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RESUMEN

Trichodina rectuncinata es un ciliado ectoparasito de peces ampliamente distribuido en el
mundo, y en México esta especie se ha registrado recientemente. Los caracteres
diagndsticos mas importantes de esta especie son una cuchilla triangular y una cavidad
triangular o piriforme en el centro de la cuchilla. Dichos caracteres presentan una amplia
variacion incluyendo sus dimensiones. Debido a esta variacidon los caracteres
moleculares representan una excelente oportunidad para integrarlos a dicho estudio y
corroborar la determinacidn de esta especie utilizando taxonomia integrativa. El estudio
morfologico, en combinacion con los datos genéticos, nos permitird probar si se trata de
un complejo de especies, o bien se trata de una especie con amplia variabilidad
morfologica intraespecifica. En este trabajo analizamos la diversidad morfologica y
genética de tres poblaciones de T. rectuncinata distribuidas a lo largo de la costa del
Pacifico mexicano, mediante el estudio de caracteres morfologicos diagnosticos y de

fragmentos de secuencias del gen nuclear 18S.

Los ejemplares de T. rectuncinata mostraron variabilidad morfoldgica, sobre todo
en la forma del denticulo. Se registraron ocho formas diferentes en los denticulos: cinco
formas de los organismos de San Carlos, Sonora, dos formas diferentes entre los
tricodinidos de “El Palmar”, Guerrero, pero similares a dos de las formas de San Carlos
y cuatro formas diferentes entre los organismos de Cuatunalco, Oaxaca siendo similar
una de ellas con una de las formas de San Carlos. Las poblaciones de Trichodina
rectuncinata presentaron una diversidad genética baja para el gen 18S que conduce a
considerarlas como parte de la misma especie. Esta uniformidad genética contrasta con

la diversidad morfologica, la cual se evidencia en la forma y tamano del denticulo de las



poblaciones. Los andlisis filogenéticos inferidos con el método de Bayes mostraron que
Trichodina rectuncinata se agrupan en su solo clado con el valor maximo (1.0) como
soporte y el andlisis de maxima verosimilitud mostré un clado similar, bien sustentado
por el remuestreo de bootstrap. Ambos arboles estan en correspondencia con los
resultados de divergencia genética, mostrando que nuestras poblaciones pertenecen a la

misma especie.

El andlisis permite corroborar la idea de que T rectuncinata es una especie
altamente generalista, sin embargo, a pesar de poder alojarse en hospederos poco
relacionados filogenéticamente, aparentemente existe una especificidad ecologica hacia

peces con habitos bentdnicos, habitantes de la zona intermareal.



ABSTRACT

The ciliate ecto-parasitic species Trichodina rectuncinata has a worldwide distribution, and
has been recently reported from Mexican intertidal localities. The most relevant
diagnostic features of this ectoparasite are a triangular blade of denticle in adhesive disc
possessing a triangular or piriform cavity, however, a high level of variability of these
characters has been reported in the literature. The use of an integrative taxonomy
approach, through the comparison of morphological features along with the analysis of
18S rRNA gene sequence data obtained from three populations of 7. rectuncinata
collected across the Mexican Pacific Ocean, would allow us to determine if individuals
of these populations belong to a single but morphologically variable species, or if these

populations are actually a species complex.

Eight different morphotypes were observed. Five of these were determined from
the individuals from San Carlos, Sonora; two of these morphotypes were also collected
and observed in “El Palmar”, Guerrero; while in Cuatunalco, Oaxaca, four
morphotypes were observed, one of the similar to the other found in San Carlos, and
three more only observed in the locality. Despite this morphological variability, the
genetic divergence among the populations was very low, and the Bayesian and
Maximum likelihood analyses gather the sequences in the same clade with a strong
nodal support. Thus, the genetic evidence show that the analyzed populations are
members of a single, genetically uniform species, with generalist habits, but strongly

associated to benthic intertidal fishes.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales del Phylum Ciliophora

Los organismos unicelulares pertenecientes al Phylum Ciliophora (ciliados) son
componentes importantes de la biodiversidad en ambientes acudticos por diversas
razones, principalmente por su posicion en las redes alimentarias que vinculan el flujo
de nutrientes entre los microorganismos y organismos mas grandes como los
metazoarios. Parte de esa biodiversidad por lo general se oculta debido a la dificultad de
su estudio; al ser organismos microscopicos, la correcta identificacion a nivel de especie

puede ser complicada (Rossi et al., 2016).

Los ciliados se caracterizan brevemente por tres caracteristicas principales: (1)
por la presencia de cilios o estructuras ciliares compuestas en alguna etapa de su ciclo de
vida, variables en nimero y en arreglo, distribuidos sobre la superficie corporal y
derivados del cinetosoma; (2) por la posesién de dos tipos de nucleo; macronucleo y
micronucleo, el primero controla las funciones fiosologicas y bioquimicas de la célula y
el segundo actiia como una reserva de la linea germinal, por lo cual son heterocariéticos.
Y (3) por el proceso sexual de conjugacion en el cual los organismos tipicamente se
fusionan temporalmente para intercambiar nucleos gaméticos (Lynn, 2008). Otra
cracteristica importante es la presencia de una corteza o capa cortical con dos
componentes, la pelicula y las cinétidas (Hausmann y Hilsmann, 1996), dicha pelicula
incluye a la membrana celular y por debajo de ella se ubican una serie de alveolos, por

lo cual se incluyen en el taxén Alveolata (Adl et al., 2012; Mayén-Estrada et al., 2014).



Sistemdtica de ciliados

Corliss (1974) dividi6 la historia de la sistematica de los ciliados en cuatro
periodos: (1) la etapa de descubrimiento (1880 — 1930), periodo en donde los ciliados
fueron clasificados con base en las diferencias facilmente visibles de la localizacion y
composicion de la ciliatura externa; (2) la etapa de la explosion (1930 — 1950), periodo
que estuvo marcado por el gran crecimiento en numero de especies y por el incremento
en el interés de diversos investigadores en este grupo; (3) la etapa de la infraciliatura
(1950 — 1970) en donde se comienza a usar la impregnacidn argéntica como una técnica
citoldgica mas adecuada y eficaz para la determinacion de especies; el resultado de esta
técnica se vio reflejado en reagrupamientos importantes de muchos taxones. En este
periodo también se empiezan a explorar nuevos nichos ecologicos. (4) La etapa de la
ultraestructura (1970 — a la fecha) se caracteriza por el uso de microscopia electronica,
lo que permitié conocer la estructura de muchos organulos, esto brindé informacion
importante sobre los grados de diferencia y similitud entre las especies de ciliados. Todos
estos periodos demuestran que el estudio de los ciliados se ha basado principalmente es
caracteres morfoldgicos. Actualmente, es oportuno adicionar los datos ultraestructurales
y moleculares conocidos a la fecha de los diferentes grupos, en los que se basa la
propuesta mas reciente de clasificacion de eucariontes con énfasis en protistas (Adl et

al., 2012).

La utilizacion de datos moleculares en el estudio de protistas se ha reflejado en
una gran cantidad de estudios sobre la diversidad genética y su distribucion geografica,
en donde se debaten dos hipodtesis respecto a la distribucidn de los microorganismos; la

hipétesis de que son cosmopolitas, que postula un alto flujo génico, baja diversidad, y la



hipotesis del endemismo, que sugiere una alta diversidad y flujo génico restringido
geograficamente (Rynearson y Armbrust, 2004; Katz et al., 2005; Barth et al., 2006;
Finlay et al., 2006; glapeta et al., 2006; Amato et al., 2007; Bass et al., 2007; Darling et
al., 2007; Foissner et al., 2007; Gentekaki y Lynn, 2009; 2010, 2012; Lowe et al., 2010;
Penna et al., 2010; Di Giuseppe et al., 2013; Heger et al., 2013). Las evidencias sugieren
que la diversidad morfologica y la genética podrian estar desacopladas en algunos grupos
de protistas, incluyendo a los ciliados y que estos grupos podrian ser mas diversos de lo
que implica su morfologia. Muchos de estos estudios han demostrado genéticamente la
existencia de diversos linajes de especies con morfologia aparentemente homogénea. Y
que a pesar de que la mayoria podrian estar ampliamente distribuidos, hay casos en

donde estan restringidos geograficamente (Gentekaki y Lynn, 2010, 2012).

Familia Trichodinidae

Dentro de los ciliados se encuentra la familia Trichodinidae, la cual contiene una
gran cantidad de especies parasitas que se incluyen en los géneros 7Trichodina Ehrenberg,
1838, Vauchomia Miller, 1938, Trichodinella (Raabe, 1950) Sramek-Husek, 1953,
Semitrichodina Kazubski, 1958, Tripartiella Lom, 1959, Dipartiella Stein, 1961,
Paratrichodina Lom, 1963, Trichodoxa Sirgel, 1983, Hemitrichodina Basson y van As, 1989,
Fallitrichodina van As y Basson, 1993 y Heterobladetrichodina Hu, 2011 (Hu, 2011). Los
tricodinidos (Trichodinidae) son uno de los grupos mas diversos y mas ampliamente
distribuidos de ectoparasitos (algunas veces endoparasitos). Comunmente se encuentran
asociados a la piel o branquias de peces, dentro de la vejiga urinaria de anfibios o al
tegumento y el conducto genital de diversos invertebrados (Lom y Dykova, 1992), en

ambientes de agua dulce, marinos y eurihalinos. Los tricodinidos marinos viven como



comensales o pardsitos en varios hospederos, como ctendforos, equinodermos,
equiuridos, moluscos y peces (Dobberstein y Palm, 2000). Muchas de las especies se han
descrito de la superficie del cuerpo y/o de las branquias de peces teledsteos (Grupcheva
et al., 1989; Loubser et al., 1995; Suy White, 1995; Xu et al., 1999; Dobberstein y Palm,
2000; Asmat, 2001; Xu et al., 2001, 2002; Asmat et al., 2003; Ozer y Oztiirk, 2004; Xu,
2007; Khan et al., 2008; Shwani et al., 2010; Marcotegui y Martorelli, 2009; Ozer et al.,

2015).

