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I. INTRODUCCION

La diversidad de la vida ¢s enorme, se han deserito y nombrado alrededor de
400,000 especies de plantas y 1,500,000 especies de animales, y el censo no es ni con

/.

mucho completo. Se estima que se conoce solo el 10% de las especies de plantas y
animales (Lamothe, 1987). Los sercs vivos son extraordinariamente diversos en cuanto a
tamaiio, modo de vida y habitat, asi como en cuanto a forma y estructura. El estudio de la
biodiversidad se justifica desde un punto de vista bioldgico puesto que se trata de
entender al fendomeno llamado vida, hasta los aspectos economicos y médicos, debido a la
efectacion que algunos organismos cjercen sobre el ser humano y sus animales
domésticos y cultivos. Ademds, la destruccion acelerada de los ecosistemas, debido al
crecimiento poblacional humano, produce la extincion cotidiana de especies. Por lo
anterior se intenta descubrir, estudiar y clasificar millones de especies, antes de que
desaparezcan (Mayr y Ashlok, 1991).

El hombre se ha preocupado por clasificar a los organismos desde hace mucho
tiempo; Aristoteles (384-322 A. C.) y posteriormente sus discipulos y los de Platon, sobre
todo Profiri6 (234-305), clasificaron a los organismos (al igual que a los objetos
inanimados) basdndose en sus semejanzas. Il sistema aristotélico de clasificacion fue
desarrollado por algunos escolasticos medievales como Alberto Magno (1193-1280) y
Tomas de Aquino (1225-1274). Sin embargo, los fundamentos de la taxonomia moderna
fueron establecidos hasta el siglo XVIII por Linneo y por el menos conocido Adanson,
botanico que desarrolld investigaciones durante el mismo periodo. Otro gran taxénomo,
Cuvier entre 1769-1832, sugirid que las semejanzas en la forma se hallan relacionadas
con las semejanzas en la funcion, Lamarck entre 1774 y 1829 dedicé gran parte de su
trabajo a la clasificacion sistemdtica de los organismos y propuso que sus semejanzas eran
debidas a relaciones ancestrales, con lo que postuld la idea de la evolucion de las especies.
La teoria de evolucion propuesta por Darwin en 1859, ofrece una explicacién mecanistica
de las semejanzas cxistentes entre 1os seres vivos. Los organismos evolucionan a partir de
otros por un proceso de descendencia con modificacion (Mayr y Ashlok,1991).

Por otra parte la Taxonomia es una rama de la Biologia que se encarga en clasificar
a cada especie un nombre distintivo, ademds de formula un sistema de clasificacion con
base en los caracteres morfoldgicos de las especies. Este sistema debe por tanto expresar
el camino evolutivo y las relaciones filogenéticas de los organismos vivos y de los fosiles
(Stunkard,1957).



Existen grupos muy diversos de invertebrados, entre ellos los helmintos presentan
problemas taxondmicos especiales. La clasificacion de este grupo como en la mayoria de
los organismos, se basa principalmente en ¢l estudio morfologico de los ejemplares. En el
caso de los platelmintos o gusanos planos. se consideran especialmente las caracteristicas
del aparato reproductor; para los acantocctalos o gusanos con cabeza provista de ganchos,
se toma en cuenta principalmente la forma y disposicion de éstos en la proboscis y la
forma y situacién de los organos reproductores de machos y hembras. Por ultimo en el
caso de los nemdtodos o gusanos redondos, ademds de la morfologia externa y del
esofago, también se utiliza ¢l aparato excretor. Sin embargo, en muchas ocasiones la sola
morfologfa no es suficiente para definir una especie, por lo que con frecuencia hay que
recurrir a otras fuentes de caracteres relacionados con su fisiologia o al estudio de sus
formas de desarrollo y a las relacion con sus huéspedes. La Taxonomia es por tanto una
ciencia integrativa, que se complementa con otras disciplinas como la bioquimica, la
embriologfa, la genética, etc. (Lamothe,1987).

Al igual que en muchas otras disciplinas, hoy en dia, la Biologia Molecular esta
teniendo un fuerte impacto en la taxonomia usando como marcadores a las
macromoléculas como: proteinas, carbohidratos, lipidos y dcidos nucléicos, las cuales son
constituyentes moleculares basicos que intervienen en todos los procesos de los seres
vivos. La historia natural de los organismos, desde las bacterias hasta el hombre, puede
ser reconstruida a partir de la secuencia de nucledtidos del DNA. Los procesos de
replicacion, transcripeion y traduccion asi como el cddigo genético, son esencialmente
uniformes en todos los seres vivos. Estas similitudes también pueden ser utilizadas para
clasificar y caracterizar algunos grupos de organismos (Mayr y Ashlok,1991).

En los Gltimos afios, los genes ribasomales 18S (rRNA. 18S) han sido los
marcadores mds utilizados en estudios de inferencia filogenética, ya que son moléculas
altamente conservadas en todos los organismos. Estos genes presentan regiones
conservadas y regiones variables que pueden ser scleccionadas de acuerdo a la distancia
filogenética de los organismas a comparur (Blair et al., 1996).
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1. BIOLOGIA DE LOS ACANTOCEFALOS

Los acantocétalos son organismos pscudocelomados, de cuerpo blando, con una
proboscis retractil cubierta de ganchos; carecen de sislema respiratorio y circulatorio as
como de aparato digestivo (Crompton, 1970). Son pardsitos en todas las etapas de su
ciclo de vida y se trasmiten aprovechando relaciones depredador-presa entre sus
huéspedes. Hasta 1982 se conocian alrededor de 1150 especies (Conway, 1982). Su
tamario corporal puede variar desde 80 cm (Nephridiacanthus longissimus), hasta los mas
pequeiios que son apenas perceptibles para el ojo humano (Octospiniferoides chandleri)
(Schimidt y Canaris, 1967). Presentan sexos separados, con un marcado dimorfisnio
sexual (Pharshad y Crompton, 1981). El ciclo de vida de los acantocéfalos (Fig. 1) es
indirecto y siempre ivolucra un artrépodo como hospedero intermediario (crusticeos o
insectos). Las formas adultas sexualmente maduras se encuentran en el intestino de varias
clases de vertebrados; el adulto se desarrolia cuando el artropodo es ingerido por el
hospedero definitivo (Crompton, 1970). Los acantocéfalos parecen haber surgido de los
priapilidos, ya que presentan estructuras similares como la proboscis cubierta con
ganchos, el cuello, tronco y ¢l pseudoceloma, asi como la disposicion de organos
reproductores, ademds la comparacion morfologica del registro fosil de priapulidos con
formas actualmente vivientes revelo que el posible ancestro de los acantocéfalos es la
especie Ancolagon minor  Otro rasgo que relaciona a Jos acantocéfalos con los
priapulidos es la presencia de protonefridios en algunas especies de acantocéfalos
consideradas como ancestrales. Se estima que los acantocéfalos aparecieron a mediados
del Cambrico hace aproximadamente 550 millones de afos (Conway, 1982).

2. RESUMEN HiSTORICO DEL PHYLUM ACANTHOCEPHALA.

El primer registro de un acantocéfalo data de 1684 y fue realizado por Redi,
Leeuwenhoek en 1695 describia dos acantocéfalos que se encontraban en el intestino
medio de una anguila, determinados por Meyer hasta 1932 como Acanthocephalus
anguillae. Bl primer nombre cientifico para un acantocéfalo, Echinorhynchus, fue
propuesto por Zoega y Miiller en 1776. Posteriormente, este mismo nombre fue
reconocido a nivel de género cuando se publicd la decimotercera edicion de Systema
Naturae de Linneo entre 1788 y 1793 ( Eu Crompton, 1970).
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Fig 1. Ciclo de vida de un Acantocéfalo tomado de Schmidt (1988). Huésped

definitivo (A); Huésped intermediario (B); Huevo (a); Acantor (b); Acantela (c),
Cistacanto (d); Adulto (e).



