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EVALUACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LA DIVERSIDAD DE

NEMATODOS MARINOS DE VIDA LIBRE (ENOPLIDA) EN LAS COSTAS DE
BAJA CALIFORNIA

Resumen aprobado por:

Dr. Axayéacatl Rocha Olivares
Director de Tesis

Determinar la diversidad existente en nuestro planeta es una tarea ineludible y se ha
convertido en un reto para las diferentes areas de la biologia. El saber con qué especies se
trabaja es parte fundamental de cualquier estudio ecoldgico y evolutivo. Sin embargo, el
esfuerzo involucrado en la determinacidon taxondmica ha llevado al desarrollo de nuevas
técnicas de identificacion, como es el codigo de barras de ADN. En este estudio se evalud
la diversidad morfologica y molecular de la nematofauna marina (Enoplida) en las costas
de Baja California, México. Para ello, se utilizé un enfoque holistico contemplando la
taxonomia tradicional basada en la morfologia y la genética molecular (genes 18S y 28S
del ADNr) con el objetivo de comparar ambas lineas de evidencia (morfologia vs.
molecular) asi como la utilidad de los genes (18S vs. 28S). Se analizaron un total de 160
organismos provenientes de siete localidades representando el Golfo de California y playas
del Pacifico frente a la Peninsula de Baja California. Se identificaron un total de 16 géneros
y cinco familias. Las familias mds representativas fueron Thoracostomopsidae y
Oncholaimidae con seis y tres géneros, respectivamente. El género Trileptium fue el mas
ampliamente distribuido ocurriendo en cinco de las localidades. Andlisis morfométricos
apoyados con los datos moleculares indicaron que este género representa varias
morfoespecies (ANOSIM, p < 0.05). Los resultados morfoldgicos y moleculares no fueron
concordantes en su totalidad. Se sugiere que las diferencias ontogénicas aunadas a la
plasticidad fenotipica dentro del grupo fueron responsables por dicha discordancia. Los
genes utilizados presentaron algunas diferencias en cuestiones practicas como el éxito en
amplificaciones via PCR y calidad de las secuencias asi como en la resolucion taxonémica
(el gen 28S fue mas variable), pero por lo general resultaron en topologias congruentes
(ILD, p > 0.05) lo que muestra que ambas regiones pueden ser utilizadas en futuros
trabajos de cddigo de barras de ADN para una mejor evaluacion de la nematofauna marina.
El éxito de este trabajo sugiere que la aplicacion de un enfoque holistico podra ayudar a la
mejor evaluacion de la diversidad de los nematodos marinos, particularmente en lugares en
donde estos estudios son aun incipientes.

Palabras clave: nematodos marinos, morfologia, genética molecular, 28S, 18S, codigo de
barras de ADN, México
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ABSTRACT of the thesis presented by Tiago José Pereira as a partial requirement to
obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE ECOLOGY. Ensenada, Baja
California, Mexico June 2008.

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR ASSESSMENT OF THE FREE LIVING
MARINE NEMATODE DIVERSITY (ENOPLIDA) FROM THE COASTS OF
BAJA CALIFORNIA

Determining the levels of diversity in the biosphere has become an inescapable task and
represents a considerable challenge for most areas in biology. Knowing the identity of a
species represents a central part for any ecological and evolutionary study. However, the
considerable effort needed for taxonomic determination has led to the development of new
approaches, such as DNA barcoding. In this study, the morphological and molecular
diversity of marine nematodes (Enoplida) from the coasts of Baja California, Mexico was
assessed. A holistic approach contemplating traditional morphology-based taxonomy and
molecular genetics (sequences from 18S and 28S rDNA genes) was used in order to
compare both approaches (morphology vs. genetic), and to assess the usefulness of both
genes (18S vs. 28S). A total of 160 organisms were analyzed from seven localities of the
Pacific in the Baja California Peninsula and in the Gulf of California. Sixteen genera were
identified from five Enoplid families. The most representative families were
Thoracostomopsidae and Oncholaimidae, with six and three genera, respectively. The
genus Trileptium (Thoracostomopsidae) was the most widespread being present in five
localities. Morphometric analyses supported by molecular results showed that this genus
represents many morphospecies (ANOSIM, p < 0.05). Morphological and molecular results
were not completely consistent. We suggest that ontogenetic differences and phenotypic
plasticity contributed to the observed discrepancy between morphology and genetics. The
rDNA genes 18S and 28S showed some differences in performance, such as PCR success
and the quality of DNA sequence data, as well as in taxonomic resolution (28S was more
variable), but in general both topologies were congruent (ILD, p > 0.05) indicating that,
both genes can be used for future DNA barcoding aimed at a better assessment of the
marine nematofauna. The successful results of this study suggest that a holistic approach
can play a significant role in the proper assessment of the diversity of marine nematodes,
particularly in places where this research is still incipient.
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l. Introduccion

1.1 La diversidad y los préximos retos

Determinar la diversidad existente en nuestro planeta se ha convertido en un gran
desafio para las diferentes areas de la biologia, ya que la identificacion de las especies es
parte fundamental de cualquier estudio ecoldgico y evolutivo (Bhadury et al., 2006a;
Derycke et al., 2008). Para alcanzar ese propdsito se han desarrollado iniciativas cientificas
para catalogar las especies y sus relaciones evolutivas en varios grupos taxonomicos
(Blaxter et al., 2005). Como ejemplo, podemos mencionar el proyecto Arbol de la Vida
(“Tree of Life” o “ToL”, por sus siglas en inglés) cuyo objetivo es determinar las
relaciones filogenéticas de todos los taxa vivientes y extintos (Maddison et al., 2007). Otro
ejemplo es el Codigo de Barras de la Vida (“Barcoding of Life Data Systems” o “BOLD”,
por sus siglas en inglés) en el cual se pretende reunir la informacion molecular de todas las
especies incluyendo aquellas que atin estan por describirse (Ratnasingham y Hebert, 2007).

Actualmente se estima que el nimero de especies animales es del orden de 10
millones, de las cuales solamente cerca de 1.5 millones han sido descritas (May, 1988;
Blaxter, 2004; Waugh, 2007), y apenas se conoce el 5-10% de todas las especies animales
y vegetales estimadas (Coomans, 2002). Por otra parte, existe una discrepancia
considerable en la proporcion de especies descritas entre los diferentes grupos taxondémicos
(Figura 1). En los grupos de vertebrados y moluscos, se han descrito el 80% o mas del total
de especies estimadas, mientras que en los de tardigrados y nematodos, de los cuales se
estima una alta abundancia y diversidad, existe un numero limitado de especies descritas
(Blaxter, 1998; 2003; Lambshead y Boucher, 2003; Baldwin et al., 2004; Blaxter et al.,
2004; Blaxter et al., 2005). En el caso de los nematodos, especialmente los marinos, la
diversidad estimada, aunque muy debatida, puede ser superior a un millén de especies
(Lambshead, 1993).

No obstante, la comunidad cientifica ha reconocido que estamos experimentando
una extincidon en masa sin precedentes, y que una parte importante de las especies que se

estd perdiendo atn no ha sido descrita (Lewis, 2006). Por consiguiente, muchas especies



corren el riesgo de desaparecer de la biosfera quedandose en el anonimato. Esto se agudiza
en grupos altamente diversos con una infraestructura taxondémica “precaria” como es el
caso de los nematodos marinos, debido a los métodos laboriosos para su identificacion,
claves taxondmicas restringidas a escasas areas geograficas y conocimiento adecuado en la
taxonomia del grupo. (De Ley, 2000; Coomans, 2002; De Ley y Bert, 2002; Cook et al.,
2005; Bickford et al., 2006). Adicionalmente, la literatura sefiala que los métodos
tradicionales de identificacién por si solos son incapaces de lograr describir todos los
aspectos de la biodiversidad, lo que los hace ser facilmente ignorados (Blaxter, 1998; De

Ley et al., 2005; Bhadury et al., 2006a).
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Figura 1. Numero de especies conocidas y estimadas de algunos grupos animales. El histograma
superior indica el numero de especies descritas para cada grupo mientras que el inferior indica el
numero de especies descritas (region naranja) como un porcentaje de la diversidad total estimada
(region morada) (Modificada de Blaxter, 2003).

La existencia de especies cripticas, especies morfoldégicamente idénticas que
presentan una gran divergencia genética y especies gemelas, especies cercanamente
emparentadas que son dificiles o imposibles de distinguir morfoldégicamente, torna el

escenario ain mas complejo (Knowlton, 1993; Pfenninger et al., 2003; Rocha-Olivares et



al., 2004; Saez y Lozano, 2005; Bickford et al., 2006). En invertebrados metazoarios
pequenios como los nematodos (talla < 2mm y peso seco < 5ug), las especies cripticas y
gemelas son atn mas dificiles de ser identificadas con base en los criterios morfologicos
(Rocha-Olivares y Vetter, 1999).

Numerosos estudios han documentado grados elevados de diferenciacion genética
entre poblaciones, incompatibles con los niveles de diferenciacion intraespecifica, lo que
sugiere la existencia de especies cripticas. La especiacion criptica ha sido demostrada en
diferentes grupos taxonomicos, principalmente a través de las herramientas moleculares
(Figura 2) (Bickford et al., 2006); insectos (Paterson, 1991), copépodos (Rocha-Olivares et
al., 2001; Rocha-Olivares et al., 2004); mariposas (Hebert et al., 2004), nematodos marinos
(Derycke et al., 2005; Derycke et al., 2006; Bhadury et al., 2008), nematodos parasitos
(Blouin, 2002; Martin-Sanchez et al., 2003), briozoarios (Gomez et al., 2007), y rotiferos
(Gomez y Snell, 1996). Knowlton (1993) propone que muchas de las especies gemelas
existentes en los grupos marinos pueden ser reflejo de una evaluacion inadecuada de los
caracteres morfologicos por lo que se han propuesto nuevas herramientas con el fin de
solucionar estos problemas (Blaxter, 1998; De Ley y Bert, 2002; De Ley et al., 2005). El
uso del codigo de barras de ADN, una analogia al cédigo de barra de los productos
comerciales, se presenta como una posible alternativa para minimizar el esfuerzo
involucrado en la identificacion de las especies (Hebert et al., 2003a; Stoeckle, 2003).

El cédigo de barras de ADN utiliza pequefios fragmentos/secuencias de ADN de
una region estandar del genoma que funciona como huella lo que permite identificar a las
especies en cualquier fase de su desarrollo ontogénico (“DNA Barcoding” o “DNA
Barcode” por sus siglas en inglés) (Blaxter, 2003; Hebert et al., 2003b; Blaxter, 2004;
Bhadury et al., 2006b; Sonnenberg et al., 2007). El cédigo de barras de ADN es una
iniciativa muy reciente (“Consortium for Barcode of Life” o “CBOL” por sus siglas en
inglés) y fue propuesta inicialmente por Hebert y colaboradores (2003b), sin embargo ha
recibido mucha atencion en los ultimos anos debido, principalmente, a su utilidad para la
identificacion taxonomica y al potencial de la informacion molecular para inferir las
relaciones filogenéticas entre las especies (De Ley, 2000). Se han sugerido diferentes

regiones del genoma para la aplicacion del codigo de barras de ADN, regiones que



permitan diferenciar a los organismos a nivel de especie (Blaxter, 2004; Ratnasingham y
Hebert, 2007). Dos aspectos importantes en torno de la utilizacion del cddigo de barras de
ADN para la identificacion y descubrimiento de especies son: (1) la interpretacion y
validez de la informacion genética molecular frente a la taxonomia clésica (basada en la

morfologia) y (2) la utilizacion de un gen “universal” para la identificacion de toda la biota.
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Figura 2. Porcentaje de trabajos publicados con el tema de especies gemelas (triangulo rojo) y
especies cripticas (circulos azules) en la literatura especializada en los tltimos 30 afios. Se indica el
afio de invencion de la PCR (Modificada de Bickford et al., 2006).

I.2 Taxonomia clasica vs. genética molecular

La taxonomia apoya casi todas las investigaciones bioldgicas y en la ecologia dicha
contribucion es aun mas relevante. A pesar de su gran importancia, actualmente existe una
crisis grave de expertos taxéonomos en la comunidad cientifica (De Ley, 2000; Coomans,
2002; Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b; Cook et al., 2005; Bhadury et al., 2006a).
Mientras que la sistematica filogenética parece haber renacido, la disminucion de

taxonomos y la depreciacion de la taxonomia son cada vez mas preocupantes.