Las tricodinas tienen cuerpo en forma de copa, cubierto por una membrana
delgada, llamada periciclo (Figura 1a). Su tamano puede variar de 20 a 100p de diametro
(van As y Basson, 1987). En la zona adoral se encuentran los cilios, usados para la
alimentacion y locomocion. En el lado opuesto del cuerpo se ubica una de las
caracteristicas taxonomicas mas importantes de la familia; el disco adhesivo, que
consiste de denticulos y membranas estriadas, normalmente oscurecidas por el periciclo
(Figura 1b) (Basson y van As, 1995). La familia Trichodinidae se diferencia por la
morfologia de los denticulos en el disco adhesivo y la longitud de la espiral que forman
los cilios adorales espirales. Los denticulos son estructuras proteinicas, que se conectan
con la membrana estriada por medio de microfibrillas (Kruger et al., 1993). La forma de
los denticulos consiste de cuchilla, parte central y rayo (Figura 2). Las cuchillas pueden
ser rectas o curvas; muestran diferentes formas y tamafios incluso en el mismo anillo
denticular del tricodinido (Basson y van As, 1989; Hu, 2011), mientras que los rayos
pueden ser de diferentes longitudes, en forma de barra, de espina, de aguja o de remo
(Basson y van As, 1989). La reproduccion es por fision binaria, pero bajo ciertas

condiciones se ha observado la conjugacién (van As y Basson, 1987).



Muchas especies de Trichodina son patdgenas, a la enfermedad que ocasionan se
le conoce como trichodinosis (Durborow, 2003). Algunos estudios han registrado que
los tricodinidos pueden causar dafios severos y mortalidad en poblaciones de peces
juveniles y adultos, en especial en peces de acuacultura (Van Asy Basson, 1987). Debido
a su transmisioén directa, los tricodinidos pueden invadir a su hospedero en poco tiempo,
en especial a peces que se encuentran en condiciones menos Optimas. En ese caso, se
alimentan de las células de desecho del hospedero. Normalmente los tricodinidos se
alojan en piel y branquias dado que las branquias de los peces entran en contacto directo
con el ambiente, estas proporcionan un nicho unico para muchos parasitos que tienen
ciclo de vida simple, especialmente ciliados y crustaceos, asi como bacterias presentes
en el agua (Wlasow et al., 2003). La infestacidon por tricodinidos puede derivar en dano
en piel y branquias (Sleigh, 1991), e incluso provocar la muerte el huésped (Hoffman,

1999).

Problemas taxonomicos de la familia Trichodinidae

El estudio taxonodmico de la familia Trichodinidae, como el de la mayoria de los
ciliados, ha sido meramente morfolégico. Con el fin de proporcionar caracteristicas
especificas uniformes para las descripciones taxondmicas de tricodinidos, Lom (1958)
propuso el uso de un conjunto de caracteristicas taxonomicas estandar basadas en
especimenes impregnados, con la técnica de impregnacion en Plata de Klein, la cual
revela detalles del disco adhesivo. Con base en esta propuesta, van As y Basson (1989)
propusieron un método para describir la forma de los denticulos basado en la
construccion de tres ejes que se extienden desde el centro del disco adhesivo a la punta

de los denticulos (Figura 3), esto proporciona puntos fijos de referencia que ayudan a



una descripcion mas precisa de los elementos del denticulo. Para ellos, se requiere de
una ampliacién de los denticulos por medio de un microscopio o microfotografias. Sin
embargo, la similitud morfologica de muchas especies conduce frecuentemente a
confusiones taxondmicas ya sea a nivel intraespecifico tal como algunos autores han
mencionado para Trichodina diaptomi, T. heterodentata, T. rectuncinata, T. jadranica
(Grupcheva et al., 1989; van As y Basson, 1992; Loubser et al., 1995; Silva-Briano et al.,
2011) o interespecifico, por ejemplo para las especies T. acuta, T. nigra, T.matsu, T. pagoda

(Basson y van As, 1994; Dove y O'Donoghue, 2005; Tang et al., 2016).

Este tipo de problemas taxonémicos no son exclusivos de los protistas, por lo que
recientemente se ha sugerido el uso de herramientas moleculares (Xu et al., 2001; Zhan
et al., 2012; Tang et al., 2016) que contribuyan a hacer mas clara la delimitacion entre
especies en taxones tan diversos como crustaceos del género Helice (Yin et al., 2009);
reptiles del género Hemidactylus (Leaché y Fujita, 2010); medusas del género Pocillopora
(Pinz6n y LalJeunesse, 2011); acantocéfalos del género Neochinorhynchus (Martinez-
Aquino et al., 2009); digéneos del género Crassicutis (Razo-Mendivil et al., 2010); algas
pardas del género Dictyota (Tronholm, 2010); plantas del género Hedera (Valcércel y

Vargas, 2010); y hongos del género Lasiosphaeria (Miller y Huhndorf, 2004).

En este sentido, la aplicacion de técnicas moleculares en ciliados es aun incipiente
y los pocos estudios disponibles no siempre abordan el mismo objetivo. Por ejemplo, se
ha utilizado el gen 18S del DNA nuclear de algunos integrantes de la familia
Trichodinidae para evaluar o reevaluar la monofilia del orden Peritricha empleando
métodos de inferencia filogenética, principalmente méaxima parsimonia e inferencia

bayesiana (Hertel et al., 2004; Gong et al., 2006, 2010; Zhan et al., 2009, 2012; Tang et



al., 2013). El tema de la delimitacion de especies de tricodinidos basada en estudios de
biologia molecular ha sido abordado solo hasta muy recientemente por Tang y
colaboradores (2016), quienes realizaron una caracterizacion tanto morfoldgica como
molecular de la especie Trichodina pesudoheterodentata en Chongqing China, presentando
un analisis de divergencia del gen 18S entre esta especie y otras especies del género.
Siendo este el unico trabajo publicado hasta la fecha en donde se establece una

caracterizacion molecular de una especie de Trichodina.

Trichodina rectuncinata

Trichodina rectuncinata es uno de los tricodinidos mas ampliamente distribuidos
en el mundo (Figura 4), parasitando branquias de peces marinos; ha sido registrada por
diferentes autores en mas de 20 especies de peces hospederos de alrededor de 11 familias
(Cuadro 1) Xuetal., 2001). En México esta especie se ha registrado hasta recientemente
(Islas-Ortega, 2013; Aguilar-Aguilar et al., 2016). Los caracteres diagnodsticos mas
significativos de esta especie son una cuchilla triangular y una cavidad triangular o
piriforme en el centro de la cuchilla (Loubser et al., 1995; Xu et al., 2001), caracteristicas
que presentan una gran cantidad de variacién en forma y dimensiones (Grupcheva et

al., 1989; Loubser et al., 1995; Xu et al., 2001).

Dada esta variacion en los caracteres diagnésticos de Trichodina rectuncinata, 1os
caracteres moleculares ofrecen una herramienta alternativa para corroborar la
uniformidad de la especie amén de los caracteres morfoldgicos. El estudio morfoldgico,
en combinacion con los datos genéticos, nos permitird demostrar si se trata de mas de

una especie o de una especie con variabilidad morfoldgica intraespecifica.
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Un estudio donde se integren analisis morfologicos y moleculares permitira
aportar evidencia para tomar decisiones sobre la identidad taxonémica de organismos

poco abordados en la literatura, que podra ser utilizada para realizar inferencias sobre

su diversidad a nivel mundial.
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Figura 1a. Esquema general del cuerpo de T7ichodina. 1b. Partes esqueléticas del disco
adhesivo de Trichodina. s. varillas en la membrana del borde. r. estriaciones radiales. nu.
Numero de estriaciones radiales entre denticulos. d. denticulos. dd. Diametro del anillo
denticular. da. Diametro del disco adhesivo (Tomada de Lom y Dikova, 1992).
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Figura 2. Medidas del denticulo de Trichodina. t. Longitud del rayo. c. Anchura de la
parte central. b. Longitud de la cuchilla. 1. Ancho del denticulo. t+c+b. Span (Lom y
Dikova, 1992).

—_— S —re X

¥+1

PR Y AXIS
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Figura 3. Esquema para ilustrar la estructura del denticulo de Trichodina y la
construccion de los ejes X'y Y como referencia para la descripcion de los denticulos. AB.
Apice de la cuchilla. AM. Margen anterior de la cuchilla. AR. Apéfisis del rayo. BA.
Apofisis de la cuchilla. CA. Centro del disco adhesivo. CB. Secciéon que conecta la
cuchilla con la parte central. CC. Seccion que conecta la parte central con el rayo. CP.
Parte conica central. DC. Parte mas profunda de la curva. DS. Superficie distal de la
cuchilla. PM. Margen posterior de la cuchilla. PP. Proyeccion posterior. PR. Punto del
rayo. S. Parte Central. SA. Seccién de la parte central por encima del eje X. SB. Seccién
de la parte debajo del eje X. TP. Punto tangente. X. Cuchilla. Y. Rayo (Tomada de Xu
et al., 1999D).
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Figura 4. Distribucion de Trichodina rectuncinata. A. Distribuciéon mundial. B. Localidades del presente estudio.
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Cuadro 1. Hospederos y localidades en donde se ha registrado Trichodina rectuncinata en el mundo.