En 1803 Zeder nombroé a este grupo de pardsitos como “Hakenwormer”, que
significa gusanos con ganchos y Rudolphi, entre 1802y 1809, los renombré como
Acanthocephala (del griego akanto  espinoso, kephale  cabeza). Este mismo autor
aceptd la clasificacion de Linneo, colocando a los acantocéfalos a nivel de orden junto
con los trematodos, céstodos y nematodos en la Clase Vermes. Hamann 1889 (En
Crompton ,1970) percibid la diversidad de los acantocéfalos y decidié dividir al género
Echinorhynchus en tres familias: Echinorhynchidae, Gigantorhynchidae y
Neorhynchidae, basindose en ¢l arreglo de la proboscis y en la estructura de la pared del
cuerpo.

Hasta 1925 se considero que los acantocéfalos debian situarse en ¢l Phylum
Nemathelminthes a nivel de orden con tres subdrdenes: Neorhynchidae,
Echinorhynchidae y Gigantorhynchidae (Southwell y Macfie 1925). Thapar (1927)
establecio tres drdenes: Acanthogyridea, Echinorhynchidea y Apororhynchidea, tomando
en cuenta las espinas del tronco y de la proboscis. En 1932, Mayer propuso que el grupo
se colocara como una clase de Aschelminthes y la dividié en dos 6rdenes;
Paleacanthocephala y Archiacanthocephala, con base al sistema lagunar, presencia y
ausencia de protonefridios, arreglo de los ganchos de Ia proboscis, aparato reproductor,
asi como también en la transmision y establecimiento de la infeccion. Finalmente, un
tercer orden, Eoacanthocephala, fue establecido por Van Cleave (1936).

En 1948 aparecio 1a revision de la clase Acanthocephala realizada por Van Cleave,

quien sefialo que su relacion con los céstodos era mas cercana que con los nematodos y
propuso su elevacion a nivel de Phylum con dos clases y cuatro drdenes:

Clase Metacanthocephala

Ordenes Paleacanthocephala y Archiacanthocephala

Clase Eoacanthocephala

Ordenes Gyrancanthocephala y Neoacanthocephala

Este esquema no fue aceptado por Petrochenko (1956) quien argumenté que los
caracteres externos seleccionados por Van Cleave eran secundarios y a veces
convergentes, por lo que propuso un nuevo esquema considerando al Phylum
Acanthocephales Rudolphi, 1808 con una sola clase Acanthocephala y la dividié en tres
subclases: Neoechinorhyuchinea, Echinorhynchinea y Giganthorhynchinea. La primera es
sindnimo de la clase Eoacanthocephala Van Cleave, 1936 y las otras dos de la clase
Metacanthocephala Van Cleave,1936. En 1963, siguiendo el esquema propuesto por
Petrochenko, Yamaguti elevo a las subclases de Petrochenko a nivel de orden afiadiendo
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Finalmente, la clasificacion propuesta por Meyer Van Cleave {ue revisada y
actualizada por Bullock (1969), quien propuso como caracteristicas a nivel de orden ¢l
tamafio del cuerpo, tipo de huésped, nimero de glandulas de cemento, recepticulo de la
proboscis, membrana del embrion y el patron de espinas de la larva acantor. La
clasificacion mas aceptada actualmente sc basa en el sistema de Meyer Van Cleave y ha
stdo revisada recientemente por Amin (1985 y 1987):

Clase Archiacanthocephala Meyer, 1931
Orden Apororhynchida Thapar, 1927
Orden Oligacanthorhynchida Southwell y Macfine, 1925
Orden Giganthorhynchida Petrochenko, 1956
Orden Moniliformida Schmidt, 1972

Clase Paleacanthocephala Meyer, 1931

Orden Echinorhynchida Southwell y Macfine, 1925
Orden Polymorphida Petrochenko, 1956

Clase Eoacanthocephala Van Cleave, 1936

Orden Gyracanthocephala Van Cleave, 1936
Orden Neoechinorhychida Southwell y Macfine, 1925

Clase Polyacanthocephala Amin, 1987
Orden Polyacanthorhynchida Amin, 1987

e e o me



3. HISTORTA DEL GENERO FLORIDOSENTIS (WARD, 1953)

El género Iloridosentis fue establecido por Ward (1953), a partir de acantocéfalos
colectados en el intestino de peces en la peninsuta de Flovida (Mugil cephalus),
describiendo la especie /. elongatus. En 1962, Bullock comparo la diagnosis de .
elongatus con la de Atactorhynchus mugilis, (Machado Fitho, 1951) acantocéfalos de
peces brasilefios, concluyendo que las dos especies de pardsitos evan sindnimo, y propuso
un nuevo nombre Floridosentis mugilis, (Machado Filho, 1951) Ward, 1953.
Posteriormente ¢l género Floridosentis fué colocado en la Familia Neoechinorhynchidae
y en la Subfamilia Atactorhynchinae por Yamaguti (1963). Bravo (1969) deseribio una
nueva especie del género Floridosentis a partir de ejemplares colectados en dos especies
de mugilidos (M. cephalus y M.curema) en las costas del Pacifico mexicano. Este mismo
autor compard los parasitos colectados en Mugil cephalus de la Paz, Baja California y
de Mazatlan, Sinaloa, con los de Mugil curema de Salina Cruz, Qaxaca, y observé que
Jos ejemplares eran muy semejantes en cuanto a estructura y distribucion de los drganos,
cardcter que asemeja al género Floridosentis, sin embargo, considerd a los parasitos de
Mugil curema como pertenecientes a una especie distinta, por ser de talla corta y robusta,
porque los ganchos de fa proboscis son menos desarrollados y porque la diferencia en el
tamaiio de los lemniscos es muy marcada. Con base en lo anterior, propuso una nueva
especie, /. pacifica, que junto con /. mugilis, son las Gnicas especies que conforman al
género Floridoseniis (Amin, [985).

4. DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL GENERO Floridosentis

El género Floridasentis tiene vuna distribucion geografica muy amplia,
encontrandose pricticamente en toda América parasitando el intestino de dos especies de
mugilidos M. curema y M. cephalus . El primer registro se realizo en Rio de Janeiro
Brasil (Machado Filho,1951) y posteriormente en Florida, E.U.A. por Ward en 1953,
este género también se registro en costas venezolanas (Conroy y Torrealba,1980), En
México, el género fue inicialmente registrado en las costas de Jalisco y Oaxaca por
Bravo (1969) y también fue reportado en Mazanillo por Salgado y Barquin (1978).
Posteriormente, ha sido también encontrado en la Presa el "Infiernillo” en Michoacdn
(Osorio,lé82) y en Topolobampo, Sinaloa (Jurez y Salgado,1989) en Mugil cephalus .
En las costas del Golfo de México, ha sido registrado parasitando a M. curema en la
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Laguna de Tamiahua, Veracruz (Chivez y Montoya, 1988) por ultimo en la misma
localidad este helminto se ha encontrado parasitando a Mugil cephalus ( Méndez,1993).

5. ANTECEDENTES DEL PROYECTO

En una serie de observaciones de ejemplares del género Floridosentis colectados
en las costas del Pacifico mexicano, liemos tenido dificultades para diferenciar ambas
especics por lo que consideramos que las caracteristicas para determinar a F. pacifica de
I, mugilis tienen un escaso valor taxondmico. Lo anterior nos motivd para realizar una
revision de los caracteres diagnosticos de ambas especies con base en ejemplares
disponibles en colecciones y realizando nuevas colectas en las localidades sefialadas por
Bravo (1969). Inmcialmente se revisaron cjemplares depositados en la Coleccién Nacional
de Helmintos (CNHE) , incluyendo los ejemplares de Bravo (1969); Salgado y Barquin
(1978); Osorio (1982); Juirez y Salgado (1989); Chavéz y Montoya (1988) y Méndez
(1993). Para completar la comparacion, se colectaron nuevo ejemplares que fueron
examinados en el microscopio de luz y en el de barrido. Adicionalmente, se purifico
DNA gendmico total de fos ejemplares nuevos para amplificar una region del gen
ribosomal 185 por medio de una reaccion en cadena de la polimerasa. Finalmente, se
obtuvieron fas secuencias de nucléotidos de ambas especies que fueron comparadas
después de alinetlas.

0. OBIJETIVOS.
OBJETIVOS GENERALES.

1.-  Determinar la validez taxonomica de F. pacifica Bravo, 1969 mediante el uso de
caracteres morfologicos y moleculares.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Discutir la validez taxonomica de los caracteres diaguosticos entre Floridosentis
mugilis 'y Floridosentis pacifica.