La filogenia se ha convertido en una herramienta muy aceptada y util. El proposito
principal de esta disciplina es la estimacion de las relaciones evolutivas entre los
organismos. En la practica, la descripcion taxondmica consistente en nombrar y asignar un
nivel taxondmico a un organismo, se ha desplazado a un segundo plano (Nei y Kumar,
2000). La relevancia de la filogenética molecular se ha incrementado especialmente
después de la creciente accesibilidad a técnicas moleculares, catalizada por la invencion de
la reaccion en cadena de la polimerasa (“Polymerase Chain Reaction” o “PCR” por sus
siglas en inglés), el desarrollo de herramientas bioinformaticas necesarias para los analisis
filogenéticos, asi como por el incremento en la capacidad de computo para ejecutarlas. En
consecuencia, la sistematica molecular ha experimentado una revolucion conceptual y
metodologica al mismo tiempo que la taxonomia tradicional ha sufrido una devaluacion
(Coomans, 2002).

Esto por consiguiente, refleja la necesidad de adoptar nuevas herramientas para la
identificacion de las especies, la cual se ha basado principalmente en criterios
morfolégicos. En particular, la caracterizacion taxondmica de los nematodos marinos de
vida libre se ha realizado esencialmente a través de la microscopia optica. No obstante,
problemas asociados al uso inadecuado y a limitaciones de la microscopia, afiadidos a la
falta de experiencia pueden resultar en observaciones e interpretaciones incorrectas (De

Ley, 2000; Coomans, 2002; De Ley y Bert, 2002).

1.3 Marcadores moleculares

Los marcadores utilizados en los estudios de genética molecular han evolucionado a
lo largo del tiempo (enzimas de restriccion, microsatélites, secuencias de ADN) buscando
siempre una mejor resolucion genética para la diferenciacion de poblaciones o especies
(Avise, 1994; Parker et al., 1998). El uso de un marcador en particular va a depender
fundamentalmente del objetivo del estudio a ser realizado. Caracteristicas como la tasa
evolutiva o mutacional del marcador, su grado de polimorfismo, el enfoque estadistico
disponible asi como aspectos pragmaticos de tiempo y costo de los andlisis son

generalmente considerados (Parker et al., 1998; Sonnenberg et al., 2007).



Para los estudios de codigos de barras se han sugerido algunas regiones del ADN
como posibles “marcadores universales”. El gen citocromo oxidasa ¢ sub-unidad I (COX I
por sus siglas en inglés) del ADN mitocondrial (ADNmt) ha ganado mucha atencién en
estudios inter especificos debido a su capacidad de diferenciar los organismos a nivel de
especie en varios taxa animales (Bermingham y Moritz, 1998; Blouin et al., 1998; Hebert
et al., 2003a; Hebert et al., 2003b; Derycke et al., 2007), presentando una base de datos de
aproximadamente 17000 secuencias (Blaxter, 2004). Si bien presenta un alto poder de
resolucion, el COX I también tiene limitaciones, como por ejemplo la distincion entre
hibridos y la ausencia de cebadores universales para realizar la PCR (Blaxter, 2004;
Sonnenberg et al., 2007).

Entre los otros marcadores candidatos para los estudios de codigo de barras se
encuentran algunos genes del ADN ribosomal (ADNr) nuclear: las sub-unidades pequefia y
grande, 18S y 28S respectivamente (“Small Subunit” o “SSU” y “Large Subunit” o “LSU”
por sus siglas en inglés), los espaciadores intertranscritos (“Inter transcribed Spacers” o
“ITS-1” e “ITS-2” por sus siglas en inglés) y el gen 16S del ADNmt, este ultimo
particularmente para organismos procariontes. Segin Blaxter (2004) los ITS presentan
muchas inserciones y borrados (“Indels” en inglés) por lo que puede dificultar su
alineamiento (Fenton et al., 1998; Rocha-Olivares et al., 2004; Derycke et al., 2005;
Derycke et al., 2006). Se considera que los genes 18S y 28S parecen presentar las
caracteristicas ideales para los estudios inter especificos como es el cddigo de barras de
ADN: (1) son genes universales presentes en todos los organismos, (2) presentan grupos de
cebadores que trabajan bien en muchos taxa, y (3) presentan tanto regiones conservadas
que facilitan el alinamiento multiple como variables que proveen la informacion requerida
para diferenciar las especies (Nadler, 1992; Blaxter, 2004; De Ley et al., 2005; Sonnenberg
etal., 2007).



1. Antecedentes

1.1 Los nematodos marinos de vida libre

Los nematodos marinos de vida libre son organismos microscopicos, que presentan
una alta riqueza de especies (Heip y Vincx, 1985; Vranken et al., 1986), son considerados
los metazoarios mas abundantes de la biosfera y casi siempre dominan la meiofauna
(organismos bentonicos que habitan los intersticios sedimentarios con tamafios menores a
1000/500 pm y mayores a 63/45 pm) en sedimentos blandos del fondo marino y estuarino
(Heip y Vincx, 1985; Boucher y Lambshead, 1995; Lambshead y Boucher, 2003). Las
densidades en que se presentan son muy altas pudiendo llegar hasta alrededor de un millén
por m® en ambientes con caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas muy distintas
(Chandler y Fleeger, 1983; Heip y Vincx, 1985; Vranken et al., 1986). Por ejemplo, en
estuarios de fondos limosos y pantanos pueden presentar densidades de hasta 20 millones
por m* (Warwick et al., 1998).

Los nematodos marinos también se caracterizan por ser altamente diversos. Aunque
controvertida, Lambshead (1993) propuso una estimacioén del numero de especies para este
grupo alrededor de 100 millones, argumentando que ambientes poco conocidos como el
océano profundo podrian albergar gran parte de esa diversidad (Lambshead y Boucher,
2003). La complejidad funcional del grupo puede ser una posible explicacion del gran
nimero de especies. Estos organismos también se caracterizan por presentar una
reparticion de los recursos ecoldgicos, es decir, explotan de distintas formas el alimento y
el habitat disponible en el bentos. Ellos pueden alimentarse de bacterias, detritos organicos,
algas, otros nemadtodos, oligoquetos e inclusive pequefios poliquetos, permitiéndoles
sustentar una gran diversidad (Heip y Vincx, 1985; Derycke et al., 2005).

Debido a su gran abundancia y diversidad, los nemétodos marinos presentan un
papel ecolégico muy importante en los procesos de descomposicion y reciclaje de
nutrientes y por lo tanto han probado ser excelentes bioindicadores (Bongers y Ferris,
1999; Austen, 2004). Su utilidad como bioindicadores reside en que pueden dar una

respuesta rapida a los cambios sufridos por el ambiente gracias a que poseen un periodo de



vida corto (por lo general), un desarrollo directo sin fase larval planctonica, una intima
relacion con el sedimento y una alta fecundidad (Warwick et al., 1990).

A pesar de ser un grupo altamente representativo en el bentos, lo cual se observa a
través de sus valores de abundancia y diversidad, los nematodos marinos de vida libre
permanecen muy poco estudiados. Desafortunadamente, casi todas las especies de
nematodos marinos han sido descritas en una pequena area geografica (Coomans, 2002).
Los ambientes marinos de paises como Bélgica e Inglaterra son los sitios mas conocidos
con respecto a la diversidad de la nematofauna marina. Hasta la fecha, las claves mas
utilizadas para la identificacion de estos organismos son las desarrolladas por Platt y
Warwick (1983; 1988) y por Warwick y colaboradores (1998) las cuales describen

justamente la nematofauna marina de Inglaterra.

11.2 Estudios moleculares en nematodos: el uso del 18Sy 28S

Los estudios inter especificos en nemdatodos, tanto sobre el codigo de barras de
ADN como la filogenia del grupo, han utilizado principalmente fragmentos/regiones de los
genes 18S y 28S del ADNr nuclear, genes de copias multiples que se presentan en
repeticiones en tdndem separadas por espacios inter génicos (Long y David, 1980) (Figura
3). Sin embargo, la gran mayoria de estos estudios se relacionan con nematodos parasitos y

terrestres, mientras que pocos incluyen a los nematodos marinos de vida libre (Tabla I).
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Conjunto de gene ribosomal en repeticiones en tandem.

Figura 3. Organizacion general de los genes ribosomales eucariotas evidenciando la repeticion en
tindem de los genes (Modificada de Sonnenberg et al., 2007).



Floyd y colaboradores (2002) desarrollaron un método para la identificacion de
nematodos terrestres basado en la “Unidad Taxondémica Operacional Molecular”
(Molecular Operational Taxonomic Unit o MOTU, por sus sigla en inglés) que consiste
basicamente en identificar las especies con la ayuda de secuencias de ADN. Amplificando
y secuenciando un fragmento de 450 pares de bases (pb) del gen 18S, estos autores
encontraron 23 MOTUs (definidos como aquellos con una similitud > 99.5% en su
secuencia de ADN) entre un total de 240 secuencias, las cuales podrian ser asignadas a
unidades taxondomicas morfologicamente definidas (Operational Taxonomic Unit o OTU,
por su sigla en inglés) usando una base de datos molecular de referencia.

Blaxter y colaboradores (2005) compararon el éxito de amplificacion en PCR y
secuenciacion para los genes 18S y COX I en nematodos y otros organismos de la
meiofauna y constataron que para el primero fue de aproximadamente 85% mientras que
para el segundo fue menor al 40%. Seglin estos autores, los cebadores universales
empleados para amplificar la region del COX I (HCO y LCO, (Folmer et al., 1994))
necesitan en primera instancia de una optimizacion para que sean realmente utiles para el
codigo de barras de ADN en la meiofauna. Bhadury y colaboradores (2006a; 2008), en un
estudio con nematodos marinos, también abandonaron las regiones COX Iy 28S debido a
sus fallas en la amplificacion via PCR en muchos representantes de la nematofauna.

Los pocos trabajos moleculares inter especificos con nematodos marinos se han
enfocado casi en su mayoria al cddigo de barras de ADN, aunque algunos se refieren a
estudios filogenéticos y sistematica molecular (De Ley et al., 2005; Bhadury et al., 2006a;
Meldal et al.,, 2007; Bhadury et al., 2008). Recientemente, Bhadury y colaboradores
(2006a) evaluaron la eficiencia del gen 18S como posible marcador para el codigo de
barras de ADN en nematodos marinos de vida libre. Comparando los resultados de la
identificacion morfologica (taxonomia tradicional) con la identificacion molecular, ellos
encontraron que el 97% de las especies secuenciadas (en un total de 40 organismos)
correspondieron a los taxa previamente determinados morfologicamente (Figura 4). Para
trabajos de evaluacion de impacto/disturbios y monitoreo ambiental en los cuales los

nemdatodos son muy utilizados, esta técnica puede ser de gran ventaja, ya que permite
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ahorrar tiempo durante el procesamiento de las muestras haciendo mas rapida la

identificacion de la nematofauna (Bhadury et al., 2006a).

Tabla 1. Recopilacion de trabajos inter especificos realizados para el grupo Nematoda con
diferentes genes (nucleares y mitocondriales).

Enfoque del Marcador Formas de Referencia
Trabajo Utilizado Vida
18S ADNr PAR/TER (Blaxter et al., 1998)
18S ADNry COX 1 TER (Blaxter et al., 2005)
18S ADNr MAR/PAR/TER (Blaxter, 1998)
ND4 (ANDmt) PAR (Blouin et al., 1998)
18S ADNr PAR/TER (Holterman et al., 2006)
18S ADNr MAR (Kampfer et al., 1998)
18S ADNr MAR/PAR/TER (Meldal et al., 2007)
18S ADNr PAR/TER (Nadler et al., 2006)
18S y 28S ADNr PAR (Nadler, 1992)
18S ADNr PAR (Oliveira et al., 2004)
Filogenia 18S ADNr PAR (Rusin et al., 2001)
18S ADNr MAR/PAR/TER (Smythe et al., 2006)
18S ADNr PAR (Baldwin et al., 2004)
28S ADNr PAR (Chen et al., 2003)
28S ADNr PAR (Chilton et al., 2003)
28S ADNr MAR/PAR/TER (Litvaitis et al., 2000)
18S y ITS ADNr PAR (Dorris et al., 1999)
18S y 28S ADNr PAR (Chilton et al., 2006)
18S ADNr PAR (Nadler et al., 2007)
égggiIIT(S A(SI]\)HNHI)) PAR (Perlman et al., 2003)
ITS ADNry Cytb . .
Filogeografia (ADNmt) PAR (Nieberding et al., 2008)
Cyt b (ADNmt) PAR (Nieberding et al., 2005)
18S ADNr MAR Bhadury et al. 2006a
18S ADNr MAR Bhadury et al. 2005
, 18S ADNr MAR Bhadury et al. 2006b
Taxonomia molecular 18S ADNr MAR Bhadury et al. 2007
Caodigo de barras
18S ADNr MAR Cook et al. 2005
28S ADNr MAR De Ley et al. 2005
18S ADNr TER Floyd et al. 2002

MAR: marinos, TER: terrestres, para nematodos de vida libre y PAR: nematodos parasitos (plantas, invertebrados y
vertebrados). ADNmt y ADNr: ADN mitocondrial y ribosomal, respectivamente.
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Figura 4. Reconstruccion filogenética de la nematofauna marina del sur de Inglaterra a partir de un
fragmento de 345 pb del gen 18S con el método del vecino mas cercano (escala: 0.02 sustituciones
por sitio (Modificada de Bhadury et al., 2006a).