Hospedero Familia Localidad Referencia
Melichthys vidua Balistidae = Moorea, Polinesia Francesa Palm (2011)
Aidablennius sphynx Blenniidae Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)
Blennius pholis Blenniidae Dinard, costa britanica de Francia Lom (1970)
Chalaroderma ocellata Blenniidae Mar Adriatico Raabe (1958 en Lom, 1970)
Mar Adriatico Haider (1964 en Lom, 1970)
Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Entomacrodus cadenati Blenniidae Bahia de Dakar, Senegal Loubster et al. (1995)
Parablennius gattorugine Blenniidae Banyuls, Francia Grupcheva et al. (1989)
Parablennius parvicornis Blenniidae Bahia de Dakar, Senegal Loubster et al. (1995)
Parablennius sanguinolentus ~ Blenniidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Zaika (1966 en Lom, 1970); Zaika, (1966 en Ozer et
Rumania; Karadag; Mar Negro al., 2015)
Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)
Parablennius tentacularis Blenniidae Mar Adriatico Raabe (1958 en Lom, 1970)
Mar Adriatico Haider (1964 en Lom, 1970)
Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)
Mar Adriatico Grupcheva et al. (1989)
Salaria pavo Blenniidae Mar Adriatico Raabe (1958 en Lom, 1970)
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Cuadro 1. Continuacion.

Hospedero Familia Localidad Referencia
Mar Adriatico Haider (1964 en Lom, 1970)
Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Artedius fenestralis Cottidae Costa del pacifico, Canada Lom (1970)
California Love y Moser (1976)
Merlangius merlangus Gadidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Zaika (1966 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Mar Negro
Tomicodon myersi Gobiesocidae Zihuatanejo, Guerrero, México Aguilar-Aguilar et al. (2016)
Deltentosteus quadrimaculatus ~ Gobiidae Banyuls, Francia Grupcheva et al. (1989)
Gobius cobitis Gobiidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Gobius niger Gobiidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Neogobius melanostomus Gobiidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Zosterisessor ophiocephalus Gobiidae Mar Adriatico Raabe (1958 en Lom, 1970)
Mar Adriatico Haider (1964 en Lom, 1970)
Mar Adriatico Grupcheva et al. (1989)
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Cuadro 1. Continuacion.

Hospedero Familia Localidad Referencia
Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch

Hexagrammos agrammus Hexagrammidae Mar Amarillo Xu et al. (2001)

Centrolabrus exoletus Labridae Costas de Escocia Treasurer (1997)

Ctenolabrus rupestris Labridae Sebastopol, Rusia; Constanza, Zaika (1966 en Lom, 1970); Zaika (1966 en Ozer et
Rumania; Karadag; Mar Negro al., 2015)

Labrus bergylta Labridae Costas de Escocia Treasurer (1997)

Symphodus cinereus Labridae Mar Negro, costas de Rumania Lom (1962)
Sebastopol, Rusia, Constanza, Zaika (1966 en Lom, 1970); Zaika (1966 en Ozer et
Rumania, Karadag; Mar Negro al., 2015)
Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch

Symphodus melops Labridae Costas de Escocia Treasurer (1997)

Symphodus ocellatus Labridae Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)

Symphodus roissali Labridae Sebastopol, Rusia, Constanza, Zaika (1966 en Lom, 1970); Zaika (1966 en Ozer et
Rumania, Karadag; Mar Negro al., 2015)
Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch

Symphodus rostratus Labridae Sebastopol, Rusia, Constanza, Zaika (1966 en Lom, 1970); Zaika (1966 en Ozer et

Rumania, Karadag; Mar Negro

al., 2015)
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Cuadro 1. Continuacion.

Hospedero Familia Localidad Referencia
Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch
Symphodus tinca Labridae Mar Negro Zaika (1966 en Lom, 1970)
Sebastopol, Rusia, Constanza, Zaika (1966 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag
Costas de Escocia Treasurer (1997)
Lateolabrax japonicus Lateolabracidae Costas de Qingdao Xu et al. (2000)
Mar Amarillo Xu et al. (2001)
Bohai Sea Xu et al. (2001)
Gaidropsarus mediterraneus ~ Lotidae Mar Negro, costas de Rumania Lom (1962)
Sebastopol, Rusia; Constanza, Zaika (1966 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag
Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Pseudophycis bachus Moridae Tasmania Nowak et al. (2004)
Mullus barbatus ponticus Mullidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag
Sciaena umbra Sciaenidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
Scorpaena porcus Scorpaenidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)

Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch
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Cuadro 1. Continuacion.

Hospedero Familia Localidad Referencia

Serranus scriba Serranidae Sebastopol, Rusia; Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania; Karadag; Golfo de
Karkinitsky; Estrecho de Kerch

Hippocampus guttulatus Syngnathidae  Francia (costa del Atlantico) Lom (1970)
Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)

Syngnathus abaster Syngnathidae  Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch
Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)

Syngnathus typhle Syngnathidae  Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch
Balchik, Mar Negro Grupcheva et al. (1989)

Syngnathus variegatus Syngnathidae  Sebastopol, Rusia, Constanza, Gaevskaya et al. (1975 en Ozer et al., 2015)
Rumania, Karadag, Golfo de
Karkinitsky, Estrecho de Kerch

Enneanectes reticulatus Tripterygiidae San Carlos, Sonora, México Aguilar-Aguilar et al. (2016)
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
e Analizar la diversidad morfoldgica de tres poblaciones de Trichodina rectuncinata

distribuidas a lo largo de la costa del Pacifico mexicano.

e Explorar la diversidad genética en estas poblaciones a través del analisis de
secuencias parciales del gen ribosomal 18S.
OJETIVOS PARTICULARES
e Registrar distintas poblaciones de Trichodina rectuncinata en tres localidades del
pais, describiendo las especies de hospederos en las que el parasito se encuentre
y registrando ademas aquellas en las que no aparezca.

e Realizar la caracterizacidon morfoldgica y molecular de cada poblacion.

e Corroborar la existencia de una sola especie a nivel molecular.

HIPOTESIS

e Las distintas poblaciones de T. rectuncinata recolectadas en peces marinos de las

tres localidades intermareales de México corresponden a la misma especie.
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MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron peces marinos de diversas especies (Cuadro 2) en tres localidades
intermareales de México (Figura 4B). Los peces se capturaron vivos mediante el empleo
de redes de acuario. Estos se conservaron vivos hasta su estudio y posteriormente se
sacrificaron por descerebracion, tras lo que comenzd el estudio con el lavado de
branquias de cada pez, que se realizd6 con agua destilada. Este lavado se reviso al
microscopio Optico para corroborar la presencia de ciliados, una vez observados se
realiz6 una lamina para verificar que los ejemplares correspondieran con la morfoespecie
Trichodina rectuncinata. Posteriormente, dada la falta de un protocolo, se exploraron los
siguientes métodos de fijacion para intentar obtener ejemplares mejor impregnados: se
coloco una gota del lavado de branquias en cada portaobjeto, a varias gotas se les agregod
una gota de alcohol al 96%, a otras se le agregd una gota de Bouin, a otras una gota de
formol a temperatura ambiente, a otras gotas solo se les acerco a los gases de formol en
ebullicion hasta que se secaran, y finalmente otras gotas del lavado se colocaron en
portaobjetos con albumina; todas las laminas realizadas con los diferentes métodos se

dejaron secar, todo esto para el estudio morfoldgico.

El resto de la muestra se fijo en viales con alcohol absoluto para el analisis
molecular.
ESTUDIO MORFOLOGICO
La técnica utilizada para resaltar caracteristicas diagnosticas de los ciliados es la de
impregnacién de Plata “en seco” de Klein (Apéndice 1); tal como describe Lom (1958).
La aplicacion de la técnica resultd en ejemplares poco impregnados, por lo que se

recurrio ajustarla basandose en la modificacion al protocolo mencionada por Martorelli
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y colaboradores (2008), quienes mejoran la impregnacién mediante la adicion de
productos quimicos utilizados en el revelado fotografico. Esta técnica se ajusto para T.
rectuncinata en una estancia de investigacion en el Centro de Estudios Parasitoldgicos y
de Vectores (CEPAVE), en la Universidad de La Plata, Argentina, bajo la supervisioén
de los doctores Paula Marcotegui y Sergio Martorelli, ensayando diferentes tiempos de
exposicion a cada quimico, asi como la proporciones de estos, para optimizar el proceso
de revelado de los ejemplares. La técnica de impregnacion ajustada se describe a

continuacion.

