoxilina de Delafield, aclarados y montados en preparaciones permanentes utilizando
balsamo de Canada, siguiendo el protocolo de Amato et al. (1991).

La identificacion de los parasitos se baso en las estructuras internas observadas bajo un
microscopio optico Nikon Eclipse equipado con una camara Canon EOS R8. Los trematodos
se identificaron mediante el andlisis de la morfologia de los 6rganos reproductores y de las
mediciones morfométricas de estructuras como la ventosa oral y el acetabulo, utilizando las

descripciones de Fernandez et al. (1994), Marigo et al. (2008) y Ebert et al. (2017).
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a) Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN genomico se extrajo individualmente de 20 especimenes de S. tursionis
utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo el protocolo
del fabricante. Para cada muestra se seleccionaron dos marcadores moleculares: un fragmento
del  gen 188  rADN, amplificado con los  cebadores 18SF  (5'-
CGTATCTTTCAAATGTCTGCCC-3") y « 18SR - (5-CCGATGACCTTGCTAAACC-3")
(Fernandez et al. 1998), y un fragmento del gen 28S rADN, amplificado con los cebadores
U178 (5'-GCACCCGCTGAAYTTAAG-3") y L1642 (5'-CCAGCGCCATCCATTTTCA-3")
(Lockyer et al., 2003). Cada reaccion de PCR incluyd controles negativos (agua Milli-Q) y
controles positivos para-garantizar la exactitud y confiabilidad del proceso de amplificacion.

Los productos de PCR con concentraciones de ADN superiores a 20 ng/puL fueron
seleccionados y purificados utilizando ExoSap-IT (GE Healthcare, Pittsburgh, PA, EE. UU.).
Los amplicones. purificados se secuenciaron mediante el método de Sanger en el Centro de
Investigacion sobre el Genoma Humano y Células Madre del Instituto de Biociencias de la USP
(Sao Paulo, SP, Brasil). Las secuencias obtenidas se ensamblaron utilizando Sequencing
Analysis 5.3.1 y se compararon con secuencias disponibles publicamente en GenBank mediante
BLAST (Altschul et al., 1990). Los alineamientos de secuencias se realizaron utilizando el
algoritmo CLUSTAL W (Thompson ef al., 1994), implementado en Geneious R11 (Kearse et
al., 2012), lo que permiti6 la identificacion visual y la discriminacion de diferentes genotipos.

El proyecto estd autorizado por el Instituto Brasileno del Medio Ambiente y de los
Recursos Naturales Renovables (IBAMA) para recolectar, manipular y transportar material

biologico bajo la licencia ABIO n.° 640/2015.

RESULTADOS
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Entre los 36 individuos de 7. truncatus encontrados muertos entre 2020 y 2024, 19
(52,78 %) fueron identificados como T. t. gephyreus, mientras que los restantes fueron
clasificados como 7. ¢. truncatus. La clasificacion de las subespecies se baso principalmente en
la morfologia craneal, como ejemplo 7. t. truncatus, el hueso interparietal es claramente visible
en el craneo, y el vértice craneano es mas largo y tiene forma de T cuadrada, en T. ¢. gephyreus,
el hueso interparietal es poco visible o estd ausente, y el vértice craneano es mas corto y de
forma rectangular.

Se recuperaron un total de 494 especimenes de patasitos: 472 Synthesium tursionis
(Marchi, 1873) Stunkard & Alvey, 1930 (Trematoda: Plagiorchiida: Brachycladiidae) en el
intestino delgado, inicamente en la subespecie 7. . truncatus.

La identificacién-morfométrica de S. tursionis se muestra en la Figura 2. El analisis
morfométrico se realizo a partir de la observacion de 100 individuos, lo que permiti6 establecer
un promedio confiable para la especie.

Un total de 20 especimenes de S: tursionis fueron analizados para la caracterizacion
molecular. Todas las muestras amplificaron exitosamente al menos uno de los genes diana y
posteriormente fueron secuenciadas.

Para S. tursionis, se recuper6 uninico haplotipo idéntico tanto para los genes 18S como
28S rADN. Las secuencias representativas fueron depositadas en la base de datos GenBank con
los nimeros de acceso PV595964 (18S) y PV595966 (28S). La secuencia 18S mostr6é una
identidad del 100 % (E-value: 0,0; cobertura de la consulta: 100 %) con S. tursionis (FJ357163),
y la secuencia 28S también fue 100 % idéntica (E-value: 5 x 107'%%; cobertura de la consulta:

100 %) a S. tursionis (MN295490).