2.- Realizar un analisis comparativo de la morfologia de ambas especies.



3.- Secuenciar una region de alrededor de 600 pares de bases (pb) de los genes
ribosomales 18S de ambas especies.

4.- Efectuar una comparacion morfolégica y molecular de Floridosentis mugilis vy
Floridosentis pacifica.



1I. MATERIALES Y METODOS
I. COLECTA DE ESPECIMENES.

La captura de los huéspedes, Mugil curema (Valenciennes, 1836) se realizo en dos
localidades del Pacifico Mexicano. en el estero de Juchitin, que se sitaa al este de Salina
Cruz, Oaxaca, y en el estero de la Bahia de Chamela, Jalisco, en Septiembre y QOctubre de
1995, donde se recolectaron un total de 110 peces procedentes de la captura comercial.

A cada uno de los huéspedes se les practicd un examen para diagndstico
helmintologico. Cada pez fue disectado mediante una incisioén sobre la superficie ventral,
desde el ano hasta la region de los opérculos. El intestino fue extraido y colocado ¢n una
caja de Petri con solucion salina a} 0.6 %, desgarrandolo en toda su longitud con la ayuda
de agujas de diseccion, os acantocéfalos encontrados fueron separados del tejido con
pinceles y se colocaron en una caja de Petri con solucidn salina al 0.6%. La fijacién de los
cjemplares se realizo de dos formas: una parte se colocé en frascos homeopéticos con
agua destilada, manteniéndolos en refrigeracién a 4° C durante 12 horas, para
posteriormente fijarlos en etanol al 70%. Otra parte del material se coloc6 directamente en
frascos con etanol absoluto, método que permite la adecuada conservacion del
organismos y la subsccuente purificacion del DNA genémico total.

2. ESTUDIO MORFOLOGICO

Los acantocéfalos conservados en etanol al 70% se tifleron con paracarmin de
Mayer, hematoxilina de Van Cleave, carmin clorhidrico y tricrémica de Gomori; todo el
material fue montado con balsamo de Canada, elaborando preparaciones permanentes.

Los ejemplares colectados fueron analizados morfometricamente y sus caracteres
se compararon con los presentados en descripciones anteriores: Machado Filho (1951);
Chavez y Montoya (1988) y Méndez (1993). Los ejemplares disponibles en la CNHE de
Bravo (1969); Salgado y Barquin (1978); Osorio (1982); Jharez y Salgado (1989); con los
niameros de catdlogo 587, 646, 614, 635 y 638 respectivamente fucron analizados. Los
ejemplares colectados de F. mugilis y F. pacifica , mejor conservados se dibujaron al
microscopio de luz con la ayuda de una cdmara clara y fueron medidos con un ocular
micromélrico. Los ejemplares representativos se depositaron en la CNHE, con los
nimeros de catalogo 2868 y 2869,

Para el estudio morfométrico se realizd un andlisis estadistico univariado
(ANOVA) y multivariado (MANOVA) en donde se compararon ejemplares de las dos



especies del género Floridosentis procedentes de diferentes localidades del Pacifico
mexicano, utilizando como variables ia longitud del cuerpo tota (1.1), del lemnisco
binucleado (Lb) y del lemnisco uninucleado (Lu).

3. ESTUDIO MOLECULAR

A. Purificacion del DNA genomico: Los ejemplares de F. pacifica 'y F. mugilis
colectados tueron fijados en etanol absoluto. Para purificar su DNA gendmico total se
siguio ¢l método propuesto por Sambrook ¢t al, (1989) que consiste en incubar los
gusanos en una solucion que contiene una mezela de proteinasas (Proteinasa K), a 50°C
por 3 a4 horas en 0.5 M. EDTA , 5 % sarkosyl y 0.1 mg/ml. Posteriormente, el DNA fue
extraido una vez con Fenol y dos veces con cloroformo.

B. Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Para la amplificacién
de un fragmento de los genes ribosomales 188 de cada ejemplar de Floridosentis, se
utilizaron los oligonucledtidos JLR4 indirecto 3°
CCCGGATCCCCCTTTGTACACACCGCCCG 57 (3384-3400) y JLR9 directo 5°
GAAACTTAAAGGAATTCACGG 3’ (2297-2317). Los nitmeros entre paréntesis indican
las posiciones de los genes 18S en donde se une cada oligonucledtido y corresponden a las
secuencias que flanquean la region variable V7. La mezcla de reaccion para la PCR
contenia en un volumen final de 100 pl: 70.5 I de H,0, 10 1 1dNTP’s 0.2 mM, 10 pl del
buffer compuesto por KCI 50mM y Tris-Cl 10mM; 0.5 pl dithiotreitol ImM, 5 pl MgCl,
30 mM, lp de templado, 11 de cada oligonucledtido (100 pmols/A) y | pl de la DNA

polimerasa 2U/ ul
El programa utilizado en el termociclador fue como sigue:

1.-94°C 3 min

2.-50°C 3 min

3.-72°C 3 min
4.-94°C | min

5.- repetir 5 veces a partir del 2
6.-50°C | min

7.-72°C | min

8.-94°C 1 min

9.- repetir 30 veces a partir del 6
10.- 50°C 5 min

{1.-72°C 10 min

[2.- 4°C 241
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Al terminar la PCR los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1% en
buffer de Tris-Boratos (TB), aplicando § pl de [a mezela de cada reaccion.

Para la purtficacion de los fragmentos amplificados, fos restantes 95 i fueron
precipitados adicionandoles 0.1 partes de acetato de sodio 0.3 My 2.5 partes de ctanol
absoluto frio, manteniendo la mezela a -70°C durante 45 nunutos, centrifugando a 12,000
g a 4°C por 15 minutos y resuspendiendo en 10 pl de agua bidestlada. Los 10 pl fueron
aplicados a un solo carril de un gel recién preparado de agarosa al 1% en buffer de Tris-
Acetatos (TAE). Las bandas correspondientes a los fragmentos fieron recortadas del gel
para ser purificadas por el método de adsorcion con polvo de vidrio (Vogelstein y
Guillespie, 1979) siendo resuspendidas en 20 pl de Tris-Edta (TE).

C. Digestion del bacteriofago M13: La digestion del vector se llevo al cabo con 10 pl
DNA de M13, 10 p del buffer No.4 (BRL), 2 pl de la enzima Sma-I que corta la
secuencia 5'-CCC/GGG-3', 3'-GGG/CCC 5" y produce extremos ciegos, en un volumen
final de 100 pl a 16°C por una hora. La reaccion se demvo por incubacion de 10 minutos
a 65°C. posteriormente 2 pl de la digestion son analizados en un gel de agarosa al 1%.

D. Clonacion de fragmentos de PCR en el bacteridfago M13: Para ligar los fragmentos
purificados en un vector de secuenciacion, se rellenaron sus extremos con la subunidad
Klenow de la DNA polimerasa, siguiendo la téenica de Sambrook et al.,(1989). En breve,
8yl de cada fragmento purificado se le agrego 5 pl buffer Eco-R1 10X, 5 pl ANTP’s 0.2
mM, 5 U/pl del fragmento Klenow de la DNA polimerasa y 31 pl de H,O bidestilada.
La reaccion se dejo a temperatura ambiente por 30 minutos y se tomd una muestra de
aproximadamente 20 pl del la mezcla anterior y se le adiciond una cantidad equivalente
en términos molares del bacteridfago M13mp19 previamente digerido con Sma-I,
haciendo extracciones con fenol y cloroformo antes de precipitar con etanol, Finalmente,
la mezcla de M13mp19 v el fragmento se resuspende en 20 1l de volumen de reaccion:
0.51U/pl de ligasa T4 p 1, 14 p1de Hy0, 1 pl de ATP 10 mM, 4 pl buffer de ligasa
(BRL) 5X, durante toda Ia noche a 16°C. La mezcla se precipité con etanol y se
resuspendio en 10pl de H,0 bidestilada. La transformacion de las células competentes
bacterianas TG1 (40 nl) se lleva al cabo por electroporacion con una aparato BTX modelo
600, usando 2 pl de la mezcla de ligacion, Las bacterias transformadas fueron crecidas en
I ml de medio Luria Bertani (LB) por t h. y sembradas sobre cajas del mismo medio en
una capa de agar al 0.7% conteniendo 1.5 mg de Blue-gal que es un analogo colorido de
galactosa y 0.48 mg del inductor IPTG. Las bacterias infectadas por M13 transformantes
se identificaron como placas de color blanco que carecen de actividad de B-galactosidas:
(Sambrook et al., 1989).