TECNICA DE IMPREGNACION DE PLATA “EN SECO” DE KLEIN
MODIFICADA

Las preparaciones secadas al aire con los diferentes métodos de impregnacion se lavaron
con agua destilada de dos a tres veces y se dejaron secar. Posteriormente se les agrego
Nitrato de Plata al 5% por 40 min. Pasado este tiempo las preparaciones se lavaron con
agua destilada y se dejaron secar. Una vez secas se expusieron a luz dicroica por 30 min.
Después se les aplicéd revelador fotografico comercial por 30 min, se lavaron con agua
corriente dos o tres veces y se dejaron secar. Una vez secas se utilizé fijador fotografico
comercial y se lavaron nuevamente. Para finalizar, se les agreg6 alcohol al 100% por 5
minutos y se montaron con balsamo de Canada o con resina sintética. Las preparaciones

se dejaron secar durante dos semanas aproximadamente.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Se obtuvieron microfotografias de las preparaciones usando el equipo de
fotomicroscopia Leica DM500 ®, con el sistema de imagen de captura Leica ICC50

HD® y con el microscopio invertido OLYMPUS IX81. Se obtuvieron
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aproximadamente cuatro imdgenes por microorganismo. Siguiendo las
recomendaciones de Lom (1958) se obtuvieron las medidas de las diferentes estructuras
anatémicas de los ciliados, como los denticulos (cuchilla, parte central y rayo), disco
adhesivo, anillo denticular, abertura central, nimero de denticulos, entre otras. Todas
las mediciones se hicieron en micrometros con ayuda del software Image-Pro Plus® 7.0.

sobre las microfotografias obtenidas previamente.

Se trazaron los denticulos de cada poblacion de organismos utilizando el programa
GIMP version 2.8.16. La descripcion de los denticulos se hizo bajo las recomendaciones

de van As y Basson (1989).

Cuadro 2. Especies de peces recolectados en cada localidad, n= ntimero de hospederos
examinados.

Localidad Especie de pez n

"El Palmar", Guerrero  Abudefduf declivifrons (Gill, 1862) 1
Entomacrodus chiostictus (Jordan & Gilbert, 1882) * 10

Malacoctenus ebisui Springer, 1959 3

Microspathodon bairdii (Gill, 1862) 1
Tomicodon zebra (Jordan & Gilbert, 1882) * 30

Cuatunalco, Oaxaca Abudefduf troschelii (Gill, 1862) 2
Halichoeres nicholsi (Jordan & Gilbert, 1882) 1
Malacoctenus margaritae (Fowler, 1944) 1
Microspathodon bairdii (Gill, 1862) 2
Sargocentron suborbitale (Gill, 1863) 1
Stegastes rectifraenum (Gill, 1862) 4

Tomicodon zebra (Jordan & Gilbert, 1882) * 31
San Carlos, Sonora Abudefduf troschelii (Gill, 1862) 1
Bathygobius ramosus Ginsburg, 1947 4
Enneanectes reticulatus (Allen & Robertson, 1991) * 16
Evermannia longipinnis (Steindachner, 1879) 1

*Especies en donde se encontrd Trichodina rectuncinata
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ESTUDIO MOLECULAR
OBTENCION DE ADN

Un conjunto de organismos recuperados de cada hospedero se aislé en viales con alcohol
absoluto, estos se centrifugaron al vacio para generar un pellet. Con base en el estudio
de Tang y colaboradores (2013) se utilizd el kit de Sigma llamado REDExtract-N-
AmpTM Tissue PCR Kit para la extraccion de ADN. Se sigui6 el procedimiento para
la extraccion de DNA de tejidos animales, modificando el volumen de los reactivos
(Solucion de extraccion, Solucion de preparacion del tejido, Solucion B de

neutralizacidn) a una cuarta parte de lo requerido.

AMPLIFICACION DEL ADN

La amplificacién del gen 18S se llevo a cabo por la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). Para la amplificacion también se utilizé el REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR
Kit, la mezcla de reaccion de PCR tuvo un volumen final de 20uL, de los cuales 4uL
fueron de DNA; 10uL. de REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix, el cual contiene el
buffer, incluyendo MGCL2 (cloruro de magnesio), una mezcla de dNTPs, la Taq
polimerasa, colorante RED Taqy el anticuerpo JumpStart Taq; 1uL del primer Froward
(5"-AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT-3"); 1uL del primer reverse (5'-TGA TCC
TTC TGC AGG TTC ACC TAC-3") (Tang et al., 2013), y 4uL. de agua. Las muestras
se incubaron en un termociclador con un programa que comenzo6 con un periodo de
desnaturalizacion por un minuto a 94°C, después con cinco ciclos: con un periodo de
desnaturalizacién por un minuto a 94°C, un periodo de alineaciéon por dos minutos a
56°C y uno de extension por dos minutos a 72°C, seguidos de 35 ciclos de manera similar
a los ciclos anteriores, con la diferencia de la temperatura del periodo de alineacion que

increment6 a 62°C, y por ultimo una etapa extendida de alargamiento a 72°C por 10
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minutos (Cuadro 3). Los productos amplificados fueron evaluados por electroforesis en

un gel de agarosa al 1% con el buffer Tris-Acetato (TAE 1X).

94°C— 5 min
94°C—1 min]
56°C— 2 min s cicios
72°C— 2 min
94°C— 1 min |
62°C— 2 min [~35ciclos
72°C— 2 min |
72°C— 10 min
4°C —> oo

Cuadro 3. Pasos de la amplificaciéon mediante PCR.
SECUENCIACION DEL ADN

Los productos de la extraccién se afadieron a una reacciéon de secuenciacion que
contenia una mezcla de: 20uL del producto del PCR y 1uL. de cada primer por muestra.
Estas muestras se enviaron a secuencias la Laboratorio de Secuenciacion Genomica y
de la Salud, del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México
(IBUNAM) y una vez obtenidas se depositaron en la base de datos del GenBank. Las
secuencias fueron comparadas en la base de datos del GenBank a través de busquedas

de similitud con la opcién BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

ALINEAMIENTO MULTIPLE Y ANALISIS FILOGENETICOS

Con base en 23 secuencias del gen 18S de poblaciones de organismos de la familia
Trichodinidae, de las cuales 11 corresponden a la region reverse de Trichodina
rectuncinata y 12 obtenidas de la base de datos del GenBank (Cuadro 4), (de estas, 11
corresponden a diferentes especies de la familia Trichodinidae y una mas a Urceolaria

urechi usada como grupo externo), se realizé un alineamiento multiple con ayuda del
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programa SATé version 2.2.7 y las herramientas externas CLUSTALW2 y MUSCLE,
mas una reevaluacion manual a 0jo, generando una base de datos de 1745 pares de
bases (pb). Es importante mencionar que para las secuencias de 7. rectuncinata solo se
trabajo con la parte reverse de la secuencia, recortando el alineamiento para que todas

las secuencias tuvieran 500 pb.

Los analisis filogenéticos se realizaron con el método de inferencia bayesiana
usando el programa MrBayes (Ronquist et al., 2012) con los siguientes parametros:
corridas de ocho cadenas de Markov para 10,000,000 generaciones, partiendo de un
arbol al azar, muestreando cada 1000 generaciones. Con el método de mdaxima
verosimilitud usando el programa RAXxML (Stamatakis, 2014), utilizando el modelo
evolutivo GTRGAMMA. La divergencia genética entre los taxa fue estimada con las

distancias no corregidas “p”usando el programa Mega version 6.0 (Tamura et al. 2013).

Cuadro 4. Secuencias de tricodinidos obtenidas de la base de datos del GenBank.

Especie GenBank
Trichodina heterodentata AY788099
Trichodina hypsilepis EF524274
Trichodina meretricis FJ499387

Trichodina modesta GU906245
Trichodina mutabilis HQ407384
Trichodina pectenis JQ663868
Trichodina reticulata AY741784
Trichodina sinipercae EF599288
Trichodina uniforma HQ407383
Trichodinella epizootica HQ407386
Trichodinella myakkae AY102176
Urceolaria urechi FJ499388
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RESULTADOS

Se revisaron 111 peces de 14 especies diferentes en tres localidades del pacifico mexicano
(Apéndice II), en tres especies se registrd Trichodina rectuncinata (Cuadro 2), de la
localidad de San Carlos, Sonora se obtuvieron 39 muestras para estudios moleculares y
33 para morfoldgicos, para “El Palmar”, Guerrero, se obtuvieron 22 muestras para
estudios moleculares del hospedero Tomicodon zebra 'y 2 para Entomacrodus chiostictus, en
cuanto a las muestras para estudios morfologicos, se obtuvieron 24 y tres
respectivamente. Por ultimo, para Cuatunalco, Oaxaca se obtuvieron 29 muestras para
analisis moleculares y 29 para morfolédgicos. De las muestras obtenidas para morfologia,
se realizaron 94 preparaciones con Nitrato de Plata, de las cuales se tomaron 320
microfotografias de Trichodina rectuncinata y se obtuvieron 11 secuencias pertenecientes

a tres hospederos diferentes (Cuadro 5).

Cuadro 5. Numero de secuencias por hospedero y localidad.

Localidad Huésped No. de secuencias

San Carlos, Sonora Enneanectes reticutalus 5

"El Palmar", Guerrero  Tomicodon zebra 2
Entomacrodus chiostictus 1

Cuatunalco, Oaxaca Tomicodon zebra 3

RESULTADOS MORFOLOGICOS

Los ejemplares de T. rectuncinata mostraron variabilidad morfolégica, sobre todo en la
forma del denticulo. Considerando las muestras obtenidas en las tres localidades y con
tres huéspedes diferentes, 7. rectuncinata presentd ocho formas diferentes en los

denticulos (Figura 5). Los organismos de San Carlos, Sonora presentaron cinco formas
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diferentes de denticulos, mientras que los tricodinidos de “El Palmar”, Guerrero,
mostraron dos formas diferentes entre ellos, pero similares a dos formas de los
organismos de San Carlos. Los organismos de Cuatunalco, Oaxaca presentaron cuatro
formas diferentes de denticulo, siendo similar una de ellas con una de las formas de San

Carlos.