La utilizacion de la Electroforesis en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion
(DGGE por sus siglas en inglés) de productos de PCR ha sido otra técnica empleada para
determinar la diversidad de la meiofauna marina (Cook et al., 2005; Bhadury et al., 2006b).
Los ultimos autores han demostrado que el método puede ser una herramienta rapida y
eficiente para explorar la composicion de la comunidad meiofaunal, particularmente de los
nematodos marinos, sin embargo ellos también concluyen que s6lo los organismos mas

abundantes (dominantes) en las muestras pueden ser identificados a través de ese método.
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1.3 La nematofauna marina en México

Los trabajos sobre la nematofauna marina realizados en México, principalmente en
el Golfo de México y Golfo de California, han sido en su mayoria de caracter descriptivo o
ecoldgico asociando la distribucion de las especies a las caracteristicas del ambiente en los
cuales la resolucién taxonomica casi siempre estd limitada al nivel de género (De Jesus-
Navarrete, 1993; De Jesus-Navarrete y Gomez, 1999; De Jesus-Navarrete y Herrera-
Gomez, 2002; De Jestus-Navarrete, 2003).

Estudios de caracter taxondmico mas robusto fueron realizados por Castillo-
Fernandez y colaboradores. En uno de ellos Castillo-Ferndndez y Lambshead (1990)
describieron tres nuevas especies en su revision del género Elzalia (Nematoda: Xyalidae)
en zonas de produccion de petroleo del Golfo de México. Ademads, estos autores discuten la
relevancia de las especies gemelas en la nematologia marina. Mas tarde, Castillo-
Fernandez y Decraemer (1993) registraron una gran diversidad (96 especies) para la Sonda
de Campeche y la descripcion de una especie nueva, Cheironchus paravorax.

De Jestus-Navarrete (2007a) estudi6 la nematofauna de Isla Socorro, aparentemente
el Gnico trabajo que aborda la nematofauna del Pacifico Mexicano, y registr6 la ocurrencia
de 30 especies, siendo Metachromadora y Rhips los géneros mas abundantes. Este mismo
autor (2007b) estudid la nematofauna asociada a bancos arrecifales en el caribe mexicano
(Banco Chinchorro e Isla Mujeres). En total, identifico 34 géneros de 17 familias, siendo
todos nuevos registros para México.

Para el Golfo de California, Mundo-Ocampo y Baldwin (1996) realizaron un
estudio preliminar para la nematofauna intermareal, registrando la ocurrencia de 12
especies. Mundo-Ocampo y colaboradores (2007) compararon dos sitios intermareales en
la region del Alto Golfo, describiendo la ocurrencia de 67 y 55 géneros para Punta Estrella
y Santa Clara, respectivamente. Los autores concluyen que la region presenta una
biodiversidad similar, a nivel de familia, a otros sitios intermareales del mundo, en
particular a los de Europa.

En un trabajo mas reciente, Holovachov y colaboradores (2008) describieron cuatro
nuevas especies de la familia Ceramonematidae (dos de Ceramonema, una de Pselionema

y una de Pterygonema) utilizando microscopia de luz y microscopia electronica de barrido.
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Segun estos autores, muchas de las especies encontradas en el Alto Golfo de California
(AGC en lo sucesivo) pueden ser nuevas para la ciencia.

Hasta la fecha, existe solamente un estudio de caracter molecular que haya incluido
la nematofauna marina de México (De Ley et al., 2005). Dicho trabajo se llevo acabo en el
AGC (San Felipe y Santa Clara). Utilizando video-microscopia digital (VCE por sus siglas
en inglés) y secuencias del gen 28S del ADNr para identificar la nematofauna; los autores
sefialaron la existencia de al menos 32 especies segiin las secuencias de ADNr analizadas
(un total de 37 secuencias). Ademas, ellos resaltan la importancia de utilizar un enfoque
integrando la morfologia y la genética molecular para la identificacion de especies en

grupos poco conocidos como los nematodos marinos de vida libre.
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I11. El presente estudio

I11.1 Importancia

La necesidad de conocer la diversidad actual se ha convertido en un gran reto para
cualquier investigacion en el &mbito bioldgico ya que las especies juegan un papel clave en
la comprension de los patrones y procesos ecoldgicos y evolutivos. Sin embargo, sabemos
que la identificacion de las especies involucra esfuerzo, principalmente en grupos
pobremente explorados y que presentan un tamafo pequefio (~ 1 mm) como es el caso de
los nematodos marinos de vida libre. También sabemos que los métodos tradicionales de
identificacion de la nematofauna, basados fundamentalmente en la morfologia, por si solos
no pueden proporcionar la resolucion adecuada para permitir la identificacion de todas las
especies (p. €j., especies cripticas y gemelas). Ademas, dichos métodos dependen de un
buen equipo, entrenamiento y experiencia para lograr una identificacion confiable. Por lo
tanto, el uso de una herramienta alternativa que maximice el proceso de identificacion es
mas que necesario.

La genética molecular nos da el acceso a la variabilidad directamente heredable
(ADN), por lo que grupos que han permanecido aislados reproductivamente, aspecto
fundamental para el concepto biologico de especie, pueden ser detectados por su
divergencia genética a pesar de que no se hayan diferenciado morfolégicamente, como en
el caso de las especies cripticas y gemelas. Si bien los estudios moleculares en nematodos
marinos han aumentado en los ultimos afios, esta informacion se encuentra restringida
geograficamente y se limita a unos pocos paises europeos.

El Golfo de California, ha sido reconocido como el sexto centro de endemismo
marino y punto de radiacién de la biodiversidad (Gilligan, 1980; Hendrickx, 1996; Teske et
al., 2002; Brusca y Hendrickx, 2004). Dicha diversidad es resultado de procesos evolutivos
ocurridos en una dinamica geoldgica y climatica compleja (Bernardi et al., 2003) y solo
podré ser conservada si es descrita y conocida adecuadamente. En paises tropicales como
Meéxico el estudio de la nematofauna marina es atin incipiente por lo cual muchas de las

especies encontradas pueden ser nuevas para la ciencia.
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Estudios como el codigo de barras de ADN nos pueden ayudar a maximizar la
identificacion de la nematofauna y asi conocer mejor la diversidad dentro del grupo. Sin
embargo no se ha podido definir qué region del genoma realmente podria ser tomada como
marcador estandar. En este estudio se propone comparar ambos enfoques (morfoldgico vs.
molecular) para evaluar la diversidad asi como las dos regiones mas utilizadas para el
codigo de barras en nematodos marinos, los genes 18S y 28S del ADNr. Realizar estas
comparaciones nos ayudara a (1) elucidar cual region presenta las mejores caracteristicas
para ser utilizada en trabajos de codigo de barras, (2) comprender mejor las relaciones
existentes entre las especies (filogenia), (3) conocer mejor la diversidad dentro del grupo
Nematoda en el area de estudio, (4) generar datos importantes, que seran incorporados a
bases de datos ampliamente reconocidas (p. ej. GenBank, ToL) asi como (5) establecer

bases, un punto de referencia, para futuras investigaciones.

I11.2 Hipdtesis de trabajo

En este estudio, al comparar la taxonomia tradicional con la genética molecular, a

través de los genes 18S y 288, se plantean las siguientes hipotesis:

La primera hipoétesis se refiere a la resolucion proporcionada por ambos enfoques,
morfoldgico y genético, en la evaluacion de la diversidad.

H1: Se espera encontrar una correspondencia entre las diferentes posibles
morfoespecies y las entidades moleculares (secuencias). PREDICCION: Por lo tanto cada

morfoespecie previamente determinada sera representada por una secuencia unica.

La segunda hipotesis hace una comparacion entre los dos genes utilizados en virtud
de que ellos pueden presentar tasas evolutivas/mutacionales distintas y por lo tanto
proporcionarnos una diferente resolucion taxondmica a partir de las secuencias analizadas.

H2: Los dos genes, 18S y 28S, son igualmente utiles para el codigo de barras.
PREDICCION: Por lo tanto, encontraremos topologias congruentes en los arboles

filogenéticos reconstruidos a partir de estos dos genes.
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111.3 Objetivos
111.3.1 General

Evaluar la diversidad de los nematodos marinos de vida libre (orden Enoplida) en el
Golfo de California y en la costa Pacifico de Baja California, México, utilizando una
perspectiva morfoldgica y molecular.

I11.3.2 Particulares

a. Identificar morfoldogicamente los organismos representantes del orden Enoplida a

través de fotos digitales y analisis morfométricos.

b. Identificar molecularmente los organismos a través de las secuencias

proporcionadas por los genes 18S y 28S del ADNrnuclear.

c. Comparar la viabilidad de los dos genes para estudios de cddigos de barras, es

decir, el porcentaje de éxito en las amplificaciones y la calidad de las secuencias.
d. Comparar la resolucion taxondmica y la congruencia entre los dos genes.
e. Comparar la concordancia entre la morfologia y la genética molecular.

f. Contribuir a bases de datos sometiendo los archivos moleculares y foto-digitales de

los organismos identificados (p. €j. GenBank, BOLD, ToL).
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IVV. Metodologia

1V.1 Area de estudio

Se seleccionaron tres sitios en la costa del Pacifico Mexicano frente a la Peninsula
de Baja California y cuatro en el Golfo de California (Figura 5). En la costa del Pacifico
Mexicano, se tomaron muestras de dos playas proximas a Laguna Manuela y también en
San Carlos, ambas localidades dentro de Bahia Vizcaino (centro de la peninsula), ademas
de una localidad al sur de la peninsula (Cerritos, Baja California Sur). En el Golfo de
California, se eligi6 una localidad en la region surefia, La Paz; una localidad en la region de
las grandes islas, Bahia de Los Angeles; y dos localidades en el Alto Golfo, Santa Clara y
San Felipe.

V.2 Muestreo en campo

En cada localidad, se recolectaron los organismos en las zonas intermareales. Con
un nucleador de 2 cm de didmetro por 10 cm de altura, se tomaron 3 muestras de sedimento
y se preservaron de inmediato en DESS (solucion de DMSO 20%, EDTA a 0.25M y pH
7.5 y NaCl a saturacion), esto, nos permitié realizar tanto el trabajo morfolégico como
molecular en los mismos organismos (Seutin y Boag, 1991; Dawson et al., 1998; Yoder et
al., 2006). Ademas, se tomaron muestras de sedimento para caracterizar la granulometria
de cada sitio, que en general variaron entre arena fina y gruesa. Se tomaron datos de

salinidad y temperatura del agua in situ asi como las coordenadas geograficas (Tabla II).



117.16°

106.83°

Figura 5. Sitios de muestreo en el Golfo de California y Peninsula de Baja California.
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Tabla II. Localidades muestreadas con sus respectivos datos de temperatura (°C), salinidad (ppm), posicion geografica (Lat. N/Long. W),

fecha de muestreo y caracteristicas particulares.

Area Localidad* Temp.  Sal. Posicion Fecha Notas Ecologicas
24°09 912" Playa arenosa en la ensenada de La Paz
La Paz (LP) 22 36 010 , 17-11-07  frente al malecon; con gran desarrollo
110°18.843
urbano, arena fina.
Bahia Los Angeles 28°58'4.20" Playa de arena fina en la zona central del
- - ome " 15-08-06 Golfo de California. Sin ocupaciéon urbana
(BLA) 113°32'27.00 :
y con amplitudes grandes de marea.
Golfo Zona intermareal en la costa de San Felipe
. 31° 07.817 conocida como cebador estero; area pristina
San Felipe (SF) 32 353 114° 53.018 27-07-07 presentando mareas con gran amplitud,
arena gruesa.
31° 41.133 Playa arenosa justo en frente del pueblo de
Santa Clara (SC) 30.5 35 o o 28-07-07 Santa clara; zona con marea de gran
114" 30.519 .
amplitud, arena fina a gruesa.
28°14'21.58" Playa arenosa en el Pacifico con una
Playa del Faro (PF) 26 36 114° 6'13.62" 24-05-07 extension pequefia, arena gruesa, sin oleaje.
29°37'21. 79" Playa arenosa, frente al campo pesquero de
. San Carlos (SCA) - - onmiA pen 25-05-07 San Carlos, arena fina, oleaje fuerte, sin
Pacifico 115°29'1.62 .,
ocupacion.
23°19.740° Playa arenosa cercana al pueblo de Todos
Cerritos (CE) 28 35 110016 548" 21-11-06 Santos, sin ocupacion, oleaje fuerte, (arena

fina a gruesa).