E. Purificacion del DNA de cadena sencilla de M13: Paracsecuenciar los insertos de M13,
se purificd DNA de cadena sencilla del M13. Para ello, las placas blancas se picaron con
un palillo estéril, sembradas en 3 ml de medio LB con 100 121 de un cultivo nocturno de
cétulas TG1, dejando crecer a 37°C. por 5-6 h con agitacion confinua, Se tomo 1 mi del
cultivo y se centrifugd a velacidad méaxima (12,000 g) en una microfuga Eppendorf
durante 10 min y se colectd ¢l sobrenadante. A este mismo se le adicionaron 220 pl de
Polictilenglical al 20% y 0.5 M NaCl dejando reposar por 30 minutos y centrifugando; el
precipitado fue resuspendida en TE. Las proteinas virales fueron extraidas con fenol-
cloroformo. El DNA finalmente se precipitado con etanol y resuspendido en agua. Una
muestra de 1 pd del DNA de cadena sencilta se analizd por electroforésis en un gel de
agarosa al 1% como se describio arriba.

F. Secuenciacion del DNA: La secuenciacion de los fragmentos de DNA se levo al cabo
por el método de terminacidn de la cadena por dideoxinucledtidos (Sanger et al., 1977)
utilizando el Kit de secuenasa (United States Biochenical Corporation) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. El alineamiento del oligonucledtido al DNA fue
incubando 1 pg del templado de una sola cadena con 0.5 pmol del oligonucledtido
universal, adicionandole 2 pl del bufter que contenia 250mM de MgCl,, 250mM de NaCl
y 200 mM de Tris-HCL a pH 7.5; calentando la nezela a 65 °C durante 2 minutos y
dejando enfriar, hasta una temperatura menor a 35°C durante aproximadamente 30
minutos.

La reaccion de marcado se llevo al cabo durante 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente, afiadiendo a la mezcla de alineamiento los siguientes reactivos: 2ul de la
mezcla de ANTPs que contenia dGTP 7.5 uM, dCTP 7.5 uM, dTTP 7.5 uM; 1pl de
Ditiotreitol (DTT) 0.1 M; 0.5 ul de dATPs *°S 1250 mCi/mmol, 2yl de secuenasa diluida
I:8 en TE. Separadamente y en 4 tubos diferentes se colocaron 2.5u! de los
dideoxinucledtidos ddA, ddC, ddG, ddT; precalentando los cuatro tubos a 37°C durante al
nienos | minuto, justo antes que terminara la reaccion de marcado. Al concluir dicha
reaccion de marcado, 3.5 yl de ésta se colocaron en el primer tubo y la mezcla resultante
se reincubd a 37°C durante 5 a 30 minutos. Este paso se repitio con cada tubo. La
reaccion fue detenida con 4pl de la solucion blogueadora y se mantuvo en hielo hasta
realizar la electroforésis de secuencia.



G. Secuenciacion de DNA de doble cadena por PCR: La secuencia de los fragmentos de
DNA se obtuvo por una combinacion de PCR ¢ inhibicion de las cadenas por
dideoxinucleotidos, usando el kit de CircumVent (New England BioLabs) la reaccion de
PCR se realizo de la siguiente manera; cn dos tubos Eppendorf por separado se agregaron
3l los oligonucledtidos JLR-4 y JLR-9 10.5 pmol/A .5 il de H,0 bidestilada,1 pg de
DNA producto de PCR, 1.5 1,11358 1250 mCi/mmol, 1.5pl de bufter 10X, 1l tritén
100X, ul de la enzima Vent-polimerasa 2U/ il por tltimo se tomaron 3.2 pl de la mezcla
anterior y se le agregaron a 4 tubos diferentes en donde se colocaron 3 ul de los
dideoxinucleotidos ddA, ddC, ddG, ddT; para posteriormente emplear el termociclador;

al finalizar, al producto de PCR se le adicionaron 4 11l de la solucion bloqueadora.

H. Electroforésis de un gel de secuencia: las muestras de reaccion fueron previamente
calentadas a 80°C durante 2 minutos, y cargadas en un gel de poliacrilamida al 6%,
compuesto por 30 g de urea ultrapura, 14 ml H;O, 9.5 ml acrilamida al 38% que contenia
bis acrilamida al 2%, 14 mi del buffer TBE al 5X, 550 nl de persulfato de amonio 50
mg/ml y 20 pl Temed en un buffer de TBE. Antes de colocar las muestras se efectud una
precorrida de 45 minutos 4 1,400-2,000 voltios y 35-40 miliamperios, para calentar el gel
a55°C.

1. Alineamiento de las secuencias. Las secuencias de F. pacifica y de F. mugilis obtenidas
fueron analizadas y alineadas usando el programa computacional PC-Gene (Intelligenetics

Inc).
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. RESULTADOS

Puesto que ¢l objetivo del presente trabajo de tesis es determinar la validez
taxondmica de I pacifica utilizando caracteres morfologicos y moleculares, los
resultados se encuentran divididos en dos secciones. La primera se refiere al aspecto
morfoldgico, en donde se describe brevemente a Fomugilis 'y I pacifica; evaluando
de manera estadistica las diferencias observadas en las estructuras consideradas
diagnosticas para diferenciar a las especies, como el largo y ancho de los lemniscos,
asi como el niimero y tamaiio de los ganchos de la proboseis, estos Gltimos fueron
examinados con nucroscopia electronica de barrido.

La segunda seccion presenta un andlisis del material genético de ambas
especies. En el presente trabajo se obtuvieron secuencias parciales del gen ribosomal
18S, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

1 ESTUDIO MORFOLOGICO.

Para el estudio morfoldgico se utilizaron ejemplares obtenidos por colectas
realizadas en Salina Cruz, Qaxaca, I pacifica y en Chamela, Jalisco,
correspondientes a la especie I mugilis; realizando una descripeion de cada especie
(Fig 2-5). Los ejemplares identificados como F.mugilis y F.pacifica mostraron un
gran variacion morfologica en el tamaiio de los lemniscos haciendo dificil su
diferenciacion. En consecuencia fue necesario fa comparacion de los ejemplares
depositados en CNHE. La conclusion del andlisis preliminar fue que existe una
amplia variacion de las caracteristicas de aimbas especies, haciendo la diagnosis
incierta.

Para determinar si hay una diferencia entre las medidas de los ejemplares de
F.mugilis y F.pacifica, depositados en la CNHE y los colectados por nosotros, se realizo
un estudio morfométrico global (Tabla 1). Las comparaciones iniciales mostraron que no
hay diferencias en cuanto a la disposicion, forma y tamaiio de Jos érganos internos
(testiculos, glandula de cemento, bolsa de Sacfftingen, y para hembras, \itero, campana
uterina etc.). Para averiguar si existe una diferencia entre la forma y tamafio de los
ganchos de la proboscis de las dos especies de Floridosentis, se realizd un estudio de
microscopia electronica de barrido, encontrandose que la forma y distribucion de los
ganchos, eran sunilares en especimenes que se ajustaban a la descripeion de ambas
especies (Fig 6-7). Adicionalmente a estd informacion se midieron los ganchos de la



proboscis de los ejemplares depositados en fa CNHE, notindose una fuerte variacion
entre individuos de fa misma especie y ocalidad.

ara determinar objetivamente si existen diferencias significativas en las medidas
obtenidas de los cjemplares de las dos especies, particufarmente para los lemniscos
uninucleados y binucleado asi como para los panchos apicales, medios y basales de la
proboscis, se realizd un andlisis grafico y estadistico.

Inicialmente, se compararon graficamente las medidas de los lemniscos
uninucleados y binucleados en relacion con la longitud total del pardsito. La
introduccion de la longitud del helninto corrige las diferencias de tamaio de los
lemniscos (Fig 8).