Y+1,

Figura 5. Dibujos esquematicos de las diferentes formas de los denticulos de Trichodina
rectuncinata del presente trabajo. a — b. Formas presentes en San Carlos, Sonora y “El Palmar”,
Guerrero. c. Forma presente en Cuatunalco, Oaxaca y San Carlos, Sonora. d — e. Formas
presentes en San Carlos, Sonora. f, g, h. Formas presentes en Cuatunalco, Oaxaca.
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San Carlos, Sonora

Huésped: Enneanectes reticulatus

Las poblaciones de esta localidad y este huésped mostraron cinco variaciones en la

forma del denticulo, también sus medidas presentaron variaciones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Medidas de T. rectuncinata en San Carlos, Sonora.

Parametro Intervalo (promedio)
Diadmetro del: anillo denticular 12.61 -22.93 (16.03)
Disco adhesivo 28.63 - 37.59 (28.71)
Numero de denticulos 22 - 28 (25.25)
Estriaciones radiales 7
Ancho de la membrana 1.73-5.07 (2.83)
Dimensiones del denticulo: longitud 2.85-2.98 (2.92)
Rayo 1.22 - 3.43 (2.40)
Parte central 1.39-2.25(1.81)
Cuchilla 2.96 -4.23 (3.73)
Apertura del denticulo 1.56
Span 6.11-9.37 (7.64)

En el primer caso (Figura 6 A-D) la cuchilla es en forma triangular, con el margen
anterior y el posterior recto, este ultimo paralelo a los ejes Y, la superficie distal curva,
con un punto tangente poco definido y el 4pice lejano a los ejes Y, la cavidad central de
las cuchillas en forma de gota o triangulo. La parte central es ancha, por encima del eje
X y con punta curva. El rayo es mediano con punta curva, la conexion con la parte
central es ancha, la mayoria de los rayos tocando los ejes Y, sin apofisis evidente. Para
la segunda variacion (Figura 6E y 6F) la cuchilla el margen anterior y el posterior son
poco curvos, este ultimo sin tocar los ejes Y, la superficie distal es curva con un punto
tangente mas definido, el dpice es curvo y alejado de los ejes Y, la cavidad central de la

cuchilla en forma de gota. La parte central es ancha y poco definida, por encima del eje
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X. Los rayos son anchos, cortos y terminacion en punta, sin apoéfisis evidente, en su
mayoria tocando los ejes Y. En la siguiente variacion (Figura 7A y 7B) la cuchilla es
con forma triangular con los margenes anterior y posterior ligeramente curvos, con la
superficie distal redonda, la cavidad central en forma de tridngulo, la parte central del
denticulo delgada, dirigida hacia los ejes Y, con la parte conica en punta, en algunos
denticulos por arriba del eje X, en otros tantos completamente debajo de este eje. Rayos
delgados con una apofisis evidente cerca de la conexion con la parte central. En la cuarta
variacion (Figura 7C y 7D), la cuchilla mantiene la forma triangular, pero presenta en
la mayoria de los denticulos una pequefia apofisis en el margen anterior, el punto
tangente de la cuchilla esta poco definido, el margen posterior tiende a ser recto, paralelo
a los ejes Y, la cavidad central es pequefia sin forma definida. La parte central es muy
ancha, con una conexién poco visible con la cuchilla, el eje X cruza por en medio. Los
rayos son cortos en comparacion con la parte central, delgados, curvos hacia el eje Y-1
y con una ligera apofisis en la parte posterior, cercana a la conexién con la parte central.
En la ultima variacion (Figura 7E y 7F), la cuchilla es mas alargada en comparacién con
el resto de las variaciones, el margen anterior es recto en la mayoria de los denticulos, el
margen posterior ligeramente curvo en algunas zonas, la superficie distal es en punta
delgada, la cavidad de la parte central de la cuchilla es grande y en la mayoria de los
denticulos delgada. La parte central es delgada con forma triangular, la conexién de la
cuchilla con la parte central ancha. Los rayos son delgados, de tamafio medio, algunos
de ellos rectos el resto curvos hacia el eje Y-1, la conexion del rayo con la parte central

delgada.
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Figura 6. Variaciones en los denticulos de Trichodina rectuncinata de San Carlos, Sonora. A.D.E.
Microfotografias. Impregnacion con nitrato de Plata. B.C.F. Esquema de los denticulos.
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Figura 7. Variaciones en los denticulos de Trichodina rectuncinata de San Carlos, Sonora. A.D.E.
Microfotografias. Impregnacion con nitrato de Plata. B.C.F. Esquema de los denticulos.
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“El Palmar”, Guerrero

Huésped: Tomicodon zebra

Las poblaciones de Trichodina rectuncinata de esta localidad y de este huésped mostraron

variaciones notables en la forma y medidas (Cuadro 7) de los denticulos.

Cuadro 7. Medidas de T. rectuncinata en “El Palmar”, Guerrero.

Parametro Intervalo (promedio)
Diametro del: anillo denticular 12.53-16.42 (13.82)
Disco adhesivo 24.51 - 32.32 (28.74)
Numero de denticulos 22

Estriaciones radiales -
Ancho de la membrana -
Dimensiones del denticulo: 2.85-2.98 (2.92)

longitud

Rayo 1.86 - 2.38 (2.12)
Parte central 1.69
Cuchilla 3.37-7.12(5.18)
Apertura del denticulo -

Span 6.2-7.13 (6.66)

La primera variacién (Figura 8A y 8B) muestra cuchillas triangulares, con los
margenes anterior y posterior curvos, la superficie distal ancha y curva, con un punto
tangente visible, la cavidad central de tamafio medio con forma de gota en la mayoria
de los denticulos. La parte central triangular, ancha, en la mayoria de lo denticulos con
el eje X por en medio, la conexidn de la parte central con la cuchilla poco diferenciada
al igual que con el rayo. Los rayos son cortos y anchos, con terminacion redonda. En la
siguiente y ultima variacion (Figura 8C y 8D), las cuchillas presentan una forma que va
de rectangular a triangular en algunos denticulos, con los margenes anterior y posterior

paralelos entre si, la superficie distal recta en la mayoria de los denticulos y con un punto

32



tangente bien diferenciado. La forma de gota predomina en la cavidad central de la
mayoria de las cuchillas. La parte central es en forma triangular ancha, con una
conexion a la cuchilla amplia por encima del eje X, la conexiéon con los rayos poco
diferenciada. Los rayos son cortos, gruesos y con terminacién delgada y en punta

tocando los ejes Y, sin apofisis evidente.
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Figura 8. Variaciones en los denticulos de Trichodina rectuncinata de “El Palmar”, Guerrero.
A.D. Microfotografias. Impregnacion con nitrato de Plata. B.C. Esquema de los denticulos.
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Cuatunalco, Oaxaca

Huésped: Tomicodon zebra

Las poblaciones de esta localidad presentan variaciones morfologicas y de tamafio

(Cuadro 8) en los denticulos de los organismos.

Cuadro 8. Medidas de T. rectuncinata en Cuatunalco, Oaxaca

Parametro Intervalo (promedio)
Diadmetro del: anillo denticular 14.43 - 18.18 (16.40)
Disco adhesivo 28.03 -29.35 (28.69)
Numero de denticulos 23-25(24)
Estriaciones radiales 7
Ancho de la membrana 2.85
Dimensiones del denticulo: 2.96-5.28 (4.5)
longitud
Rayo 1.95-3.37(2.67)
Parte central 1.29-2.50 (1.97)
Cuchilla 4.23-5.27 (4.85)
Apertura del denticulo 1.48 - 2.02 (1.76)
Span 7.76 - 9.14 (8.41)

Las cuchillas de la primera variaciéon morfoldgica (Figura 9A y 9B) son de forma
triangular con la cavidad central amplia también en forma triangular, el margen anterior
y el posterior de la cuchilla rectos, este ultimo paralelo a los ejes Y, la superficie distal
con terminacion en punta redonda. La parte central delgada, triangular, con conexién a
la cuchilla alarga y delgada cruzando los ejes Y por encima del eje X, la conexién de la
parte central hacia el rayo delgada y mas corta en comparacion con la de la cuchilla.
Rayos cortos, de grosor medio, ligeramente curvos hacia el eje Y-1. La siguiente
variacion (Figura 9C y 9D) se caracteriza por tener cuchillas triangulares, todas por

encima del eje X, la cavidad central triangular de gran tamano. A diferencia de la
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variacion anterior, la conexion de la cuchilla con la parte central es corta, delgada y con
el eje X por en medio en la mayoria de los denticulos. La parte central es delgada al igual
que la conexién con el rayo. Los rayos son curvos, dirigidos hacia el eje Y+1, en algunos
casos con una apofisis muy visible. En la siguiente variacion (Figura 10A y 10B), el
margen posterior de la cuchilla es ligeramente curvo, con un punto tangente muy
marcado, la superficie distal en la mayoria de los denticulos es recta, al igual que el
margen anterior. La cavidad central de la cuchilla es amplia, la conexion entre la cuchilla
y la parte central es corta, y en algunos casos poco diferenciada, la parte central es
delgada y se encuentra por debajo del eje X. Los rayos son delgados y cortos, en algunos
casos ligeramente curvos, dirigiéndose hacia el eje Y-1, sin apofisis visible. Las cuchillas
de la ultima variacién (Figura 10C y 10D) a pesar de presentar forma triangular como el
resto de las variaciones, estas son mas anchas, con un punto tangente en punta, con los
margenes anterior y posterior rectos, la cavidad central es pequeia, con forma de
triangulo. La conexion entre la cuchilla y la parte central en algunos denticulos es muy
delgada y en otros es demasiado gruesa, la parte central en ancha, triangular, con punta
redonda, en la mayoria de los casos con el eje X por en medio. La conexion de la parte
central hacia el rayo esta poco diferenciada, los rayos son gruesos, curvos, dirigidos

hacia el eje Y-1 y con terminacion en punta.