* Las abreviaciones posteriores a los nombres de las localidades de estudio seran utilizadas en las siguientes tablas.

61
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1VV.3 Procesamiento en laboratorio

IV.3.1 Separacion de los organismos del sedimento

Para extraer los organismos del sedimento, primeramente se lavaron las muestras en
un juego de tamices con luz de malla de 1000 y 63 um. El material retenido en la malla de
1000 um, en su mayoria detritos, fue descartado. Una vez que las muestras ya estaban
lavadas, es decir, que todo el material fino como arcilla y limo ya habia sido descartado, la
extraccion de la fauna retenida en la malla de 63 pm siguid el método de flotacion
propuesto por Somerfield y Warwick (1996). Este proceso consiste basicamente en saturar
el sedimento residual y la fauna con Ludox TM-50. La densidad especifica del Ludox TM-
50 es de 1.40 g cm™ por lo cual se disminuyé hasta 1.15 g cm™ con el objetivo de
maximizar la extraccion de los organismos (Jonge y Bouwman, 1977).

Utilizando una piseta conteniendo Ludox TM-50 (1.15 g cm™) se transfiri6 cada
muestra del tamiz de 63 um a un vaso de precipitados de 300 mL. Posteriormente, se aforo
el vaso hasta 250 mL con Ludox TM-50 y se agitaron las muestras con un agitador de
vidrio para resuspender el material (Figura 6). Después de dejar reposar la suspension por
50 minutos, se filtré el material resuspendido con un tamiz de 63 um y se almacend cada
muestra en un frasco debidamente etiquetado conteniendo DESS. Se repiti6 el proceso de
resuspension tres veces para cada muestra con el objetivo de retirar al maximo la fauna

existente en el sedimento.



1° paso: transferir el material
retenido en el tamiz de 63 pm
a vasos de precipitados
utilizando una piseta con
Ludox TM-50 (densidad
especifica 1.15 g cm 3)

2° paso: adicionar Ludox
hasta la marca de 250 ml y
mover la muestra con una
paleta para homogenizarla
totalmente.

3° paso: esperar por un
periodo de 50 minutos para
que el material pesado
precipite en el fondo del vaso
y los organismos floten hacia
la superficie.
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DESS

5° paso: Finalmente, quitar el
exceso de Ludox de la
muestra lavandola con agua y
almacenarla nuevamente en
DESS.

4° paso: Después de los 50
minutos, filtrar el Ludox con
la fauna resuspendida
utilizando el tamiz de 63 pm.
Este proceso (paso 1 al 4)
debe ser repetido al menos 3
veces para cada muestra.

Figura 6. Esquema simplificado del método de flotacion segiin Somerfield y Warwick (1996) para
la extraccion de la meiofauna del sedimento.
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IV.3.2 Identificacion de la nematofauna
La identificacion de los organismos puede ser dividida basicamente en dos etapas,
(1) seleccidon/aislamiento de los organismos bajo el microscopio de diseccion y (2)

identificacion en el microscopio compuesto.

IV.3.2.1 Seleccidn y aislamiento de especimenes

El criterio de seleccion de los organismos estuvo dirigido a los representantes del
orden Enoplida (uno de los tres grandes 6rdenes de nemétodos marinos de vida libre),
debido a que estos organismos presentan un tamafio mayor que los miembros de otros
ordenes, en consecuencia, se puede trabajar mejor sin un equipo de microscopia de alta
resolucion y también asegura una mayor cantidad de ADN en las extracciones. Para el
aislamiento de los especimenes se tom¢é una alicuota de cada muestra con una micropipeta
(aproximadamente 1 mL) y se transfirié6 dicho volumen a un recipiente concavo de vidrio
(“embryo dish”) para la seleccion de los individuos. Bajo el microcopio de diseccion
(OLYMPUS Modelo SZX7, magnificacion maxima 56x), se seleccionaron los organismos
individualmente con la ayuda de un pincel especial transfiriéndoles a otro recipiente con
agua destilada/esterilizada para la remocion de los trazos de DESS (Figura 7). Se
enjaguaron los organismos al menos 3 veces para asegurarse de la total remocion de las

sales y posteriormente se sigui6 con la identificacion.

1V.3.2.2 ldentificacion

Para la identificacion, se seleccionaron organismos que se encontraron integros y en
buen estado morfolégico por lo que el nimero de hembras y machos vario entre las
localidades y géneros. Los especimenes se transfirieron individualmente a porta objetos
temporales para su identificacion. Este paso consiste badsicamente en poner el organismo en
una gota de agua destilada/esterilizada y taparlo con un cubre objetos. Una vez en el
microscopio compuesto con contraste de interferencia diferencial (OLYMPUS-BX51), se
tomaron fotos de cada organismo con una cdmara digital (OLYMPUS U-TV0.5C-3)

acoplada al microscopio a diferentes magnificaciones (4x2x, 10x2x, 40x2x, y 60x2x). Se
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utilizaron las imagenes para analisis morfométricos mas detallados utilizando el programa

IMAGE J.

Bajo Microscopio de diseccién

& B &F B &F

—

Alicuota con Cada organismo es enjuagado al menos 3 veces en agua
la muestra destilada/esterilizada para quitar los trazos del DESS.

Bajo Microscopio compuesto

-~ -
< cubre-objetos é — > ;a
. Z

porta-objetos

Una vez confeccionados los porta-objetos temporales se identificaron los
organismos bajo el microscopio compuesto.

Figura 7. Pasos realizados durante la seleccion e identificacion de los organismos por microscopia
oOptica.

Se identificaron los organismos hasta género, cuando posible, con base en los
caracteres morfologicos, en las mediciones realizadas (Tabla III) y apoyandonos en claves
taxonomicas (Platt y Warwick, 1983) asi como en base de datos electronicas especializadas

(NEMYS - http://nemys.ugent.be/). Es importante resaltar que los analisis morfométricos
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se realizaron después sobre las imagenes digitales de los organismos ya que una vez

identificados los organismos fueron destruidos en el proceso de extraccion de ADN.

Tabla III. Caracteres morfométricos analizados para la identificacion de los organismos.

CARACTERISTICA MORFOMETRICA SIMBOLO
1- Largo Total LT
2- Largo del es6fago LE
3- Razon largo total diametro méximo (LT/DM) a
4- Razén largo total largo del es6fago (LT/LE) b
5- Razon largo total largo de la cola (LT/LC) c
6- Diametro de la cabeza DC
7- Largo de la seta cefalica anterior LSFa
8- Largo de la seta cefalica posterior LSFp
9- Largo de la cavidad bucal LB
10- Ancho de la cavidad bucal AB
11- Didmetro de la region anal DA
12- Diametro maximo DM
13- Distancia del anillo nervioso a la regién anterior DN
14- Largo de la espicula en linea recta (machos) LER
15- Largo de la espicula en arco (machos) LEA
16- Largo del gubernaculum (machos) LG
17- Posicion de la vulva (%) con respecto al tamafio total (hembras) V %
18- Largo de la cola LC
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Figura 8. Esquema ejemplificando los parametros morfométricos analizados. Proporcionado por
Fonseca, 2007.
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IV.3.3 Extraccion de ADN

Posteriormente a la identificacion, cada organismo fue cortado en tres o cuatro
porciones (dependiendo del tamafio) con una navaja estéril sobre un porta objetos
conteniendo 5 pL de solucion de lisis (50 mM KCI, 10 mM Tris pH 8.3, 2.5 mM MgCl,,
0.45% NP40, 0.45% Tween20). Finalmente se transfirié la mezcla a un tubo de 0.2 mL
conteniendo 20 pl de solucién de lisis. Todo el procedimiento se realizd6 bajo el
microscopio de diseccion para evitar la pérdida del espécimen. Una vez que los organismos
fueron cortados y transferidos a la solucion de lisis, se colocaron inmediatamente en hielo
para evitar la degradacion del ADN.

A continuacion, se incubaron las muestras a — 20 °C por un periodo de 15 a 30
minutos (hasta que se congelaran). La digestion de las proteinas se realiz6 mediante el uso
de la proteinasa K (10 mg ml ™' stock). Se agregaron 2 pl de proteinasa K en cada muestra y
se incubaron por una hora a 65 °C seguido de 10 minutos a 95 °C, esto ultimo para
neutralizar la proteinasa. Estas incubaciones se realizaron en un termoclicador (MJ
RESEARCH PTC-200) para evitar posibles problemas con la evaporacion de las muestras.
Al final, se centrifugaron las muestras por 1 minuto a una velocidad de 13 000 rpm. Se

utilizaron 2.5 pl del sobrenadante, conteniendo el ADN, para reacciones de PCR de 25 pl.

IV.3.4 Amplificacion via PCR
Para la PCR se emplearon cebadores especificos para los genes nucleares 18S y 28S de
nematodos (De Ley et al., 2005; Bhadury et al., 2006a) (Tabla 3). Como ya se menciond,

ambas regiones han sido muy utilizadas en trabajos de caracter inter especifico (Figura 9).

/ /

o it MS1 mS2

Figura 9. Genes ribosomales nucleares destacando las regiones amplificadas via PCR (Modificada
de Sonnenberg et al., 2007).

Las amplificaciones se realizaron en un volumen total de 25 pl conteniendo 2.5 pl
de la extraccion de ADN, 10 pl (gene 18S) y 15 ul (gene 28S) de dNTPs (0.5 mM para
cada ANTP), 2.5 ul de buffer 10X (15 mM de MgCl,), 1 ul de cada cebador (para el 18S:
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MNI18F y 22R; y para el 28S: D2A y D3B, todos a 10 pM), 0.75 pl de la enzima Finnzyme
(1U/ul) para el 28S y 1.0 ul de Taq polimerasa (NEB, 5U/ul) para el 18S. Se utilizo la
enzima Finnzyme para el gen 28S debido al bajo éxito en las amplificaciones con la Taq
polimerasa. Se aforaron los voliimenes hasta 25 pl agregando 2.25 pl (28S) y 7.25 pl (18S)
de agua destilada/desionizada. Las condiciones del perfil de termociclado para cada gen/par

de cebadores se presentan en la Tabla I'V.

Tabla IV. Perfil de termociclado para los dos pares de cebadores utilizados en la amplificacion via
PCR.

Gen/Cebadores Fase Temp. Tiempo Ciclos

18S Des. Inicial 95° C 5 min. 1
Des. 95°C 30 seg. 37

MNI18F(CGCGAATRGCTCATTACAACAGC)  Anillamiento 56°C 60 seg. 37
22R (GCCTGCTGCCTTCCTTRGA) Extension 72°C 90 seg. 37

~ 350 pb Extension f. 72°C 5 min. 1

28S Des. Inicial 94° C 5 min. 1
Des. 94° C 30 seg. 30

D2A (ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG)  Anillamiento 55°C 60 seg. 30
D3B (TCGGAAGGAACCAGCTACTA) Extension 72°C 2 min. 30

~ 800 pb Extension f. 72°C 7 min. 1

R= Codigo IUPAC equivalente a A o G debido a que no es un sitio conservado

Se verifico el éxito de las amplificaciones mediante electroforesis en geles de
agarosa 1.5 % (3 g de agarosa para 200 mL de TBE a 0.5X) tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 mg ml™). Se visualizaron con luz UV las bandas producidas para cada gen y se
compararon con escalera de tamafio molecular. Finalmente, se capturd la imagen del gel y

se archivo la foto para posteriores evaluaciones.

IV.3.5 Purificacion y secuenciacion de ADN

Para purificar los productos de PCR se siguido el protocolo de limpieza de
EXOSAP-IT®. Este producto contiene dos enzimas hidroliticas: exonucleasa y fosfatasa
alcalina de camaron, la primera rompe los enlaces fosfodiéster del ADN de una sola hebra

y la segunda elimina los grupos fosfato de los dNTPs. La proporcion empleada de

EXOSAP-IT: producto PCR fue de 1:2.5.
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La reaccion fue sometida a una incubaciéon a 37°C durante 15 minutos seguida de
una a 80°C por 15 minutos para desnaturalizar las enzimas. Después de purificado el
producto de PCR se hicieron las reacciones de secuenciacion para 133 muestras (66 para el
18S y 67 para el 28S). Para cada producto de PCR se secuenciaron ambas hebras del ADN
para cada gen con los mismos cebadores de la PCR (total de 266 reacciones). El volumen
total de las reacciones de secuenciacion fue de 12 pl, sin embargo la proporcion de cada
ingrediente vario entre las muestras justamente porque el volumen de ADN purificado fue
distinto (Tabla V). Las reacciones se sometieron al siguiente perfil de termociclado: un
periodo de desnaturalizacion inicial de 1 minuto a 94° C; seguido de 25 ciclos de 10
segundos a 94° C, 10 segundos a 50° C y 4 minutos a 60° C.