Posteriormente, se realizo un andlisis estadistico untvariado tomando por
separado las variables longitud total (Lt), longitud del lemnisco uninucleado(Lu),
longitud del femmnisco binucleado(Lb),razoén Lu/Lt y razén Lb/Lt. El analisis de
varianza (ANOVA) mostré que existen diferencias significativas en cuanto a la
longitud del cuerpo, adicionalmente se realizo un andlisis de varianza multivariado
(MANOQVA) tomando como variables Lb, Lty Lu con una significancia del 95%, de
igual modo, este analists demostro que existen diferencias significativas para las
vartables anteriores (F1g.9).

2 ESTUDIO MOLECULAR.

Para obtener las secuencias parciales de los genes ribosomales 18S de
F.mugilis y F.pacifica, se purifico DNA genomico a partir de organismos de las dos
especies, a través de un procedimiento que consiste simplemente en aplicar una
mezcla de proteinasas que digieren todo el material del tejido del parasito hasta que
lo inico que se mantiene ¢s el DNA. Esto ocurre puesto que también las enzimas
que degradan al DNA son proteinas que también se destruyen por las proteinasas.
Posteriormente se retiran los productos de degradacion del tejido y las proteinasas a
través de extracciones con fenol y con cloroformo. Una vez obtenido un DNA de
alta pureza se determina su tamafio por una electroforésis en geles de agarosa al 1%.
Como se muestra en la figura 10, la mayor parte del DNA purificado de especimenes
de I, mugilis y I. pacifica migra en la parte superior del gel, por arriba de los 23
kpb, indicando que el DNA purificado se encuentra en un buen estado de
conservacion,

La amplificacion de una region del gen 18S que rodea a la region variable V7,
se llevo al cabo por medio de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la



PCR se utilizan oligonucledtidos sintéticos con una secuencia complementaria a una
region conservada del DNA gendmico (Fig. 11). Estos ohgonucledtidos actian como
iniciadores de la reaccion de polimerizacion de nucledtidos catalizada por la DNA
polimerasa-I. Puesto que la reaccion se leva al cabo por una serie de ciclos
(alrededor de 30) de desnaturalizacion del DNA, la alineacion de los
oligonucledtidos y crecimiento de la cadena de DNA, el resultado es una gran
amphificacion de la region del DNA delimitado por los oligonucledtidos. En Ja figura
12 se muestra un producto de alrededor de 520 pb obtemdo de la PCR, usando como
templado el DNA gendmico total de /2 mugilis y I<. pacifica.

El producto de PCR es separado en geles de agarosa al 1% en Tris-acetatos
(TAE). Se yecorto a region del gel donde migra la banda de DNA y se purifica por
afinidad al polvo de vidrio. Al DNA recién purificado se le adiciono la DNA
polimerasa con la subunidad Klenow que rellena los extremos incompletos de DNA,
esta reaccion se llevd al cabo a temperatura ambiente. Posteriormente al DNA se le
adiciona el bacteriofago M13mp19 (Fig. 13) que es previamente digerido con la
enzima Sma-1 que corta en extremos ciegos. El corte que realiza la enzima se
encuentra dentro del gen de Ia 3-galactosidasa. Posteriormente, se limpia Ia mezcla
con extracciones fenol-cloroformo y se precipita con acetato de sodio y etanol. La
ligacion de los productos de PCR con el bacteriéfago, se llevo al cabo con ligasa
T4. Después de la ligacion, se veahiza Ia transformacion (infeccion con el
bacteridfago) de fa £, coli, Las bacterias transformantes se sembraron en medio
minimo y fueron seleccionadas por su color blanco y no azules como las que
presentaban M3 sin inserto. Se obtuvieron alrededor de 50 colonias, un grupo de
cinco fueron analizadas purificando el DNA del bacteriofago, para observar por
medio de una electroforésis en gel de agarosa, si sumovilidad estaba cambiada
debido a la presencia del inserto. El analisis reveld que 4 de las 5 colonias
presentaban el inserto (vesultados no mostrados).

La secuenciacion de los fragmentos (insertados en el bacteriofago) se realizo
por la técnica de terminacton de las cadenas por dideoxinucledtidos (Sanger, 1977).
Este procedimiento permitié determinar una secuencia de 520 nucledtidos de los
penes 18S de Fmmgilis y I.pacifica. Las secuencias completas fueron analizadas y
alineadas en computadora, La comparacion de las secuencias 520 pb, (Fig.14)
muestra que existen solamente ocho cambios de nucleotidos entre F.mugilis y
F.pacifica
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Phylum Acanthocephala Rudolplu, 1808
Clase Eoacanthocephala Rudolphi, 1808
Orden Neoechinorhynchidae Southwell y Macfie, 1925
Subfamilia Atactorhynchidae Yamaguti, 1963
Género Iloridosentis Bullock, 1962
Iloridosentis mugilis Machado Fitho, 1951

La caracterizacion esta basada en 15 ejemplares (seis machos y nueve
hembras) colectados en ¢l estero de Chamela, Jal. entre el 10y 11 de Octubre de
1995 en Mugil curema.

(Figuras 2-3).

Estos parasitos son alargados, cilindricos, delgados y ligeramente recurvados;
por lo general, las hembras son mas grandes que los machos; la proboscis es
cilindrica y esta armada con ocho hileras de ganchos dispuestos diagonalmente;
cada hilera presenta siete ganchos; los ganclios del primer circulo son los de mayor
talla y los siguientes ganchos van disminuyendo de tamario en sentido
anteroposterior; el cuello de estos helmintos es muy corto; el recepticulo de la
proboscis es sacular, presenta una sola capa muscular ; los lemniscos no son muy
largos, ya que apenas alcanzan una cuarta parte del cuerpo, siendo el binucleado
un poco mds largo y ancho que el lemnisco uninucteado.

MACHOS. Estos vermes presentan un par de testiculos mas o menos ovoides;
el testiculo posterior estd directamente en contacto con la glandula de cemento, en
donde se encuentran nueve nicleos; por debajo de la glandula de cemento se localiza
el reservorio de esta glandula, que desemboca en el pene por dos conductos que
pasan a los lados de la bolsa de Saefftingen y mds abajo se encuentra la bolsa
copulatriz.

HEMBRAS. Las hembras son de mayor tamaiio; la mayoria se encontraban
gravidas; el aparato reproductor ocupa la porcién posterior del cuerpo; la campana
uterina tiene una forma sacular; el tero es tubular, de paredes musculares y la
vagina también es tubular y angosta,

—
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Fig. 2. Floridosentis mugilis ( Machado Filho, 1951) Ward
1953. Preparacion total de un macho recolectado en Mugil
curema, BC, bolsa copulatriz; BS,bolsa de Saefftingen; G,
glandula de cemento; L, lemniscos; R, receptaculo de la
proboscis; T, testiculos.
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Género Floridosentis Bullock, 1962
Floridosentis pacifica Bravo, 1969

£l material de la presente caracterizacion se basa en 18 ejemplares (diez
hembras y ocho machos) que se encontraban parasitando el intestino medio de Mugil
curema, colectados entre el 7y 9 de Septiembre de 1995 en Salina Cruz, Oax.

(Figuras 4-5)

Estos parasitos son de cuerpo alargado, cilindricos con los extremos
acentuadamente mas angostos. L.a proboscis es pequeiia y subcilindrica, esti armada
con ganchos distribuidos en ocho hileras diagonales en sentido longitudinal y con
siete ganchos en cada hilera que van disminuyendo de tamafio en sentido
anteroposterior; el cuello de estos helmintos es muy corto; el recepticulo de la
proboscis es claviforme y presenta una sola capa muscular; los lemniscos son muy
alargados ya que sobrepasan mas de la mitad del cuerpo, en especial el lemnisco
binucleado que es mucho mas largo y ancho que el lemnisco uninucleado.

MACHOS. Presentan un par de testiculos mas o menos ovoides, el testiculo
posterior se encuentra en contacto con la glandula de cemento la cual contiene nueve
niicleos, por debajo de esta se encuentra el reservorio de la glindula de cemento que
desemboca en el pene por dos conductos que pasan a lado de la bolsa de Saefftingen.