36



Figura 9. Variaciones en los denticulos de T7ichodina rectuncinata de Cuatunalco, Oaxaca. A.D.
Microfotografias. Impregnacion con nitrato de Plata. B.C. Esquema de los denticulos.
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Figura 10. Variaciones en los denticulos de Trichodina rectuncinata de Cuatunalco, Oaxaca.

A.D. Microfotografias. Impregnacion con nitrato de Plata. B.C. Esquema de los denticulos.
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RESULTADOS MOLECULARES
BASE DE DATOS Y DIVERGENCIAS GENETICAS

Se amplificd y secuencid un fragmento del gen 18S de 11 poblaciones de Trichodina
rectuncinata, los productos de PCR variaron entre 420 a 527 pb, las secuencias obtenidas

de la base de datos del GenBank variaron entre 1320 a 1895 pb.

Las divergencias genéticas, estimadas entre las secuencias de 12 especies de los
géneros Trichodina 'y Trichodinella disponibles en GenBank varian entre 1.18 y 21.37%
con un promedio de 11.80% (Cuadro 9). Esto nos permite visualizar un valor de
divergencia genética entre especies validas morfologicamente diferentes, el cual se
podria considerar suficiente para proponer a dos entidades genéticas como especies
diferentes. En el caso de las secuencias obtenidas en el presente estudio (Cuadro 10) las
divergencias genéticas en “El Palmar”, Guerrero oscilan entre 0.25 a 1%, en Cuatunalco,
Oaxaca presentan un intervalo de 0 a 0.25%, en tanto que, en San Carlos, Sonora tienen
un intervalo de 0 a 0.20%. Por lo que, en relaciéon con las comparaciones anteriores,
consideramos que las poblaciones pertenecen a la misma especie. Las divergencias entre
nuestras secuencias de 7. rectuncinata respecto a las especies disponibles en GenBank
(Cuadro 11), tanto del género Trichodina como del género Trichodinella varian de 2.91 a
21.50%. Al comparar la divergencia genética entre poblaciones de 7. rectuncinata en
relacién al huésped, se encontrdé la mayor divergencia entre aquellas presentes en

Tomicodon zebra y las de Entomacrodus chiostictus, con un valor de 0.25 a 1%.
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Cuadro 9. Divergencias genéticas entre especies de los géneros Trichodina'y Trichodinella.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1. Trichodina heterodentata
2. Trichodina hypsilepis 8.72%
3. Trichodina meretricis 11.85% 14.03%
4. Trichodina modesta 10.56% 10.47% 13.17%
5. Trichodina mutabilis 17.37% 17.02% 21.97%  7.90%
6. Trichodina pectenis 10.39% 13.22% 14.38% 11.71% 19.52%
7. Trichodina reticulata 10.28%  9.44% 14.78%  1.64%  8.75% 14.39%
8. Trichodina sinipercae 9.85%  9.25% 14.88% 1.48% 9.11% 14.08% 1.18%
9. Trichodina uniforma 18.13% 1791% 21.37% 2.15% 13.87% 19.74% 927% 9.99%
10. Trichodinella epizootica 7.13% 10.97% 14.98% 10.12% 16.65%  8.86% 10.78% 10.58% 16.88%
11. Trichodinella myakkae 6.20%  9.55% 13.33% 10.87% 17.25% 10.10% 9.81%  9.62% 18.37% 3.28%




Cuadro 10. Divergencias genéticas entre Trichodina rectuncinata (Enneanectes reticulatus, Entonacrodus chiostictus y Tomicodon zebra).

2. Trichodina rectuncinata (Gro.)
3. Trichodina rectuncinata (Gro.)
4. Trichodina rectuncinata (Oax.)
5. Trichodina rectuncinata (Oax.)
6. Trichodina rectuncinata (Oax.)
7. Trichodina rectuncinata (Son.)
8. Trichodina rectuncinata (Son.)
9. Trichodina rectuncinata (Son.)
10. Trichodina rectuncinata (Son.)

11. Trichodina rectuncinata (Son.)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.
1.00%

0.25% 0.97%

1.42% 0.25% 1.47%

1.25% 0.19% 1.17% 0.00%

1.68% 0.48% 1.70% 0.25% 0.24%

1.00% 0.00% 0.97% 0.25% 0.19% 0.48%

1.00% 0.00% 0.98% 0.25% 0.20% 0.49% 0.00%

1.00% 0.00% 0.97% 0.25% 0.19% 0.48% 0.00% 0.00%

1.00% 0.00% 0.97% 0.25% 0.19% 0.48% 0.00% 0.00% 0.00%

1.00% 0.19% 0.98% 0.25% 0.39% 0.49% 0.19% 0.20% 0.19% 0.19%
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Cuadro 11. Divergencias genéticas entre Trichodina rectuncinata del presente estudio (Enneanectes reticulatus, Entomacrodus chiostictus y

Tomicodon zebra) y especies del género Trichodinay Trichodinella.

(Gro.) (Gro.) (Gro.) (Oax.) (Oax.) (Oax.) (Son.) (Son.) (Son.) (Son.) (Son.)
Trichodina heterodentata | 5.26% 3.70%  4.49%  4.67% 3.89%  4.85% 3.70% 3.72% 3.70% 3.70% 3.90%
Trichodina hypsilepis 10.05% 7.41% 8.02% 8.62% 7.21% 8.76% 7.41% 7.45% 7.41% 7.41% 7.62%
Trichodina meretricis 21.50% 17.28% 17.54% 19.61% 17.28% 19.61% 17.28% 17.38% 17.28% 17.28% 17.51%
Trichodina modesta 9.39%  6.96% 7.72%  10.84% 6.96%  10.53% 6.96%  6.96% 6.96% 6.96% 7.33%
Trichodina mutabilis 9.77% 7.20% 8.01% 8.85% 7.20% 8.98% 7.20% 7.24% 7.20% 7.20% 7.41%
Trichodina pectenis 4.25%  2.91% 3.90% 3.68% 3.11% 387%  291%  2.93% 291%  2.91% 3.11%
Trichodina reticulata 10.03%  7.39% 8.20%  9.09% 7.39%  9.22% 7.39% 7.44% 7.39% 7.39% 7.60%
Trichodina sinipercae 9.52% 7.00% 7.81% 8.60% 7.00% 8.74% 7.00% 7.05% 7.00% 7.00% 7.21%
Trichodina uniforma 12.03% 14.20% 15.04% 17.69% 14.20% 17.72% 14.20% 13.89% 14.20% 14.20% 14.23%
Trichodinella epizootica 4.27% 3.12% 3.91% 3.94% 331%  4.14% 3.12% 3.14% 3.12% 3.12% 3.32%
Trichodinella myakkae 5.03% 3.70%  4.70%  4.19% 351%  4.38% 3.70% 3.73% 3.70% 3.70% 3.91%
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ANALISIS FILOGENETICOS

La inferencia bayesiana mostré que las secuencias de Trichodina rectuncinata se agrupan
en su solo clado (Figura 11) con el valor maximo (1.0) de probabilidades posteriores,
incluyendo en este clado a la especie Trichodina pectenis. Este clado a su vez se divide en
dos subclados, el primero agrupando los organismos de Cuatunalco, Oaxaca con un
valor de 0.753 como soporte y el segundo con los organismos del huésped Entomacrodus
chiostictus. El analisis de maxima verosimilitud produjo un solo arbol (-InL= 8676.19),
encontrando el mismo patrdn en las ramas como el arbol de inferencia bayesiana en las
secuencias obtenidas de GenBank, en cuanto a las muestras de 7. rectuncinata muestra
un clado similar, bien sustentado por el remuestreo de bootstrap (Figura 12), en donde
T. pectenis se encuentra como grupo hermano. Ambos arboles son congruentes con los
resultados de divergencia genética, mostrando que las poblaciones pertenecen a la

misma especie.

Como observacién adicional se observa que en las relaciones entre trichodinidos
obtenidos a partir de los andlisis de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud las
especies del género Trichodinella se anidan por completo con aquellas del género

Trichodina, 1o que sugiere que Tichodinella no existe.
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Figura 11. Arbol de inferencia bayesiana de secuencias del gen 18S de tricodinidos del género
Trichodina y Trichodinella, con énfasis en Trichodina rectuncinata mostrando el huésped y la
localidad. Los ntimeros cerca de los nodos internos muestran el valor de soporte.
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Figura 12. Arbol inferido con méxima verosimilitud de secuencias del gen 18S de tricodinidos

del género Trichodinay Trichodinella, con énfasis en Trichodina rectuncinata mostrando el huésped

y la localidad. Numeros cerca de los nodos internos muestran los valores de bootstrap.

5 Trichodina uniforma HQ407383
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DISCUSION

La variabilidad morfologica en tricodinidos ha sido discutida por diversos autores (Lom,
1970; Dobberstein y Palm, 2000; Martins y Ghiraldelli, 2008; Silva-Briano et al., 2011;
Drobiniak et al., 2014; Valladao et al., 2015), principalmente la variabilidad que exhibe
el disco adhesivo, la cual es mas constante en algunas especies que en otras. En el caso
particular de Trichodina rectuncinata la variabilidad de la forma de los denticulos y sus

medidas ha sido tratada por la mayoria de los autores que la han registrado.