Los productos de la secuenciacion se sometieron a electroforesis de poliacrilamida
en capilar en un secuenciador automatico Gene Analyzer ABI 3100 (Applied Biosystems
Inc, California). Se priorizaron los organismos que presentaron una amplificacion de

calidad, es decir, que mostraron una banda buena/fuerte en el gel de agarosa.

Tabla V. Volumen de los ingredientes utilizados en la reaccion de secuenciacion para cada gen de
acuerdo al volumen de PCR purificado.

Volumen de ADN/Gen

Ingredientes 18S (35uh) 18S(4.2ul) 28S(35ul) 285 (4.9ul) 28S (5.6 ul)
Agua dde 4.5 ul 3.6 ul 35u 1.3 ul 0.2l
Eg?;‘;% glr%\%)rse 3.0 ul 3.0 ul 3.0 ul 3.0 ul 3.0 ul
BigDye 1.0 ul 1.2 2.0 ul 2.8 ul 32u
Total 8.5 ul 7.2 ul 8.5l 7.1 ul 6.4 ul
AND 3.5 ul 42l 3.5l 4.9 ul 5.6 ul
Total final 12 pl 12 pl 12 ul 12 ul 12 ul

V.4 Anélisis de Datos
IV.4.1 Anélisis morfoldgicos
La identificacion taxondmica se realizd6 comparando los caracteres morfoldgicos

cualitativos y cuantitativos con los de las especies descritas disponibles en la literatura (ver
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Tabla III). Los datos morfométricos de los géneros que presentaron variacion morfologica,
como el género Trileptium, se analizaron estadisticamente como se describe a
continuacion.

Se construyeron matrices de disimilitud basadas en los caracteres analizados. Las
matrices se analizaron como distancias Euclidianas normalizadas sin transformacion previa
de los datos. A partir de las matrices, se realizé el analisis no paramétrico de escalamiento
multi-dimensional (“Multidimensional Scaling” o “MDS” por sus siglas inglés) para
evaluar la segregacion morfométrica de las distintas morfoespecies. Posteriormente se
realiz6 el andlisis de similitud (“Analysis of Similarities” o “ANOSIM” por sus siglas en
inglés) para determinar el grado y la significancia de las diferencias (p<0.05). Se
sometieron los valores de significancia a la correccion secuencial de Bonferroni
considerando un o = 0.05 para evitar la ocurrencia del error tipo I (Rice, 1989). Se utilizo el
andlisis de porcentajes similares (“Similar percentage” o “SIMPER” por sus siglas en
inglés) para examinar la contribucion de los caracteres morfoldgicos en la disimilitud entre
las morfoespecies (grupos). Todos los analisis multi-variados se realizaron con el paquete
estadistico PRIMER version 5.2.4 (Clarke y Gorley, 2001). Cuando se detectaron
variaciones morfologicas cualitativas y cuantitativas significativas en un género, se
subdividio a los organismos en morfoespecies nombradas como: spl, sp2 y asi

sucesivamente.

IV.4.2 Edicion de las secuencias

Previo a los andlisis moleculares, las secuencias obtenidas para cada gen, 18S y
28S, pasaron por un proceso de edicion. Dicho proceso consiste en verificar la calidad de
las secuencias y corregir posibles errores de lectura o artefactos creados durante la
secuenciacion. La edicion de las secuencias se realizd con la ayuda del programa
CodonCode Aligner version 2.0.1 y consistid0 basicamente en: (1) corregir las
inconsistencias entre las dos hebras de ADN de un mismo organismo y (2) la existencia de
los indels (bases faltantes) entre las secuencias de organismos distintos (Figura 10).

Para probar la confiabilidad de las secuencias obtenidas en este trabajo, éstas se

sometieron a un analisis de similitud de secuencias con la herramienta bioinformatica
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BLAST en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi (Benson et al., 2008)),

con la que se comparan las secuencias de este trabajo con todas las secuencias disponibles
en la base de datos de nucleodtidos (ver Tablas XXII y XXIII). Una vez confirmada la

calidad de las secuencias, se siguieron con los andlisis moleculares.

CAG GAGTCTAACATGTATGC AAGTC AATGAGTE GCAAACTCALARAG GC GA AALA
4z 430 440 450 460

Base 610 of 710 (610 in contiz)
Figura 10. Cromatograma de una secuencia ya editada para el gen 28S. Cada pico de color
corresponde a una base nitrogenada (rojo, timina; verde, adenina; negro, guanina y azul, citosina).

L]

IV.4.3 Analisis moleculares

Primeramente, las secuencias de los genes 18S y 28S fueron alineadas en ClustalX
2.0 separadamente utilizando los parametros iniciales del programa (Thompson et al.,
1997; Chenna et al., 2003). De los alineamientos de cada gen se identificaron 19
secuencias distintas para el gen 18S y 20 para el gen 28S. Caracteristicas descriptivas de
los genes como la composicién nucleotidica, los sitios conservados, sitios variables, sitios
parsimonia-informativos y sitios con mutaciones Unicas se obtuvieron a través del
programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007).

Previo a los andlisis filogenéticos, el mejor modelo evolutivo apropiado para cada
gen fue determinado con el programa Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998) usando los
valores de Verosimilitud Maxima obtenidos en PAUP 4.0 beta (Swofford, 1998). Para la
eleccion del modelo se utilizo el Criterio de Informacion Akaike (AIC por sus siglas en

inglés) (Posada y Buckley, 2004). Posteriormente, se calcularon las relaciones filogenéticas
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utilizando los modelos evolutivos GTR+I+G y TVMef+I+G para los genes 28S y 18S,
respectivamente.

Se aplicaron tres métodos distintos para las reconstrucciones filogenéticas entre las
secuencias para ambos genes. La Parsimonia Méxima (PM) y la Verosimilitud Maxima
(VM) se realizaron con una busqueda heuristica (1000 replicaciones) con el programa
PAUP 4.0 beta (Swofford, 1998). Para el método de Vecino mas Cercano (VC), primero se
calcul6 en PAUP 4.0 beta una matriz de verosimilitud maxima con el modelo de mayor
ajuste (ver parrafo anterior) que se utilizo en el programa MEGA 4.0 para la reconstruccion
del arbol (Tamura et al., 2007). Los valores de bootstrap no parametrico, un indicativo de
la robustez de las ramas en los arboles, se calcularon con 1000 replicaciones para PM y VC
y con 100 replicaciones para VM. Las secuencias de la familia Thoracostomopsidae se
consideraron como un grupo interno (ingroup), mientras que las secuencias de las demas
familias se consideraron como un grupo externo (outgroup) para enraizar los arboles.

La prueba de incongruencia por diferencia de tamafio (“Incongruence Length
Difference” o “ILD” por sus siglas en inglés) fue aplicada para verificar la congruencia
entre los genes 18S y 28S (Farris et al., 1994;, 1995). Dicho analisis se realizé usando
busquedas heuristicas con 1000 replicaciones con el programa PAUP 4.0 beta (Swofford,
1998) bajo el criterio de PM. Aceptada la hipotesis nula de congruencia (p>0.05), es decir,
que los genes 18S y 28S presentaron topologias congruentes, se utilizaron los 1123
caracteres, (798 bases del gen 28S y 325 del 18S), para reconstruir nuevos arboles.
Nuevamente, se empled el método de PM y VM, este Gltimo con un modelo evolutivo
reajustado, GTR+I+G pero con tasas de sustitucion distintas al primero modelo. Se
realizaron busquedas heuristicas con 1000 pseudo replicaciones para una nueva
reconstruccion filogenético tanto para PM como para VM. Los valores de bootstrap no

paramétrico se obtuvieron con 1000 (PM) y 100 (VM) replicaciones.



32

V. Resultados

V.1 Caracterizacion morfologica

De los 160 especimenes analizados, se identificaron morfoldgicamente 16 géneros
de nematodos pertenecientes a 5 familias distintas representantes del orden Enoplida (Tabla
VI). El nimero de organismos identificados para cada género reflejo su abundancia relativa
en las muestras. Los géneros de la familia Thoracostomopsidae Enoploides (en Santa
Felipe), Mesacanthion (principalmente en Santa Clara) y Trileptium (en las demas
localidades) fueron aquellos con el mayor nimero de organismos identificados.

Entre estos, Trileptium fue el mas abundante con 57 organismos identificados.
Ademas, ese género ocurrio en todas las localidades de estudio con excepcioén de La Paz
(Golfo de California Sur) y San Carlos (Pacifico). En Santa Clara, AGC, Trileptium
presento variaciones morfologicas (cualitativas y cuantitativas) por lo cual se diferenci6 en
dos posibles morfoespecies, Trileptium spl y Trileptium sp2. No obstante, Trileptium
también presentd variaciones morfométricas claras entre las distintas localidades
sugiriendo la existencia de posibles morfoespecies adicionales (ver seccion V.1.1.1).

Con respecto a las localidades, Santa Clara fue donde se encontr6 el mayor nimero
de organismos identificados (n = 58), asi como géneros y familias distintos (nueve y
cuatro, respectivamente). En San Felipe se identifico un total de 35 organismos,
representando solamente dos géneros. Por otro lado, en San Carlos en la costa del Pacifico
se analizé un total de 11 organismos con cuatro géneros y tres familias. Es importante
senalar que en esta ultima localidad no se logré identificar a uno de estos géneros ni su
familia, por lo cual se asignd solamente como representante del orden Enoplida. Ademas,
no se pudieron identificar otros dos géneros, uno representante de la familia

Thoracostomopsidae (en Santa Clara) y uno de la familia Enchilidiidae (en La Paz).



Tabla VI. Numero de organismos identificados para cada género/familia en las diferentes localidades estudiadas.

Localidad *
ORDEN FAMILIA GENERO Golfo Pacifico
SC SF BLA LP SCA PF CE Total
n.i. 1 1
ENCHELIDIIDAE Pareurystomina 2 2
Thalassironus 1 1
IRONIDAE Trissonchulus 1 1
Oncholaimus 9 9
ONCHOLAIMIDAE Metoncholaimus 8 8
Viscosia 8 8
ENOPLIDA RHABDONEMANIIDAE Rhabdodemania 10 10
n.i. 2 2
Enoploides 20 20
Epacanthion 1 1
THORACOSTOMOPSIDAE  Mesacanthion 34 1 35
Mesacanthoides
Oxyonchus
Trileptium 15 24 2 11 57
n.i. 1 1
Total 58 35 25 10 11 10 11 160

* Las abreviaciones de las localidades de estudio son iguales a aquellas presentadas en la Tabla II. n.i., no identificado.

€¢
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V.1.1 Familia Thoracostomopsidae

Thoracostomopsidae es considerada una familia de nemdtodos marinos
depredadores que habitan cominmente ambientes intermareales y submareales someros de
fondos arenosos, aunque también se han descrito algunas especies en ambientes de agua
dulce (Nicholas, 1993; Nicholas, 2007). Estos son nematodos marinos relativamente
grandes (Greenslade y Nicholas, 1991; Nicholas, 2007). La familia estd dividida en tres
subfamilias: Thoracostomominae, Enoplolaiminae y Trileptiinae, sus caracteristicas
morfoldgicas incluyen una cavidad bucal armada con mandibulas y dientes, esdéfago bien
desarrollado y setas cefélicas largas. Indudablemente, la familia Thoracostomopsidae fue la
mas representativa en este estudio con siete géneros: Enoploides, Epacanthion,
Mesacanthion, Mesacanthoides, Oxyonchus. (subfamilia Enoplolaiminae), Trileptium

(subfamilia Trileptiinae) y uno no identificado.

V.1.1.1 Trileptium Cobb, 1933

Trileptium fue el género mas abundante y ocurri6 en casi todas las localidades de
estudio. Dicho género presenta un cuerpo cilindrico desde la region anterior (capsula
cefalica) hasta la cloaca (apertura en la region de la cola). Su cavidad bucal presenta
mandibulas poco desarrolladas pero con un diente (onchia) bien desarrollado. Un 6rgano
suplementar sencillo en la region ventral, encontrado en muchos representantes de la
familia Thoracostomopsidae, puede estar o no presente (Nicholas, 2007). E1 MDS realizado
con los organismos representando las diferentes morfoespecies evidencid una clara
separacion debido principalmente a las diferencias morfométricas en los parametros a, C y

LT (Figura 11).
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Trileptium (Todas la Localidades)

u Stress: 0.09
|
At
-
|
L 2
L 2
o
A
[ @ Trileptium spl (SC)
M Trileptium sp2 (SC)
@ Trileptium sp3 (BLA)
A Trileptium sp4 (CE)
@ Trileptium sp5 (SF)
A A Trileptium sp6 (PF)

Figura 11. MDS evidenciando la diferenciacion del género Trileptium entre las diferentes
morfoespecies (Las abreviaciones de las localidades son las mismas presentadas en la Tabla II).