HEMBRAS. La mayoria de las hembras se encontraban gravidas; el aparato
reproductor ocupa la porcidn posterior del cuerpo; la campana uterina tiene una
forma sacular; el Gtero es tubular de paredes musculosas; la vagina también es
tubular y angosta.
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Fig. 4. Floridosentis pacifica Bravo, 1969. Preparacion
total de un macho recolectado en Mugil curema. BS, bolsa de
Saefftingen; G, glandula de cemento; L., lemniscos; R,
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Fig.5 . Iloridosentis pacifica Bravo,1969. Preparacion total de una
hembra recolectada en Mugil curema. C, campana uterina; H, huevos; L,
lemmiscos; R, receptaculo de la proboscis,
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Fig. 6. Microgralias electronicas de bamdo de la proboscis de . mugilis.
A ISKV X720, B 5KV X 1300,
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Fig.7. Micrografias electronicas de barrido de 1a proboscis de
F.pacifica. A:15KV X 720; B 15KV X 1300.
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Fig.9. Resultados del analisis discriminante en donde se
muestra el porcentaje de aceptacion de las especies
1. F. pacificay 2. F. mugilis,
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Fig.10. Analisis del DNA total obtenido por purificacion
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bromuro de etidio. 1. Fumugilis 2. F.pacifica
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94 'C. Temperatura de desnaturalizacién del DNA.

H

54 °C. Temperatura a la cual los iniciadores se
acoplan al DNA.

|

72°C. Temperatura en la que la DNA polimerasa
reconoce el sitio de inicio y sistetiza la nueva
cadena de DNA.

Por cada ciclo de la PCR las cadenas

de DNA se duplican,

Fig.11. Reaccion en cadena de la polimerasa ( PCR ) en donde se
muestra la sintesis de las nuevas cadenas de DNA, a partir de una
sola cadena.
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Fig. 12. PCR con los oligonucledtidos (JLR 4 y JLR 9) que flanquean en la
region variable V7 a partir de DNA genomico de F.mugilis y F.pacifica, en un
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio en donde se observa el
resultado de la PCR. 1. F. mugilis; 2. F.pacifica; 3: Marcador A Hind III. El
fragmento amplificado es de 520 pb.
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M13 mp19 multiple cloning site and primer binding region: 6201-6320

&= CCATGATTI'AC GC?;?AGCTTiGlCATGCjG'{'GCAG?Tl'CGA?TiCTAGAJGGATiCCCCGG'GlGTACIClGAGC"TCGAATT& 3
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IS Hinc li Smat D
O~ peptide start M13 26 bp Primer

Fig. 13. Mapa de restriccion de M13mp19 en donde se
indica el sitio de clonacion de los fragmentos de DNA. de
F.mugilis y F. pacifica.
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F'.pac GAAACTTAAAGGAATTCACGGAGGGGCACACCAGAAGTGGCGTGCGGCTCAATTTGACT
Fomug ooevvieeean i e e e “een
1208
F.pac CAACGCACGAAAACTTACTCGGTCCGAACACCGTGAGGATTGACAGGTTGAAAGCTCTTT
Fimug oo e e eera e Ceeeeaan ceeeenn et v
1268
F.pac CTTGATTCGGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCCTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTT

FimUg v ittt ssonsas et e e
1328
F.pac TATTCCGATAACGAACGAGA
F.mug e heeas - .
1388

F.pac GAGGGACAAGTGTCGTGAGACACTCGAAGTTGAG

F.mug

P I I N I I R S A B SR A R I SRR R AR )

1450
F.pac CAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCGGGGCTGCACGCGCGCTACAATGAAGGC

D (13 Y
1510

F.pac ATCAAAAAGCGCTCCTGCTCCGAAAGGAATAGGAAATCAARAATAGCCTTCACGATTGGG

D 113 = | g & 2 S
1570

F.pac ATCGGAGATTGAAATTATTCTTCGTGAAAGAGGAATTCCTAGTARACGCGAATCATTATT

FimUgG o ovierioineP e iiiiiit i vsrasssssosnnnsassonianseansasnsnns

F,pac TCGCGTTGACTAAGTCCCTGCCGTTTGTACACACCGCCCG 1621

D /1 L O &

Fig.14. Alineacion de la secuencia de nucléotidos del Gen 18S ribosomal de F. mugilis
y F. pacifica . La zona sombreada corresponde a la region variable V7. Los cambios
fuera de la region variable se representan con negritas, los nucledtidos idénticos
se muestran con puntos (.).



Tabla I. Comparacidon Morfométrica entre machos de F. mugilis y F. pacifica.

Especie. F.pacifica F pacifica F.mugilis. * F.mugilis F. mugilis
Autor. Bravo,1969 Este trabajo Machado Filho, 1951 Bravo, 1969 Osono, 1982
Localidad. Salina Cruz, Oax. Salina Cruz, Oax. Rio de Janeiro,Brasil. Mazatlan, Sinaloa Infiernillo,Mich
Hospedero. Mugil curema Mugil curema Mugil platanus Mugil cephalus Mugil cephalus
Longitud total . 5.43-13.98 10.32-11.8 13.32-13.87 112.46-26.96 614
A media del cuerpo 0.55-0.98 0.57-08 0.54-0.67
Proboscis Largo 0.25-0.33 0.30 0.46 0.37-0.42 0.16-0.32
Ancho 0.12-0.19 0.13 0.14 6.20-0.21 0.14-0.144
R.Proboscis Largo 0.392-0.60 0.34-0.67 6.51-0.57 0.60-0.94 0.19-0.21
Ancho 0.12-0.15 0.10-0.16 0.13-0.15 6.18-0.22 0.8-0.11
L uninucleado Largo 23-38 5.1-62 4.0 5.5-8.2 2139
Ancho 0.10-0.13 0.12-0.15 0.13 0.13-0.20 0.8-0.19
L.binucleado Largo 2.7-5.6 6.3-78 6.7 6-9.1 2743
Ancho 0.12-0.18 0.14-0.16 0.16 (0.15-0.20 0.11-0.23
Testiculo Anterior ]
Largo 1.1-2.2 1.1-15 1.21-25 1.21-4.7 : 0.25-6.27
Ancho 0.33-0.51 0.38-0.42 0.51-0.40 0.35-0 49 § 0.17-0.18
Testiculo Posterior }
Largo 1.3-2.0 1.2-1.53 1.93-2.7 1.36-4.5 : 0.23-0.24
Ancho 0.33-0.52 0.41-0.47 0.35-0.46 0.27-6.37 i $.16-0.17
Glandula de cemento [
Largo 0.61-1.84 0.81-1.17 1.17-6.28 z 0.21-0.54
Ancho 0.32-0.6 0.25-0.33 0.37-0.41 0.10-0.18
Ganchos Apicales 0.029-0.030 0.033-0.039 0.034-0.052 0.647-0.053 0.038-0.030
Medios 0.013-0.021 0.021-0.030 0.026-0.040 0.022-0.028
Basales 0.003-0.006 0.012 0.014-0.020 0.013 0.017-0.018

(*) Los datos de estos ejemplares se tomaron de la literatura.




F.mugilis F. mugilis * F.mugilis Fomugilis * F. mugilis
Juarez y Salgado,1989 | Chavez y Montoya, 1988 | Salgado y Barquin, 1978 Méndez, 1993 Este trabajo
Topolobampo Sin. Tamiahua, Ver. Manzanillo Tamiahua, Ver. Chamela, Jal.
Mugil cephalus Mugil curema Mugil cephalus. Mugil Cephalus Maugil curema
8.09-23.95 9.52-18.01 8.14-20 6.66-20 12.5-14.2
0.37-1.17 0.21-0.93 0.25-0.70
0.25-0.40 0.32-0.39 0.34-0.37 0.22-0.6 0.25-0.31
0.11-0.19 0.13-0.29 i 0.151 0.7-0.19 0.15-0.16
0.61-1.32 0.68-1.33 0.38-1.16 0.41-0.35
0.9-0.30 0.7-0.24 0.15
3.4-76 3.9-5.1 3.94.21
0.50-0.61 0.13-0.26 0.10-0.16 0.16-0.1§
4.0-8.9 4247 | 5263
06-0.16 0.9-0.20 0.10-0.16 | 0.18-0.23
1
0.80-3.32 0.15-0.42 1.0-1.8 0.54-27 | 1.82-2.0
0.20-0.62 0.19- 1 0.22-0.48 0.15-0.42 § 0.28-0.48
f
0.30-1.7 1.1-1.2 0.28-3.18 2.2-25
. 0.45-090 020051 0.11-05 037063
0.81-1.62 0.20-1.40
0.16-0.44 0.28-0.37
0.047-0.063 0.033-0.041 0.041-0.037 0.034-0.054 0.028-0.033
0.037-0.045 0.020-0.047 0.015-0.018
0.018-0.026 0.010-0.014 0.008-0.016 0.013 G.010-0.012




Continuacion de la TABLA 1. Comparacion Morfométrica entre hembras de F.mugilis y F. pacifica.