Desde la descripcidon original de 7. rectuncinata las dimensiones del anillo
denticular variaron en un intervalo de 23 - 50u (Loubser et al., 1995). Grupcheva et al.
(1989) mencionan que las poblaciones que registran de diversos hospederos en el Mar
Negro y en el Mediterraneo presentan variaciones considerables en cuanto morfologia y
dimensiones y a su vez presentan una variacion inusualmente grande al comparar su
material con la descripcion original, incluyendo la forma del denticulo, aun asi, estas
poblaciones son reportadas como 7. rectuncinata por presentar la cavidad triangular en
la cuchilla del denticulo. Tanto Grupcheva y colaboradores (1989) como Lom (1970)
mencionan que Zaika en 1966 también nota la gran variabilidad de T. rectuncinata y
sugiere que con el tiempo se podran distinguir las diferentes formas taxondmicas de esta
especie. Loubser et al. (1995) y Xu et al. (2001) coinciden con Grupcheva y
colaboradores (1989) en que esta especie necesita una minuciosa revision tomando en
cuenta la cavidad triangular de la cuchilla, Ia cual estd presente en la mayoria de los

organismos.

En el presente trabajo se muestran ocho diferentes formas de denticulos, de las

cuales tres son similares a las descritas por Xu y colaboradores (2001), el resto son
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diferentes a las descritas en la literatura. En cuanto a sus medidas, los organismos de 7.
rectuncinata descritos en la literatura presentan un intervalo amplio en cada caracteristica
diagnéstica. Las medidas de las poblaciones de San Carlos, Sonora son similares a las
de los organismos descritos por Lom (1970) respecto al anillo denticular y disco adhesivo
y a los descritos por Grupcheva y colaboradores (1989) en las caracteristicas de los
denticulos (longitud, rayo, cuchilla, parte central y span). El anillo denticular, el disco
adhesivo, la cuchilla y la parte central de los denticulos de los ejemplares de “El Palmar”,
Guerrero coinciden con los descritos por Xu y colaboradores (2001), el resto de las
medidas (numero de denticulos, rayo y longitud del denticulo y span) son similares con
los organismos reportados por Grupcheva et al. (1989). Los organismos de Cuatunalco,
Oaxaca presentan medidas que coinciden con diversos autores, como Grupcheva et al.,

(1989), Lom (1970), Loubser et al., (1990) y Xu et al., (2001).

La descripcion original de muchos organismos protistas se ha basado en
caracteres morfoldgicos principalmente, dada la taxonomia clasica la cual utiliza datos
aportados por campos bioldgicos basicos, como son la morfologia, fisiologia, ecologia,
paleontologia, entre otros (Lopez-Ochoterena y Serrano-Limon, 1994). Con el paso del
tiempo estas descripciones han requerido de la integracion de nuevas herramientas,
como son las herramientas moleculares, esto principalmente en microorganismos que
morfologicamente no son faciles de identificar, lo que hace que su biodiversidad se vea
subestimada. Por ejemplo, existen linajes completamente nuevos, asi como entidades
genéticamente distintas dentro de las especies delimitadas morfoloégicamente
(Montresor et al., 2003; Sédez et al., 2003; Guillou et al., 2004; Massana et al., 2004;

Sarno et al., 2005; Finlay et al., 2006). Por varias décadas, las secuencias de ADN han
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jugado un papel importante en la sistemdtica. En la década de los 90’s estudios que
originalmente fueron disefiados para revelar relaciones filogenéticas entre taxones
también arrojaron informacién de diversidad genética a nivel de especie, lo que llevo a
que los estudios de variabilidad genética intraespecifica rapidamente se convirtieran en

un drea importante de investigacion (Meier, 2008).

En cuanto a la sistematica clasica de los ciliados Lépez-Ochoterena y Serrano-
Limén (1994) mencionan que las bases de la clasificacion en “protozoarios” comienzan
con la morfologia comparada, la cual ha sido la mayoria del tiempo la fuente principal
de caracteres utilizables, para reconocer las relaciones a todos niveles en la jerarquia
taxonomica de las diversas formas de “protozoarios” y que en cuanto a estudios
genéticos y filogenéticos han sido considerados un obstaculo para refinar aspectos
taxonomico-genéticos a niveles especificos y subespecificos, esto debido a las
dificultades que presentan desarrollar este tipo de estudios, como son la amplia carencia
de fésiles en la mayor parte de los grupos, su tamafio tipicamente microscopico, su
organizacion celular y la ausencia frecuente de sexualidad o cuando menos no

descubierta en muchos grupos.

Las técnicas moleculares ofrecen una poderosa herramienta para la clasificacion,
generacion de hipotesis filogenéticas, delimitacidon de especies y caracterizacion genética
de la biota del planeta. Los marcadores moleculares aportan informacion genética que
permite detectar variaciones entre especies y poblaciones de organismos (Avise, 2004).
El ARN ribosomal citoplasmatico, asi como el ADN y ARN mitocondrial han sido
utilizados ampliamente debido a que presenta regiones variables flanqueadas por

regiones altamente conservadas que reflejan diferentes tasas de evolucidn, lo que permite
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su versatilidad al ser usados en estudios taxondmicos a diferentes niveles (Hillis y Dixon,

1991).

A pesar de que en muchos grupos de “protozoarios” la morfologia comparada
sigue siendo la manera principal de clasificacion, en algunos grupos, como en el de los
ciliados se han realizado diversos estudios que evaluan la variacion genética dentro de
la especie. Se han evaluado diferentes métodos para estos, como la utilizacién de
secuencias de espaciadores internos no transcritos o ITS, llamados ITS1 e ITS2, de la
region rRNA, utilizados principalmente para evaluar la diversidad genética y la
estructura de la poblacion de algunos protistas (Miao et al., 2004; Amato et al., 2007;
Bass et al., 2007). En varios casos, las secuencias I'TS de poblaciones de ciliados de gran
parte del mundo han sido casi idénticas, lo que indica una variacion genética muy baja
(Coleman, 2005; Barth et al., 2006; Gentekaki y Lynn, 2009). Por otro lado, las regiones
hipervariables de la subunidad grande (LSU) rRNA y la subunidad pequenia (SSU)
rRNA han revelado una diversidad genética moderada en ciliados a nivel de poblacion,
siendo esta ultima la mas usada para inferir relaciones entre los taxones de ciliados
(Preparata et al., 1989; Finlay et al., 2006; Agatha y Striider-Kypke, 2014). E1 ADN
mitocondrial (ADNmt) se ha empleado poco en estudios con protistas, a diferencia de
estudios similares con metazoarios (P. ej. Worheide, 2006; Nadler y Pérez-Ponce de
Ledn, 2011; Alcantar-Escalera et al., 2013; Pérez-Ponce de Ledn et al., 2015). Los genes
mitocondriales apocitocromo b (cob) y el citocromo ¢ oxidasa I (cox-I) se han utilizado
para analisis poblacionales de ciliados. La estimacidn de nucle6tidos intraespecificos del

gen cob de tres especies de ciliados del género Coleps mostrd solo diferencias menores.
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Por otro lado, el gen cox-I mostro6 diversidad genética en especies del género Paramecium

y Tetrahymena, divergencia que los marcadores nucleares no habian mostrado.

Pese a la notoria variabilidad morfologica en 7. rectuncinata ningun autor ha
sugerido la utilizacion de herramientas moleculares para saber si también existe
variabilidad genética intraespecifica. Las secuencias de 7. rectuncinata obtenidas en el
presente estudio son del gen 18S, si bien el gen cox-I ha reflejado mayor diversidad
genética intraespecifica, las secuencias que se conocen de la familia Trichodinidae estan
disponibles tinicamente para el gen 18S. A este nivel no existen diferencias entre las
poblaciones, ya que el analisis de divergencias muestra que entre las secuencias de 7.
rectuncinata existe un intervalo general de 0 a 1.7% de diversidad, que al compararlo con
el porcentaje de diversidad que presentan otros organismos de la misma familia descritos
morfologicamente como especies diferentes, se podria considerar un porcentaje de
diversidad muy bajo, es decir, que no existe diferencia significativa entre estas
poblaciones. No obstante, queda abierta la posibilidad a un estudio mas detallado con
un mayor nimero de marcadores moleculares tanto nucleares como mitocondriales para
observar estas posibles diferencias a nivel poblacional. De hecho, el empleo de un mayor
namero de marcadores permitiria resolver diversos problemas taxondmicos dentro de la
familia Trichodinidae, como el sefialado anteriormente para el género T7ichodinella, que

de acuerdo con el presente analisis en realidad seria parte del género Trichodina.