Los organismos representando las morfoespecies T. sp2 (Santa Clara, (AGC) y T.
sp6 (Playa del Faro, Pacifico) fueron los que presentaron la mayor variabilidad
morfométrica interna, mientras que aquellos procedentes de las localidades de Cerritos
(Pacifico), San Felipe (AGC) y Bahia L. A. (GC) fueron menos variables. El anélisis de
similitud (ANOSIM) confirm¢ la significancia de las diferencias (R= 0.715, p=0.001) entre
casi todas las posibles morfoespecies. Sin embargo, después de aplicar la correccion de
Bonferroni, sélo las diferencias entre Trileptium sp5 y T. sp3 y entre T. sp5S y T. sp4
permanecieron significativas (Tabla VII). Aunque son significativamente diferentes,
Trileptium sp3 (BLA) y T. sp5 (SF) se mostraron mas similares entre si que con las demas
morfoespecies (Figura 11). No obstante, el ANOSIM confirmé que los Trileptium de las
diferentes localidades son significativamente distintos entre si, excepto los de Playa del
Faro (PF) que no se mantuvieron significativamente distintos posteriormente a la

correccion de Bonferroni (Tabla VIII). Debido a que los analisis estadisticos evidenciaron
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la existencia de diferencias significativas en el género Trileptium, en lo sucesivo se

presentan los resultados para cada posible morfoespecie.

Tabla VII. Valores de R global (diagonal superior) y de nivel significancia P (diagonal inferior)
derivados del analisis de similitud (ANOSIM) comparando las posibles morfoespecies del género
Trileptium. Los valores en negritas son significativos después de la correccion secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989) a un a = 0.05 para toda la tabla.

T. spl T. sp2 T. sp3 T. sp4 T. sp5 T. sp6
T. spl 0.667 1 0.746 1 0.5
T. sp2 0.2 0.925 0918 0.858 0.667
T. sp3 0.022 0.006 1 0.598 0.931
T. sp4 0.048 0.018 0.004 0.933 0.818
T. sp5 0.036 0.012 0.002 0.002 0.885
T. sp6 0.333 0.1 0.022 0.048 0.036

Tabla VIII. Valores de R global (diagonal superior) y de nivel significancia P (diagonal inferior)
derivados del analisis de similitud (ANOSIM) comparando las localidades en que se present6 el
género Trileptium. Los valores en negritas son significativos después de la correccion secuencial de
Bonferroni (Rice, 1989) a un o = 0.05 para toda la tabla.

BLA CE SC SF PF
BLA 1 0.746 0.601 0.931
CE 0.003 0.628 0.933 0.818
SC 0.002 0.008 0.555 0.636
SF 0.001 0.002 0.002 0.875
PF 0.022 0.048 0.048 0.036

Las abreviaciones de las localidades de estudio son iguales a aquellas presentadas en la Tabla II.

V.1.1.1.1 Trileptium sp1 y Trileptium sp2

En total se identificaron cinco organismos del género Trileptium en la localidad de
Santa Clara (AGC) que corresponden a dos posibles morfoespecies (Figuras 13 y 14).
Segun la literatura (Platt y Warwick, 1983), existen nueve especies validas descritas para el

género Trileptium. Este género es similar a Enoplolaimus (otro representante de la familia
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Thoracostomopsidae) por sus setas cefalicas (niimero, arreglo y largo), sin embargo difiere
de ésta y otros géneros de la familia por la forma de la espicula y gubernaculum asi como
la presencia de un suplemento pre-cloacal (generalmente). No se observaron similitudes
claras de los individuos identificados como Trileptium con alguna de las especies ya
descritas en la literatura.

Sélo dos organismos juveniles (J1 y J2) de Trileptium spl fueron aislados por lo
cual no se pudieron observar caracteres sexuales, fundamentales para su identificacion a
nivel de especie. T. spl fue caracterizado por valores mayores en casi todos los pardmetros
morfoldgicos analizados, principalmente en el largo total del cuerpo (LT), aun siendo
juveniles, y en las razones a (LT/DM), b (LT/LE) y ¢ (LT/LC). Por otro lado, T. sp2 fue
representado por organismos adultos, uno macho (M) y una hembra (H), ademés de un
juvenil (J). Para esta morfoespecie se pudo observar una espicula relativamente larga pero
sin la presencia de un suplemento pre-cloacal (Figura 14d). T. sp2 presentd mayores
valores para el largo de la cola (LC), ancho de la cavidad bucal (AB) y didmetro méximo
del cuerpo (DM) (Tabla IX).

Ademas de estas diferencias cuantitativas, las dos morfoespecies presentaron
variaciones en la ornamentacion de la cuticula. Mientras T. spl presentd una cuticula lisa,
patron general observado en los organismos del orden Enoplida, T. sp2 exhibié una
cuticula estriada con lineas transversales marcadas. Dicha ornamentacién puede ser vista
con mayor facilidad en los representantes adultos de la ultima morfoespecie (Figura 14c).
El MDS realizado con los pardmetros morfoldgicos mostrd una clara separacion entre las
dos posibles morfoespecies T. spl y T. sp2 (Figura 12). Sin embargo el analisis de similitud
(ANOSIM) realizado a posteriori no detectd diferencias significativas (p>0.05) entre ellas.
Aunque no fueron significativas, las diferencias mas evidentes entre esas dos posibles

morfoespecies fueron los parametros a (LT/DM) y ¢ (LT/LC), siendo mayores en T. sp1.



38

Santa Clara (Golfo de California)

& Trileptium spl
A A Trileptium sp2

Figura 12. MDS evidenciando la separacion de las dos morfoespecies dentro del género Trileptium
en la localidad de Santa Clara, Trileptium sp1 (simbolos rojos) y Trileptium sp2 (simbolos verde).

V.1.1.1.2 Trileptium sp3

En Bahia de Los Angeles (Golfo de California), Trileptium sp3 no presentd
variaciones morfométricas entre los individuos (Tabla IX). Sin embargo, se pudo observar
la existencia de algunas variaciones cualitativas entre machos y hembras. Los machos
presentaron muchas setas somaticas a lo largo de todo el cuerpo, principalmente en la parte
anterior, mientras que las hembras no.

Con respecto a los demas caracteres, no se observaron diferencias significativas
entre machos y hembras. En comparacion con T. sp2 (Santa Clara), los machos de T. sp3,
ademas de las setas somaticas en la parte anterior, presentan una espicula mas larga y

también la presencia de un suplemento pequetio (Figura 15).

V.1.1.1.3 Trileptium sp4
En la localidad de Cerritos, playa arenosa al sur de la Peninsula de Baja California,

Trileptium sp4 presentd poca variacion morfologica entre los individuos (Tabla IX).
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Ademas, esta morfoespecie estuvo representada por dos individuos juveniles (datos no
presentados en las mediciones) y por hembras adultas (la mayoria de los individuos)
(Figura 16). De acuerdo a las mediciones realizadas, T. sp4 es mas similar a T. sp3 y T. sp5
encontrados en Bahia de Los Angeles y San Felipe, respectivamente (Figura 11). Los
juveniles presentaron diferencias cualitativas con respecto a las hembras lo cual nos sugirid

la posible existencia de dos morfoespecies dentro de Trileptium sp4.

V.1.1.1.4 Trileptium sp5

En la localidad de San Felipe (AGC), Trileptium sp5 fue representado
principalmente por juveniles; solamente se pudo identificar una hembra y un macho de esta
morfoespecie (Tabla IX). T. sp5 es muy similar a T. sp3 (Bahia de Los Angeles, Figura 11),
sin embargo no presenta el gran numero de setas somaticas en la region anterior del cuerpo

(Figura 17).

V.1.1.1.5 Trileptium sp6

En Playa del Faro, playa situada en Bahia Vizcaino (en la mitad de la Peninsula de
B.C.), se identificaron dos individuos del género Trileptium, dos hembras (H1 y H2, Tabla
VIII). Estos organismos presentaron diferencias cualitativas y cuantitativas entre si, lo que
explica la variacion encontrada para esta morfoespecie en el MDS (Figura 11).

Morfométricamente, mientras que uno de los organismos (H1) se parecido mas a T.
spl (que presenta cuticula estriada) encontrado en Santa Clara (Figura 11, punto gris
inferior), el segundo organismo (H2) presentd caracteristicas morfologicas similares a T.
sp4 y T. sp5, encontrados en las localidades de Cerritos y San Felipe, respectivamente
(Figura 11, punto gris a la derecha). Aunque estos dos individuos parecen ser posibles
morfoespecies distintas, los consideraremos ambos como T. sp6 debido a que no se pudo
evaluar el polimorfismo dentro de ellas como se hizo para T. spl y T. sp2 en Santa Clara

(Figuras 18 y 19).



Tabla IX. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para las diferentes morfoespecies de Trileptium.

SC CE SF PR
T. spl T. sp2 T. sp3 T. sp4 T. sp5 T. sp6
1 2 J M H M (4inds) _ H(4inds) _ H(4inds) H M J(4inds) AL H2
LT 427 481 216 331 3.5 21'.%%%3'888 11'.995(‘:3'11;) 11'.%%?_'912 247 287 21'.29%3'522 202 217
LE 071 076 049 11 0.64 %’fgfgﬁ %:‘;gg_fg (()).21;3.253 046 051 %’j‘ﬁg’% 0.56 065
a 6575 6675 338 4733 46.03 33’3656532282661 33’2528732‘;66‘; 33’3893:231162 40.56  49.53 j; 5322167230 3889 45.10
b 599 632 442 302 sa7 GSUEST AREDLY . SOMI s ser J00AT 0 sa3 a6
c 259 2811 1378 1841  17.94 112331?;?123 llzszjg'é% ll;lg;j;(;gsg 1833 19.03 1136.';‘79%117'.8816 1320 16.78
DC 002 003 002 002  0.02 0.002'?02.03 0.02 0.03 003 0.03 0.02 003 0.04
LSFp 004 004 003 005  0.04 0.07 %:%2%8_‘861 0.03 006  0.06 o 0(2?5 o6 005 007
LSFa ? ? 9 ? 9 0.01 0.001'?01'02 0.01 001 002 0.01 001 0.02
LB 002 002 00l 002 002 0.02 0.02 0.02 002 0.02 0.02 003 0.02
AB 001 00l 00l 00l 001 0.001'?02.02 0.02 0.02 002 0.02 0.001'?01.02 001 002
DA 004 005 004 005 005 0'0%’6‘_ 05 0'003'?03_ o 0'003'?6‘_ " 0.04  0.04 o 003'?; " 007 005
DM 007 007 006 007 008 %’_%55{[8:861 0.005'?5 06 0.05 006  0.06 0.0(’5'?5 06 008 048
v v ow aw o we G0 DR omen o, g BEE
LER - - - 0.09 - (())..11%;:3.?21 ; - - 0.1 - - ;
LEA - : - 0.09 ; e - - . 0.11 - - -
LG ; ; - - ; 0.01 . . - 0.01 - - -
V % ; ; - - 61.32 - 55782912%69‘2 66&2‘8_2(;‘.6969 523 ; ; 5938  63.88
LC 017 017 od6  o1g o2 AL BAFEOL L 0AFIOLoua 015 DIMROL om oas

* Datos no medibles (?), datos que no se aplican para este organismo (-). Las abreviaciones de las localidades son iguales a aquellas presentas en la Tabla II.
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Figura 13. Trileptium spl, juvenil (Santa Clara).
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Figura 14. Trileptium sp2, macho (Santa Clara).



Figura 15. Trileptium sp3, (izquierda) hembra y (derecha) macho (Bahia LA).
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Figura 16. Trileptium sp4, hembra (Cerritos).
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Figura 17. Trileptium sp5, macho (San Felipe).
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Figura 18. Trileptium sp6, hembra H1 (Playa del Faro).
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Figura 19. Trileptium sp6, hembra H2 (Playa del Faro).
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V.1.1.2 Enoploides Ssaweljev, 1912

El género Enoploides se caracteriza por poseer mandibulas solidas y bifurcadas
ademas de un bulbo en la region cefalica. Las especies dentro de este género son muy
similares, variando apenas en el largo de las setas cefalicas y de la cola, lo que dificulta una
identificacion mas precisa. Las caracteristicas del aparato copulatorio de los machos
pueden ayudar en la identificacion. Platt y Warwick (1983) reportan 24 especies para este
género, mientras que en la base de datos especializada Nemys existen 45, de las cuales diez
son consideradas especies sinonimas (principalmente de especies del género Epacanthion)
y nueve presentan un estatus taxondomico dudoso. Igual que el género Trileptium, algunas
especies de Enoploides también han sido descritas en ambientes de agua dulce, como es el
caso de E. stewarti (Nicholas, 1993; Nicholas y Marples, 1995).