Especie. F.pacifica F.pacifica F.mugilis. * F.mugilis F. mugilis
Autor. Bravo, 1969 Este trabajo Machado Filho, 1951 Bravo, 1969 Osorio, 1982
Localidad. Salina Cruz, Oax. Salina Cruz, Oax. Rio de Janeiro,Brasil. Mazatlan, Sinajoa Infiernillo,Mich
Hospedero. Mugil curema Mugil curema Mugil platanus Mugil cephalus Mougil cephalus
Longitud total 8.05-18.5 4.61-9.34 13.6 15.2
A media del cuerpo 0.61-1.3 0.25-0.48 0.68-1.13
Proboscis Largo 0.27-0.33 0.24-0.31 0.46-0.52 0.31-052 ! 0.24-0.34
Ancho 0.15-0.19 0.9-0.13 0.14-0.17 0.16-0.24 0.16-0.16
R Proboscis Largo 0.41-0.75 0.20-0.33 0.68-1.40 0 41-0.66
Ancho 0.13-0.20 0.6-0.12 0.10-0.23 0.10-0.26
L.uninucleado Large 3.24-6.8 2.56-5.0 59 4.63-5.6 327438
Ancho 0.9-0.15 0.5-0.12 0.13 0.15-0.22 0.10-0.30
L.binucleado  Largo 4.8-838 3.21-7.0 7.0 6.6-10.1 3.8-5.7
Ancho 0.13-0.16 0.5-0.17 0.20 0.16-0.22 0.19-0.30
Huevos Largo 0.020-0.027 0.03-0.045 0.030-0.051 0.023
Ancho 0.006 0.003 0.005-0.011 0.008
N.gigantes Largo 0.021-0.37 0.08-0.15 0.26-0.56
Ancho 0.7-0.10 0.45-0.8 0.91-0.11
Ganchos Apicales 0.034-0.041 0.033-0.039 0.034-0.052 0.042-0.063 0.043-0.051
Medios 0.018-0.020 0.018-0.030 0.016-0.037 0.031-0.036
Basales 0.005-0.010 0.003-0.012 0.010-0.016 0.010-0.013




F.mugilis F. mugilis * F.mugilis F.mugilis * F. mugilis
Juarez y Salgado, 1989 | Chavez y Montoya, 1988 Salgado y Barquin, 1978 Meéndez, 1993 Este trabajo
Topolobampo,Sin Tamiahua Ver. Manzanillo Tamiahua, Ver. Chamela, Jal.
Mugil cephalus Mugil curema Mugil cephalus. Mugil Cephalus Mugil curema
16.5-34.8 12.5-40.0 9.0-35.0 3.6-26.0 13.7-30.0
0.483-0.579 0.66-1.18 0.9-0.20 0.57-1.05
0.28-0.32 0.22-0.40 0.29-0.34 0.15-0.43 0.26-G.37
0.11-0.16 0.13-0.22 0.14-0.20 0.64-0.16 0.18-0.19
0.77-1.49 0.55-1.33 0.31-0.91 T 0.26-1.41 0.52-0.55
C.14-0.26 0.16-0.32 0.10-0.30 0.6-0.19 (.15-0.23
3.1-39 04-22 3.0 3.7-6.66
0.6-0.8 0.8-0.29 0.74 0.13-0.32
3.54-7.2 0.59-2.45 3.26 0.06-0.012
0.07-0.11 0.082-0.29 0.74 0.003-0.6
0.015-0.018 0.024-0.035 0.020 0.012-0.019 0.06-0.612
0.002-0.003 0.007-0.00% 0.004 0.018-0.057 0.003-0.0060
0.13
0.36
0.037-0.060 0.645-0.53 0.012-0.053 0.037-0.034 0.032-0.043
0.30-0.48 0.029-0.041 0.023-0.037 0.014-0.026
0.013-0.026 0.009-0.025 0.017-0.023 0.003-0.00%




IV. DISCUSION

Los acantocCfalos del género Iloridosentis son parasitos de mugilidos
registrados en Brasil, Venczuela, México y E.U. En México, este género parece estar
representado por dos especies: /7. mugilis (Machado Filho, 1951) Ward, 1953 y /7
pacifica Bravo, 1969. Puesto que se trata de especies con un nimero reducido de
diferencias morfoldgicas, su taxonomia presenta dificultades especiales.

Inicialmente se propuso la existencia de dos especies: /. elongams Ward, 1953 y
Atactorhynchus mugilis Machado Filho, 1951, sin embargo, una comparacion
morfologica posterior (tamaiio de los ganclios de la proboscis, receptaculo de la
proboscis, tamaiio de los lemniscos y forma del cuerpo) llevo a la definicion de una sola
especie que se denomino [ mugilis (Bullock, 1962). Esta sinonimia es aceptada en la
revision mas reciente sobre la clasificacion de los acantocéfalos (Amin, 1985).

Los ejemplares colectados en el presente trabajo exhiben las caracteristicas
diagnosticas descritas por Bullock (1962) para el género Floridosentis. Este género se
caracteriza pot la forma general del cuerpo que es siempre alargado, cilindrico, delgado
y ligeramente recurvado; presentan una proboscis cilindrica globular muy pequefia, que
se encuentra armada con ocho hileras de ganchos, cada una formada por siete ganchos
que van disminuyendo de tamafio en sentido anteroposterior; ademas los lemniscos de
estas especies son muy largos.

El analisis de las descripciones originales de /. mugilis y F. pacifica reveld la
existencia de sdlo dos caracteres distintivos entre ambas especies: 1. los ganchos de la
proboscis son mas largos y delgados en £ mugilis. 2. el lemnisco binucleado es mucho
mis largo que el uninucleado en F. pacifica que en F. mugilis.

El interés en la comparacion de ambas especies se origino, cuando se
experimentaron dificultades al identificar algunos especimenes colectados de Mugil
curema en Salina Cruz, Oax. y en Chamela, Jal. Al ser comparadosk los ejemplares de
Salina Cruz con los ejemplares tipo de I, pacifica (Bravo, 1969), se encontrd que, en
efecto, la relacion entre las longitudes de los lemniscos era la esperada. En cambio, los
cjemplares de Chamela presentaban una gran diversidad morfoldgica; en algunos
ejemplares el lemnisco binucleado era mucho mas largo que el uninucleado mientras
que otros eran casi iguales. Por consiguiente, los ejemplares de Chamela fueron
comparados con otros que habian sido determinados como /. mugilis por diversos
autores : Bravo,(1969); Salgado y Barquin, (1978) ;Osorio, (1982); Chavez y Montoya,
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(1988); Juarez y Salgado. (1989) y Méndez (1993). Sorprendentemente, en los
ejemnplares se observo también una gran variacion de los caracteres diagnosticos, ain
entre individuos colectados en la misma localidad, variacion que no fue registrada por
los autores referidos. El estudio de los ejemplares en los que se basaron dichos registros
nos hizo suponer que algunos ejemplares determinados como Fmugilis, se ajustaban
mejor a la descripeion de 1 pacifica.

Inicialmente se supuso que algunos ejemplares determinados como /. mugilis
simplemente habian sido erroneamente identificados. Sin embargo, una revision mas
cuidadosa, aunada al hecho de que los ejemplares procedian de distintas localidades del
Pacifico Mexicano, mostrd que un gran nimero de ellos no podian ser asignados con
certeza a ninguna de las dos especies. Parecia tratarse mas bien de una sola especie con
amplias variaciones en los caracteres considerados diagndsticos. Una posible
explicacion a esta variacion continua entre dos extremos, puede estar dada por la
naturaleza migratoria de las especies de huéspedes a lo largo de la costa del Océano
Pacifico. La mezcla de los huéspedes de localidades distantes en la costa puede
ocasionar una concomitante mezcla de sus parasitos. Otra posible explicacion es que la
variacion morfologica sc debe a diferencias en el desarrollo ontogenético de los
ejemplares colectados del parésito y de sus huéspedes (Amin y Redlin, 1980), Cabe
hacer notar que en el Océano Atlantico también se haregistrado a /7' mugilis (Ward en
1953; Conroy, 1983) y muestra estructuras igualmente variables.