El ADN mitocondrial ha sido uno de los principales marcadores moleculares
para estudiar organismos en estudios filogenéticos, filogeograficos, ecoldgicos, de
evolucion y biogeograficos. En algunos organismos se diferencia del ADN nuclear

porque presenta un genoma de estructura simple y circular, una alta tasa de mutacion y
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es independiente del ADN nuclear, por lo que ha sido usado para delimitar e identificar
especies, especies cripticas y describir variacion genética intrapoblacional (Steinauer et
al., 2007; Alcantar-Escalera, 2013). Es importante mencionar que la relacién entre
taxonomia y divergencia molecular ya ha sido estudiada en diversos taxones (p. €j. en
crustaceos (Lefébure et al., 2006), en insectos (Pons et al., 2006), en hongos (Miller y
Huhndorf, 2004; Nilsson et al., 2008), en algas (Tronholm et al., 2010), en helmintos
(Brabec et al., 2015)), en donde se ha demostrado que el uso de un solo marcador
molecular no refleja adecuadamente las relaciones entre especies o poblaciones, por lo
que el uso de numerosos marcadores moleculares en un mismo estudio es fundamental
para revelar posibles relaciones inter o intraespecificas entre los taxones. Sin embargo,
tal como se ha mencionado anteriormente, los escasos estudios moleculares con
trichodinidos se han realizado para un solo marcador molecular que es el gen 18S, por
lo que en este estudio se le dio prioridad a la estandarizacién del protocolo para el
aislamiento de las células, asi como para la extraccién, amplificacidén y secuenciacion

del ADN, razon por la que el uso de otros marcadores moleculares no fue posible.

En cuanto a morfologia es importante adicionar estudios morfométricos que nos
permitan la aplicacion de andlisis estadisticos, para evaluar las variaciones morfologicas
principalmente de los denticulos. Asi, con estudios morfologicos mas detallados y el uso
de herramientas moleculares para la extraccion y andlisis de secuencias de ADN se
podrd mejorar la descripcion y clasificacion de tricodinidos, sobre todo de aquellos que
morfolégicamente son muy similares o aquellos que a pesar de su evidente variabilidad

morfologica son clasificados como la misma especie.
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En cuanto a aspectos ecologicos derivados del presente estudio, es importante
notar que, en solo tres de las 14 especies de hospederos revisadas en el presente trabajo,
se registro la presencia de T. rectuncinata. Estas tres especies presentan habitos similares
entre si a pesar de ser filogenéticamente lejanas, habitan en costas rocosas cubiertos por
algas y de poca profundidad, incluyendo pozos de marea, y su posicion en la columna
de agua es en el fondo solamente (Robertson y Allen, 2015), si bien Entomacrodus
chiostictus es también habitante de arrecifes (Kotrschal y Thomson, 1986); es decir, todos
ellos tienen habitos bentdnicos en fondos arenosos de poca profundidad (Robertson y
Allen, 2015). A pesar de que el resto de especies revisadas pertenecientes a ocho géneros
diferentes (ver cuadro 2) también habitan en zonas intermareales, a lo largo de costas
rocosas, muchas de ellas estan expuestas al oleaje, por lo que tienen un nado continuo,
a diferencia de las especies al principio mencionadas, que fueron halladas resguardadas

bajo rocas, o entre la arena.

Los parasitos que infectan un solo taxon o taxones relacionados, se dice que
muestran una especificidad filogenética respecto a su hospedero. Incluso los parasitos
con un amplio rango de hospederos, muestran ciertas preferencias en sus hospederos,
dichas preferencias suelen estar determinadas por los requerimientos ecologicos del
hospedero. A estos parasitos se les considera con una especificidad ecoldgica (Rohde,
1993). La especificidad ecoldgica de algunos parasitos puede estar relacionada con un
micro y/o macrohdbitat. El microhébitat puede ser sobre o dentro del hospedero (endo
0 ectoparasitos) y el macrohabitat incluye aquellos componentes del nicho que también
representan en habitat de su(s) hospedero(s). Una playa arenosa, una costa rocosa o el

estuario de un rio, son un ejemplo de diferentes macrohabitats (Rhode, 1993). Dicha

52



especificidad ecologica puede tener diversas aplicaciones, como el uso de los parasitos
como bioindicadores de efectos de diversos contaminantes en la calidad del agua (Palm,

2011).

Dado que T. rectuncinata se ha registrado en diversos hospederos con afinidades
filogenéticas diferentes, se puede sugerir que tienen una asociacion o especificidad mas
ecologica que filogenética. En primera instancia, porque en los peces en que se ha
registrado tienen habitos similares, la mayoria son benténicos, prefieren estar cerca de
sustratos como algas o rocas, muchos de ellos viven en fondos arenosos, de poca
profundidad, entre algas, rocas o pastos marinos y en segunda instancia porque solo se
ha registrado en branquias, y no en piel como algunos otros tricodinidos. Palm y
Doberstein (1999) sugirieron el uso de datos de prevalencia y densidad de tricodinidos

como indicador bioldgico para la biomasa bacteriana en el medio ambiente.

Es importante verificar la diversidad genética de T. rectuncinata con genes
mitocondriales y otros marcadores moleculares y corroborar si cada variante
morfologica esta relacionada a una variante molecular. Igualmente, la importancia del

ambiente en el establecimiento de cada haplotipo.
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CONCUSIONES

Las poblaciones de Trichodina rectuncinata presentaron una diversidad genética
baja para el gen 18S, contrastando con la diversidad morfologica la cual se
evidencia en la forma y tamafio del denticulo de las poblaciones.

Se sugiere utilizar marcadores mas variables, como es el gen mitocondrial cox-I,
para explorar la variacion genética intraespecifica.

Aparentemente 7. rectuncinata tienen una asociacion ecologica hacia sus
hospederos, prefiriendo peces con habitos similares, como son los peces marinos
bentodnicos.

Entomacrodus chiostictus se adiciona como hospedero de 7. rectuncinata y

Cuatunalco, Oaxaca como localidad donde se ha registrado T. rectuncinata.
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APENDICE 1

TECNICA DE NITRATO DE PLATA “EN SECO” DE KLEIN

Reactivos

e Nitrato de Plata 5%

e Balsamo de Canada

Procedimiento

Se coloca una gota de muestra al centro de un portaobjetos y se deja secar. Una vez seca
se le agrega la solucion de Nitrato de Plata al 5% hasta cubrir el total de la muestra y se
dejan pasar 5 minutos. Después de ese tiempo se lava con agua destilada dos veces y se
coloca bajo una lampara de rayos UV durante 5 minutos (evitando que se seque la
muestra). Ya que paso el tiempo indicado se retira el portaobjetos de la lampara y se deja

secar, posteriormente se monta con balsamo de Canada.
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APENDICE 11

AREAS DE ESTUDIO

La zona intermareal se encuentra entre los niveles superior e inferior de marea, se
caracteriza también por las condiciones extremas a las que estan sujeta las comunidades,
formando una variedad de ambientes litorales, como son las playas rocosas o arenosas
y los sitios donde las aguas dulces de los rios se unen al mar, donde la flora y la fauna
resisten cambios considerables en los valores de salinidad y temperatura del agua,
recibiendo altas concentraciones de nutrientes que les confieren una productividad alta

(Knox, 2000).

“El Palmar”, Zihuatanejo, Guerrero

Esta drea se encuentra al sureste de la bahia de Ixtapa, Zihutanejo, Guerrero
(17°38'58.24"N y 101°36'00.31" O); el clima es calido subhumedo con lluvias en verano,
la temporada de lluvias se produce entre abril y agosto y la estacion seca esta presente
desde septiembre a marzo. Es objeto de moderado a fuerte oleaje que depende de la
temporada, el nivel medio de la marea es de 60 cm. La temperatura media anual es de
26,9 °C, el rango de temperatura a lo largo del afio es 21 a 30 °C. (Moreno-Casasola et

al., 2014)

Playa El Palmar ha sido certificada como "Playa Limpia" por el Instituto Mexicano
de Normalizacion y Certificacion AC debido a su correcta calidad sanitaria, que es
supervisada por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (Semarnat) y la
Comision Federal Para La Proteccion de Riesgos Sanitarios (Cofepris) y la Secretaria de

Salud, estos niveles de calidad del agua se mantienen a lo largo de los afios desde 2006.
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Los analisis fisico-quimicos en PTAR (plantas de tratamiento de aguas residuales) en El
Palmar en marzo de 2013 indican que el pH, la temperatura, el cloro residual, la DBO
(demanda biologica de oxigeno), la DBQ (demanda quimica de oxigeno), los solidos
suspendidos y los coliformes fecales estan por debajo de los limites maximos permitidos

(SEMARNAT, 2016)

San Carlos, Sonora

La Bahia de San Carlos (27°56'N, 111° 5'0O) se encuentra en el municipio de Guaymas,
Sonora; esta bahia pertenece al Golfo de California, que es una cuenca alargada y
estrecha que constituye un mar marginal del Océano Pacifico. La topografia
corresponde a una cuenca compleja, donde se registran desde abanicos sedimentarios de
pendientes suaves en el norte, mismos que se interrumpen bruscamente por una serie de
escarpes accidentados hasta llegar a formar paredes casi verticales en el canal de
Ballenas, hasta los cafiones submarinos. Otra caracteristica del golfo es la extensioén de
la plataforma continental en su margen oriental y una fuerte reduccién, hasta su casi
ausencia, en el lado opuesto (Fernandez-Barajas et al., 1994; Armando-Buenrostro et

al., 2003 en Zamorano y Hendrickx, 2012).

Cuatunalco, Oaxaca

Catunalco (15°41°8.98"'N, 96°20°26.343"'O) pertenece al municipio de San Pedro
Pochutla, en el estado de Oaxaca. Este municipio colinda al sur con el Océano Pacifico.
La regiéon de La Costa, va a lo largo del Océano Pacifico. Limita al norte con la region

de la Sierra Sur; al este con El Istmo de Tehuantepec; al oeste con el Estado de Guerrero
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y al sur con el Océano Pacifico. El municipio presenta un clima caluroso con
temperaturas que van de los 22 °C hasta los 38 °C, con lluvias durante el verano (INEGI,

2005).
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