En San Felipe (AGC), Enoploides fue el género mas frecuente y estuvo
representado principalmente por juveniles (datos no presentados en las mediciones).
También se pudieron identificar dos machos y cuatro hembras (Tabla X). Este género
presenta una cuticula fuertemente estriada (principalmente en la parte anterior del cuerpo)
caracteristica no descrita en otras especies de Enoploides. La region anterior presenta una
cavidad bucal con mandibulas bien desarrolladas y setas cefalicas largas (Figuras 20-22).
Todos los organismos encontrados pertenecen a una misma especie no identificada de
Enoploides sp. Si bien los dos machos (M1 y M2) presentaron algunas variaciones
morfologicas (cuantitativas y cualitativas) (Figuras 20 y 21), es dificil relacionar dicha
variacion con dos posibles morfoespecies debido a los pocos individuos identificados.
Estos organismos presentaron una espicula muy larga (comin en Enoploides) y un

gubernaculum con espinas (Figuras 20 y 21).
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Tabla X. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para
Enoploides de la localidad de San Felipe (AGC).

Hembras (4 inds.) Machos (2 inds.)
R R N
LE  G@ors  PA ooseos  E ogan PR 00006
a 32.52+1.75 DM 0.08 a 35.27+2.23 DM 0.07+0.01

31.13-34.93 0.07-0.08 33.69-36.85 0.06-0.07
S
T R . v
oo NI ea oo QRN len Q00
LSFp 0.0%?507 LG _ LSFp 0.0%?(107 LG -
LSFa  ogrem V% geess  LSFR 002 V%
LB 0.0%?304 L.C 0.1%}315 LB 0.03 LC 0.102'-103.13

(-) Datos que no se aplican para este organismo



Figura 20. Enoploides, macho M1 (San Felipe).
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Figura 21. Enoploides, macho M2 (San Felipe).
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Figura 22.

Enoploides, hembra (San Felipe).
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V.1.1.3 Epacanthion Wieser, 1914

Epacanthion es considerado un género heterogéneo, 18 especies en Nemys y 19
segun Platt y Warwick (1983), presentando caracteristicas intermedias entre otros dos
géneros: Enoploides y Enoplolaimus, ambos de la familia Thoracostomopsidae. Sin
embargo, Epacanthion puede ser diferenciado por presentar mandibulas mas solidas y un
arreglo distinto de las setas cefalicas. En machos, el aparato copulatorio también puede
ayudar en la identificacion. Epacanthion identificado en la localidad de San Carlos (Playa
del Pacifico) fue representado por un organismo juvenil. Desafortunadamente, se identificd
un Unico individuo de este género. Sus caracteristicas morfoldgicas realmente presentan
similitudes con Enoploides identificado en San Felipe como es el caso de las mandibulas
bien definidas en la cavidad bucal y las setas cefalicas largas (Tabla XI). Sin embargo,
Epacanthion no presenta un bulbo en la region anterior del cuerpo y tampoco el mismo
patréon de ornamentacion en la cuticula. Ademas, la forma de la cola también difiere entre

estos dos géneros (Figura 23).

Tabla XI. Parametros morfologicos de Epacanthion de la localidad de San Carlos (Pacifico).

Juvenil (1ind.)
LT 2.50 AB 0.03
LE 0.60 DA 0.07
A 22.30 DM 0.11
B 4.17 DN ?
C 11.84 LER -
DC 0.04 LEA -
LSFp 0.04 LG -
LSFa 0.01 V % -
LB 0.02 LC 0.21

Datos no medibles (?), datos que no se aplican para este organismo (-)




Figura 23. Epacanthion, juvenil (San Carlos).
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V.1.1.4 Mesacanthion Filipjev, 1927

El género Mesacanthion fue el mas predominante en la localidad de Santa Clara
(AGC). Se encontraron principalmente por organismos machos y juveniles, aunque en
menor numero, se pudieron identificar algunas hembras (Tabla XII). Su estructura
mandibular es muy similar a aquella presentada por Enoplolaimus, pero sus setas cefalicas
son menores asi como la espicula presentada por los machos. Platt y Warwick (1983)
reportan 37 especies para este género. Por otro lado, en la base de datos Nemys existen 48
especies descritas para el género Mesacanthion (dos especies en estatus dudoso y otras
cuatro consideradas sindnimas).

Mesacanthion se caracterizo por poseer una cavidad bucal con tres mandibulas bien
definidas, un eséfago bien desarrollado y una cuticula lisa. Los machos de este género
presentaron muchas setas somaticas, principalmente en la parte anterior del cuerpo. La
espicula no presenta gubernaculum y también es relativamente menor que aquella
presentada por Trileptium y Enoplolaimus (Figura 24). Algunas variaciones morfologicas
como la definicion de las mandibulas nos llevaron a creer en la existencia de dos posibles
morfoespecies dentro de ese género en la localidad de Santa Clara.

También se registrd la ocurrencia de un Mesacanthion juvenil en la localidad de
San Carlos, en el Pacifico Mexicano. Dicho espécimen es muy parecido a Mesacanthion
encontrado en Santa Clara, con mandibulas y setas cefalicas muy similares ademas de la
forma del cuerpo (Figura. 24). Sin embargo, todos los valores de los parametros

morfologicos medidos fueron mayores para Mesacanthion de Santa Clara (Tabla XII).
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Tabla XII. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) de
Mesacanthion de las localidades de Santa Clara (SC) y San Carlos (SCA).

SC SCA
M (4 inds.) H (4 inds.) J
3.44=0.18 3.5720.26
LT 3.33-3.71 3.39-3.75 1.37
0.9320.06 0.99+0.03
LE 0.88-1.01 0.97-1.00 0.4
. 46.03+1.09 36.9940.31 i3
44934753  36.77-3721 :
3.7140.09 3.62+0.16
b 3.60-3.80 3.51-3.74 3.46
. 13.07£0.71 14.43+1.98 s
12.21-13.88 13.02-15.83 :
0.04
DC e 0.05 0.02
0.04 0.03
LSFp 0.03-0.04 0.03-0.04 0.02
LSFa 0.02 0.02 ?
LB 0.03 0.04 0.02
0.03£0.01
AB YSed 0.04 0.02
0.05£0.01 0.0540.01
DA 0.04-0.06 0.05-0.06 0.28
0.07 0.10£0.01
DM 0.07-0.08 0.09-0.10 0.03
DN 0.14 0.15 0.12
0.04
LER 0.04-0.05 - -
0.05+0.01
LEA 0.04-0.06 - -
LG ] ] i
58.59-0.83
(o) - -
V% 58.00-59.18
0.26£0.01 0.25:0.02
LC 0.26-0.27 0.24-0.26 0.181

Datos no medibles (?), datos que no se aplican para este organismo (-)



Figura 24. Mesacanthion, macho (Santa Clara).
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V.1.1.5 Mesacanthoides Wieser, 1953

En la localidad de Santa Clara, se identificaron dos organismos del género
Mesacanthoides, un juvenil y un macho (Tabla XIII). En la base de datos estan registradas
ocho especies, una con estatus taxondémico dudoso. Este género es muy similar a
Mesacanthion, con mandibulas bien definidas y muchas setas somaticas, principalmente en
la parte anterior del cuerpo. Sin embargo, esta morfoespecie presenta una cola mas delgada
y larga comparada a Mesacanthion. Ademas, el macho posee un aparato copulatorio
estructuralmente mas complejo, las espicula del macho son distintas con un gubernaculum

posiblemente fusionado (Figura 25).

Tabla XIII. Parametros morfoldgicos para Mesacanthoides de la localidad de San Clara (AGC).

Juvenil (1ind.) Macho (1 ind.)

LT 1.87 AB 0.02 LT 1.95 AB 0.02
LE 0.33 DA 0.04 LE 0.32 DA 0.04
a 33.95 DM 0.06 a 34.28 DM 0.06

b 5.66 DN ? b 6.09 DN ?

c 7.65 LER - c 9.92 LER -
DC 0.04 LEA - DC 0.03 LEA 0.04

LSFp 0.04 LG - LSFp 0.04 LG -

LSFa 0.01 V % - LSFa 0.01 V % -
LB 0.02 LC 0.24 LB 0.02 LC 0.20

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo



Figura 25. Mesacanthoides, macho (Santa Clara).
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V.1.1.6 Oxyonchus Filipjev, 1927

Oxyonchus fue encontrado en la localidad de Santa Clara (AGC) y estuvo
representado por dos especimenes machos (Tabla. XIV). Los individuos de este género
presenta una cavidad bucal grande con un diente sub-ventral muy prominente. Sus setas
cefalicas también son largas y la cuticula presenta una leve estriacion. La espicula en estos
dos individuos es relativamente grande con un gubernaculum bien desarrollado (Figura 26).
En la base de datos Nemys se reportan 19 especies para este género.

Segun Nicholas (2004), el género Oxyonchus es muy comun en playas arenosas y
zonas submareales someras con fondos arenosos. Dicho género es muy similar a
Enoplolaimus. De hecho, se transfirieron algunas especies del género Enoplolaimus al
género Oxyonchus cuando este fue descubierto y descrito. La principal diferencia del
género con respecto a los demas representantes de la familia Thoracostomopsidae esta en el

nimero, forma y arreglo de los dientes en la cavidad bucal.

Tabla XIV. Parametros morfologicos para la morfoespecie Oxyonchus de la localidad de Santa
Clara (AGC).

Machos (2 inds.)

SN e
O
A irsss DM 008
B Yo PN o
c ; gﬁgﬁ LER 0.07
DC 0.04 LEA %.%9;3'891
LSFp 0.07 LG 0.05
LSFa 0.02 V % :
LB 0.03 LC %‘226;3‘%

(-) Datos que no se aplican para este organismo



Figura 26. Oxyonchus, macho (Santa Clara).
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V.1.1.7 Thoracostomopsidae n.i.

También se registrd la ocurrencia de dos individuos juveniles de la familia
Thoracostomopsidae, los cuales no se pudieron determinar a un nivel taxonémico inferior.
De acuerdo a sus caracteristicas morfologicas, estos dos organismos son representantes de
la subfamilia Enoplolaiminae, al igual que gran parte de los otros géneros ya mencionados.
Estos dos individuos fueron los nematodos mas grandes registrados en este estudio, con un
largo total del cuerpo de aproximadamente 6 mm (Tabla XV). Ademads, presentan dos
dientes bien desarrollados y denticulos, caracteristicas comunes en los representantes del
orden Enoplida. Por otro lado, su cuticula es ligeramente estriada, patron poco comun
dentro del orden, como ya se habia registrado para T. spl de la localidad de Santa Clara y

Enoploides en San Felipe (Figura 27).

Tabla XV. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para el
género no identificado de la familia Thoracostomopsidae de la localidad de Santa Clara (AGC).

Juvenil (2 inds.)

6.06:0.42
LT et a6 AB 0.04
1.06+0.03 0.07
LE 1.04-1.08 DA 0.07-0.08
. 69.74+11.05 oy 009001
61.92-77.55 0.08-0.09
5724024
R
b 5.54-5.89 DN '
41.55+6.88
¢ 36.68-46.42 LER -
0.06
bC 0.05-0.06 LEA -
LSFp 0.04 LG ;
LSFa 9 V % ;
0.04 0.15+0.01
LB 0.04-0.05 LC 0.14-0.16

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo



Figura 27. Thoracostomopsidae n.i., juvenil (Santa Clara).
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V.1.2 Familia Oncholaimidae

Oncholaimidae fue la segunda familia més importante en este estudio, siendo
representada por tres géneros: Oncholaimus (en la localidad de La Paz, Golfo de
California), Metoncholaimus (en Playa del Faro, Pacifico) y Viscosia (en San Carlos,
también en el Pacifico). Contrariamente a la familia Thoracostomopsidae en la cual casi
todos los géneros presentan mandibulas bien desarrolladas, los representantes de la familia
Oncholaimidae no presentan mandibulas sino dientes dorsales y ventrales bien
desarrollados.