Nuestras comparaciones iniciales entre los ejemplares de /. mugilis y F. pacifica

depositados en la CNHE mostraron que no habia diferencias claras en cuanto a la
disposicion, tamaiio y forma de los organos internos. Los ganchos de la proboscis de las
dos especies evaluados por microscopia electronica de barrido mostraron que su forma y
distribucion también eran similares. Adicionalmente las medidas de los ganchos de la
proboscis mostraron una fuerte variacion aun entre individuos de la misma especie y
localidad. Lo anterior nos llevé a realizar un estudio morfométrico y un analisis
estadistico para determinar si hay diferencias significativas en las medidas de los
caracteres considerados como diagnosticos entre las ejemplares de I°. mugilis y F.
pacifica depositados en la CNHE.
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Fl andlisis de las medidas del tamaiio de los lemniscos de las dos especics se
realizo usando métodos estadisticos que consideraban la longitud del cuerpoy la delos
lemniscos. El resultado del analisis estadistico univariado (ANOVA) reveld que existen
diferencias significativas entre los promedios de la longitud del cuerpo de ambas
especies. En cambio, no se encontraron diferencias significativas en el tamafio de los
lemniscos. Cabe mencionar que la relacion entre el tamaiio del lemmnisco binucleado y el
uninucleado es considerado como diagnostico entre especies. De igual modo, el analisis
de varianza multivariado (MANOVA) indic diferencias significativas entre los
promedios de las medidas de los caracteres de ambas especies. Sin embargo, al utilizar
un analisis discriminante como herramienta objetiva para clasificar a los individuos
muestreados, se encontrd que para el caso de 72 pacifica la probabilidad de una
diagnosis correcta es del 33% micntras que pava /. mugilis ka probabilidad de una
diagnosis correcta es de wn 92%. Para expresarlo en términos llanos, dada una colecta de
gusanos se clasificarian a la mayoria como [ mugilis. Estos resultados apuntan hacia la
existencia de una sola especie que muestra una gran variacion morfologica en caracteres
como los lemniscos y ganchos de la proboscrs.

La conclusion anterior no es sorprendente si se considera que en el Phylum
Acanthocephala hay algunos ejemplos de variacion morfologica intraespecifica, en que
los caracteres para distinguir entre especies se sobrelapan. Este es el caso de
Pompohorhynchus rocei y P. bulbocolli cuya imica diferencia morfologica es el tamafio
de fos ganchos de la proboscis, Los métodos taxondmicos tradicionales como es la
morfologia descriptiva basada en pocos ejemplares, no son suficientemente precisos y
algunas veces es necesario aplicar métodos alternativos para diferenciar a {as especies.

Los datos moleculares ofrecen una forma alternativa para diferenciar a las
especies, complementindose con el uso de caracteres morfoldgicos, ontogénicos,
etioldgicos, etc. Entre sus cualidades podemos decir que los datos moleculares tienen
atributos exclusivos, como la claridad y precision con la que se definen los caracteres y
sus estados de cardcter ya que los caracteres son independientes y discretos, ademas, el
nimero de caracteres que se puede manejar es muy grande. Una ventaja mas es que los
datos moleculares ofrecen un lenguaje coman que permite comparaciones entre taxa
diferentes, por lo que ofiece un andlisis que no se podrian hacer con otro tipo de datos.

En afios recientes, los datos moleculares han mastrado su utilidad para contestar
preguntas a todos los niveles de la jerarquia taxondmica, Entre Jos métodos moleculares,
¢l uso de secuencias génicas ha venido ganando terreno sobre los demas. A su vez, el
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uso de secuencias de genes de rRNA 18S es quizd el méds amphamente usado. Estos
genes permiten analizar relaciones entre especies nuy cercanas (a nivel especifico), o
relaciones muy lejanas (a nivel de Clase o Phylum), puesto que poseen regiones
conservadas y regiones variables. Ademis, puesto que se trata de genes altamente
repetidos en el genoma de los cucariotes (~ 100 copias), son de facil deteccion y
caracterizacion. Finalmente, el hecho de que se encuentran en grandes grupos de copias,
permite una recombinacion continua que los homogeniza. Esto quiere decir, que casi
cualquier gen que se logre clonar y secuenciar, es idéntico a los otros del mismo
individuo, y a los de otros individuos de fa misma especie. Por lo anterior, muchos
taxonomos tradicionales han comenzado a nsar estos métodos para resolver problemas
taxonomicos dificilmente solucionables por los métodos tradicionales.

En el presente trabajo se obtuvieron secuencias parciales del gen 18S de
F.mugilis y F.pacifica. Después de ser alineadas, la comparacion de las secuencias
revela ocho cambios de nucledtidos entre ambas especies, Cuatro cambios de
nucledtidos se encuentra en la region variable V7'y los restantes en las regiones menos
variables. L4 semejanza entre las dos especies es del 98.5%. El hecho de encontrar
diferencias en las secuencias de los genes ribosomales 18S sugiere que se trata de dos
especies. Sin embargo, al igual que en el caso de la variabilidad de los caracteres
morfoldgicos, no se puede excluir la posibilidad de que se trate de una misma especie
con una gran variacion intraespecifica. Si este es el caso, es posible pensar en una
especie que tiene una distribucion practicamente continental, las poblaciones presentan
diferencias de acuerdo a las distancias geograficas entre las localidades en que se
colectan los ejemplares. Mencion especial requieren los reportes de F. mugilis en las
costas de Florida, Venezuela y Brasil. Puesto que el istmo de Panama separd las
poblaciones atlanticas de las del océano Pacifico hace varios millones de afios, séria de
esperar una mayor distancia entre ejemplares de Florida, Venezuela y Brasil, con los de
casi cualquier otra localidad en la costa del Océano Pacifico. Esta hipotesis nos ha
motivado para conseguir secuencias parciales de los genes 188 a partir de ejemplares
provenientes del Atlintico Mexicano. Si la hipétesis resulta correcta, seria posible
proponer el uso de genes ribosomales 18S para determinar la velocidad de aparicién de
cambios en la region seeuenciada de estos genes en acantocéfalos,

La finica secuencia dc una especie de acantocéfalo disponible en la base de datos
es la de Neoechinorhynchus emydis que pertenece a la misma familia y que muestra una
semejanza del 95.8% con I mugilis 'y del 95% con I'. pacifica. Esta distancia poco
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ayuda para determinar si el niimero de cambios observado entre las especies de
Floridosentis corresponde a las distancias interespecificas, pero si nos da una primera
indicacion de lo que pudiera ser la distancia entre especies congenéricas. Basados en esta
medida de distancia seria plausible obtener la secuencia de una segunda especie de
Neoechinorhynchus disponible en México (N. golvani y N. roseum ) para determinar si
las distancias interespecificas en un género cercano son similares a las observadas entre
las especies de Floridosentis.



V. CONCLUSIONES

. Los caracteres morfoldgicos descritos como diagnosticos para las dos especies del
género Floridosentis son dudosos y pueden producir identificacion equivocada de los
gjemplares:

a. No hay diferencia significativa en la forma y aireglo de los ganchos de
la proboscis de los ejemplares de [. pacifica y I mugilis.
b. Las diferencias de longitid de los lemniscos uninucleado y bimicleado

no son significativas entre ejemplares de /2. pacifica'y IY. mugilis.

2. Los caracteres moleculares apoyan las dudas sobre las descripciones de las especies
del género Floridosentis, surgidas del andlisis morfologico.

3. Los resultados morfologicos y moleculares generados en este trabajo, apuntan a la
existencia de una sola especie /. mugilis con un amplio rango de variacion en sus
caracteres diagnosticos. Se recomienda una revision de las secuencias del gen ribosomal
18S de ejemplares colectados en localidades del Golfo de México.
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