DISCUSION
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La mayoria de los individuos analizados en el estudio pertenecieron a especies
oceanicas, particularmente 7. t. gephyreus, que se registr6 con mayor frecuencia que 7. ¢.
truncatus. Ambas presentan habitos ocednicos, pero la primera tuvo una mayor representacion
en la muestra (Wickert et al., 2016). A pesar de estos hallazgos relevantes, una limitacién
significativa fue la mala preservacion de las carcasas. De los 36 animales recuperados, cuatro
se encontraban en condiciones adecuadas para el andlisis parasitologico. Esta dificultad
concuerda con los hallazgos de Esposito ef al. (2025), quienes sefialaron que el estudio
parasitoldgico de cetaceos suele verse obstaculizado por el avanzado estado de descomposicion
de los ejemplares varados.

El género Synthesium presenta un.amplio rango de hospedadores de varias familias de
odontocetos, asi como-ha sido descrito en los mares Mediterrdaneo y Negro, y en los océanos
Atlantico, Pacifico e Indico (Shiozaki et al., 2019).

Ha sido reportado en diversas familias de odontocetos, incluidas Pontoporiidae,
Delphinidae, Monodontidac y Phocoenidae (Marigo et al., 2010). Tres especies de Synthesium
han sido documentadas.a lo largo de la costa del Atlantico Sur: S. pontoporiae en Pontoporia
blainvillei (Silva & Cousin, 2004; Marigo et al., 2002, 2008), S. tursionis en Sotalia guianensis,
T. truncatus y P. blainvillei (Marigo eta!l., 2008; Quadros et al., 2024), y S. neotropicalis en T.
truncatus (Ebert et al., 2017).

La amplia distribucién de S. tursionis, con registros en los mares Mediterraneo y Negro,
asi como en los océanos Atlantico, Pacifico e Indico (Shiozaki et al., 2019), sugiere una fuerte
relacion entre su presencia y los comportamientos migratorios y alimentarios de sus
hospedadores. Estos hallazgos respaldan la nocion de que este parasito puede actuar como un
indicador ecoldgico, contribuyendo a una mejor comprension de su ciclo de vida y del de sus

hospedadores cetaceos (Quadros et al., 2024).



203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

Para reforzar la identificacion morfologica y confirmar la clasificacion a nivel de
especie, se realizaron andlisis moleculares. Todas las muestras analizadas amplificaron
exitosamente al menos un gen diana (18S o 28S rADN), lo que permiti6 una caracterizacion
genética confiable. S. tursionis, la deteccion de un inico haplotipo para ambos genes, con un
100 % de identidad con las secuencias disponibles en GenBank, refuerza la precision del
diagnostico morfoldgico y sugiere una baja variacion intraespecifica dentro de la poblacion
estudiada. Estos hallazgos moleculares son particularmente valiosos en contextos donde los
rasgos morfologicos pueden verse comprometidos por la degradacion de los tejidos, como se
observo en la mayoria de los individuos varados.

El mal estado de conservacién de la mayoria de los espécimenes son limitaciones
importantes para los estudios parasitolégicos, segun Wedekin et al. (2008), el conocimiento
sobre las poblaciones de cetaceos oceanicos en aguas brasilefias sigue siendo limitado. En
consecuencia, los datos parasitologicos como los presentados aqui ofrecen informacion valiosa
sobre la ecologia trofica y los patrones migratorios de estos animales.

La identificacion de S. tursionis puede proporcionar informacion valiosa en términos
biologicos y ecoldgicos, siendo la identificacion parasitaria un aspecto fundamental para el
diagnostico etioldgico, la epidemiologia de enfermedades y la evaluacion de la salud. Aunque
limitada por la avanzada descomposicion de la mayoria de los especimenes, los resultados
destacan la importancia del monitoreo sistematico de varamientos y de las evaluaciones
parasitologicas como herramientas para mejorar nuestro conocimiento sobre la ecologia y la

salud de los cetaceos.
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328
329  Figura 1. Ubicacion de Tursiops truncatus en el estado de Santa Catarina (Laguna e Imbituba),

330 sur de Brazil.

331
332
Analisis morfométricas Tamaiio promédio (largo x ancho)
(km)

Tamaiio total 520 x 490

Ventosa anterior (Va) 121x110

Ventosa Posterior (Vp) 195x174

Ovario (0) 101x93

Testiculo anterior —Te (a) 203x121

Testiculo posterior — Te (p) 243 x142

Huevos 52x48

333

334  Figura 2. Synthesium tursionis. Ventosa anterior (AS) y ventosa posterior (PS); disposicion de
335 los drganos reproductores: Ut — ttero con huevos, O — ovario, Te (a) — testiculo anterior, Te
336 (p)-testiculo posterior.