Ademas, en esta familia también se puede observar un anfideo (6rgano sensorial) en
la region anterior. Oncholaimus fue el mas representativo con nueve individuos seguido

por Metoncholaimus y Viscosia, ambos con ocho individuos.

V.1.2.1 Oncholaimus Dujardin, 1845

Como caracteristicas generales, Oncholaimus presenta un gran diente ventro-lateral
y una espicula pequefia sin gubernaculum que le permite ser distinguido de otros
oncholaimidos. Ademads, la presencia de papilas y setas en la region cloacal son
considerados caracteres utiles para su identificacion. Oncholaimus es un género importante
dentro de la familia Oncholaimidae con 75 especies descritas (Platt y Warwick, 1983). En
la base de datos Nemys, el género presenta mas de 100 especies descritas, sin embargo
existe una cantidad considerable de sin6nimas.

Oncholaimus registrado en La Paz (GC) presenta una cavidad bucal relativamente
grande, con un diente dorsal bien desarrollado asi como dos dientes ventro-laterales. La
cuticula es lisa. También se pudo observar un pequefio anfideo (largo: 13 um, ancho: 7
pum) en forma de copa en la region cefélica (region anterior) del organismo (Figuras 29 y
30). Los representantes de este género son relativamente grandes, principalmente los
machos. En la localidad de La Paz, Oncholaimus estuvo representado por seis machos y

tres hembras, exhibiendo dimorfismo sexual morfométrico (Tabla XVI).
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Tabla XVI. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para
Oncholaimus de la localidad de La Paz (GC).

Hembras (3 inds.) Machos (6 inds.)
LT 32192;;)2122 AB 0.0%?02.03 LT 21562;2:39 AB o.o%?ozm
e B o0 o dab . sl
A oo ™M gosom 2 asorasse  PM 06007
B emon PN G0 b 3oigm PN Gion
C sgieay  LER : © e YR 0s007
DC o.o(zi?(f.os LEA - bC o.o(zi?(ios LEA (())..(())76j—t(()).'(())71
LSFp 0.01 LG - LSFp 0.01 LG ;
LSFa - V % 6666"2917_2%.76‘; LSFa - V % -
LB 0.04 LC P LB 0.03 LS yonue

(-) Datos que no se aplican para este organismo.

Estas diferencias pueden ser mejor visualizadas en un MDS tomando en cuenta
solamente los caracteres no sexuales, en el cual se observa una clara segregacion entre los
sexos (Figura 28). Si bien los organismos analizados fueron pocos y cada sexo presenta
variabilidad morfométrica, principalmente los machos, el andlisis de similitud (ANOSIM)
realizado a posteriori confirmo la significancia de las diferencias entre los grupos formados
(R=0.586, p=0.024). De acuerdo al analisis de porcentajes similares (SIMPER), los
parametros a (LT/DM) y ¢ (LT/LC) fueron los que mas contribuyeron (91%) para la

diferenciacion entre machos y hembras, presentando valores mayores para los machos.
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Oncholaimus sp. (La Paz)

A Stress: 0.07

¢ Hembras
A Machos

Figura 28. MDS evidenciando la separacion de machos (simbolos verdes) y hembras (simbolos
rojos) dentro del género Oncholaimus en la localidad de La Paz.



Figura 29. Oncholaimus, hembra (La Paz).
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Figura 30. Oncholaimus, macho (La Paz).
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V.1.2.2 Metoncholaimus Filipjev, 1918

El género Metoncholaimus es muy similar a Oncholaimus excepto en la forma de la
espicula presentada por los machos, generalmente alargada y delgada. Por otro lado,
algunas especies de Metoncholaimus pueden presentar espiculas cortas pero presentan un
gubernaculum, a diferencia de Oncholaimus que no lo posee. De acuerdo a Platt y Warwick
(1983), existen 15 especies validas, mientras que en el Nemys estan reportadas 21 especies.

En Playa del Faro (Pacifico Mexicano), Metoncholaimus estuvo representado por
organismos machos (n = 2), hembras (n = 2) y juveniles (n = 4). Este género presenta
grandes similitudes con el género Oncholaimus encontrado en la localidad de La Paz,
cavidad bucal larga, dientes bien desarrollados ademas del anfideo en forma de copa en la
parte anterior. La diferencia entre estos dos géneros se da principalmente por el largo de la
espicula de los machos, que generalmente es mayor en Metoncholaimus. Por otro lado, la
descripcion de Metoncholaimus incluye la presencia de un gubernaculum (generalmente)
no observado en nuestros organismos (Tabla XVII). Este ultimo género también presento
una cuticula levemente estriada, a diferencia de Oncholaimus cuyo patron es totalmente

liso (Figuras 31y 32).

Tabla XVII. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para el
género Metoncholaimus de la localidad Playa del Faro (Pacifico).

Hembras (2 inds.) Machos (2 inds.)
TSI e ow [ ol o o
E N T
oSBT ow o |4 ERAD ow 0%
T I il T
CoRSEY e SR o SESN e o
oo NN e DR oo 00 en o
LSFp O.O(;E)OZ.O3 LG - LSFp 0.03 LG 101.00
LSFa i V % i LSFa i voe  owloe
R

(-) Datos que no se aplican para este organismo.



Figura 31. Metoncholaimus, hembra (Playa del Faro).
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Figura 32. Metoncholaimus, macho (Playa del Faro).
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V.1.2.3 Viscosia De Man, 1980

Viscosia es considerado otro importante género dentro de la familia Oncholaimidae
con 60 especies descritas (Platt y Warwick, 1983). Nemys reporta la existencia de 110
especies para este género.

El género Viscosia registrado en playa San Carlos (Pacifico) presentd algunas
similitudes con respecto a Oncholaimus y Metoncholaimus, el anfideo en forma de copa y
pequenas setas cefalicas. Por otro lado, Viscosia se caracterizd por organismos muy
pequeiios, los menores entre los géneros identificados en el presente estudio (Tabla XVIII).
Dicho género estuvo representado principalmente por machos, los cuales presentan

espiculas pequenas en forma de L, ademas de una cola pequena y concava (Figura 33).

Tabla XVIII. Parametros morfoldgicos (media &+ desviacion estandar e intervalo de valores) para el
género Viscosia de la localidad San Carlos (Pacifico).

Machos (3 inds.) Hembras (2 inds.)
Lt P aB 0.01 Lt I A 0.01
e I S RN -
COEESE o s o S o
N
© igosa06l "ER ogo0s  © leoaiss ER -
DC 0'0%902.03 LEA 0.03 DC 0'0%903.03 LEA -
LSFp 0.01 LG ; LSFp 0.01 LG ;
LSFa i V % ; LSFa i V % 55;‘ 53;*5151156
LB 0.02 Lc O e 0.02 LC 0.09

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo.



Figura 33. Viscosia, (izquierda) hembra y (derecha) macho (San Carlos).
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V.1.3 Familia Enchilidiidae
Enchilidiidae estuvo representada unicamente por dos géneros distintos,
Pareurystomina (2 inds.), registrado en Santa Clara (AGC), y otro no identificado (n.i.),

encontrado en La Paz.

V.1.3.1 Pareurystomina Micoletzky, 1930

El género Pareurystomina ocurrio en la localidad de Santa Clara (AGC) y estuvo
representado Unicamente por dos individuos, un macho y un juvenil (Tabla XIX). Su
cavidad bucal presenta un diente dorsal bien desarrollado y pequefios denticulos. Puede
diferenciarse de los demas por poseer una cola muy fina puntiaguda (Figura 34). Para ese

género, tanto Platt y Warwick (1983) como la base de datos Nemys reportan 14 especies.

Tabla XIX. Parametros morfologicos para el género Pareurystomina de la localidad Santa Clara
(AGO).

Pareurystomina

M J
LT 3.946 2.578
LE 1.001 0.813
a 56.371 36.829
b 3.942 3.171
c 42.430 31.827
DC 0.040 0.038
LSFp 0.018 0.016
LSFa - -
LB 0.032 0.025
AB 0.019 0.024
DA 0.049 0.054
DM 0.070 0.070
DN 0.208 0.195
LER 0.060 -
LEA 0.077 -
LG 0.014 -
V % - -
LC 0.093 0.081

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo.



Figura 34. Pareurystomina, macho (Santa Clara).
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V.1.3.2 Enchilidiidae n.i.

En la localidad de La Paz, también se registr6 un individuo de la familia
Enchilidiidae, una hembra, la cual no se pudo identificar a nivel genérico. Dicho organismo
presenta una cavidad bucal muy larga (profunda) similar a los géneros Calyptronema y
Symplocostoma, otros dos representantes de esta familia (Figura 35). Posterior a la cavidad
bucal, esta morfoespecie presenta un es6fago bien desarrollado; la cola es delgada y larga

(Tabla XX).

V.1.4 Familia Ironidae

Asi como la familia Enchilidiidae, Ironidae estuvo representada unicamente por dos
géneros: Thalassironus encontrado en Santa Clara (AGC) y Trissonchulus identificado en
la localidad de Bahia de Los Angeles (Figuras 36 y 37).

V.1.4.1 Thalassironus De Man, 1888

Thalassironus presenta un diente dorsal doble y puede ser diferenciado de
Trissonchulus por las setas cefélicas en la region anterior. Existen cuatro especies descritas
en la literatura para este género (Platt y Warwick, 1983) mientras que Nemys reporta ocho
especies validas. En la localidad de Santa Clara se identificd un organismo macho de ese
género (Tabla XX). Thalassironus presenta dos grupos de setas cefalicas (anteriores y

posteriores), un es6fago bien desarrollado y una espicula corta (Figura 36).

V.1.4.2 Trissonchulus Cobb, 1920

Trissonchulus es caracterizado por cuatro dientes en la cavidad bucal. También
presentan diez papilas cefélicas en la region anterior asi como una cola relativamente corta
y redondeada. La literatura reporta 10 especies (Platt y Warwick, 1983) mientras que en la
base de datos Nemys se encuentran 14 especies.

En este estudio solo se identifico un espécimen de este género en la localidad de
Bahia de Los Angeles. Dicho organismo presenta, ademas de las caracteristicas ya

mencionadas, un bulbo bien desarrollado al final del es6fago (Figura 37). Para este género
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no fue posible tomar datos morfométricos debido a la disposicion de los organismos en las

fotografias.

V.1.5 Enoplido n.i.

Ademas de los géneros ya mencionados, en este estudio también se identifico un
organismo cuya la familia y cuyo el género no pudieron ser determinados por lo cual lo
designamos unicamente como representante del orden Enoplida.

Este organismo presenta una cuticula lisa, una cavidad bucal relativamente pequefia
con cuatro setas cefalicas en la region anterior (Tabla XX). Su cola en forma de balon, es

totalmente distinta de las otras formas encontradas en otros géneros del orden (Figura 38).

Tabla XX. Parametros morfologicos para Enchilidiidae n. i, Enoplida n.i. y para el género
Thalassironus.

Localidades/Géneros

La Paz Santa Clara San Carlos
Enchilidiidae n.i  Thalassironus Enoplida

F M J

LT 3.045 4.610 1.687

LE 0.554 0.470 0.205

a 42.292 82.321 36.674

b 5.496 9.809 8.229

c 15.859 37.480 16.067

DC 0.019 0.039 0.017

LSFp 0.007 0.029 0.015
LSFa - 0.012 -

LB 0.026 0.036 0.009

AB 0.011 0.019 0.006

DA 0.037 0.044 0.022

DM 0.072 0.056 0.046
DN 0.235 ? ?
LER - 0.034 -
LEA - 0.036 -
LG - 0.009 -
V % 53.859 - -

LC 0.192 0.123 0.105

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo.



Figura 35. Enchilidiidae n.i., hembra (La Paz).
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Figura 36. Thalassironus, macho (Santa Clara).
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Figura 37. Trissonchulus (Bahia L.A.)
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Figura 38. Enoplida n.i. (San Carlos)
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V.1.6 Familia Rhabdonemaniidae
La familia Rhabdonemaniidae estuvo representada Unicamente por un género,
Rhabdodemania. Dicho género fue relativamente comun en la localidad de Santa Clara

(AGC).

V.1.6.1 Rhabdodemania Baylis y Daubney, 1926

Platt y Warwick (1983) reportan 20 especies para el género Rhabdodemania,
mientras que en la base de datos Nemys se encuentran 27 especies descritas.
Rhabdodemania en Santa Clara estuvo representado principalmente por organismos
adultos, machos y hembras y por organismos relativamente grandes, tanto en largo total
como en didmetro/ancho maximo (Tabla XXI). Como caracteristicas particulares del
género estan los dos grupos de setas cefalicas (anteriores y posteriores), una cavidad bucal
con dientes pequefios y una cola corta y redondeada. Los machos presentan una espicula

corta junto con un gubernaculum, pero sin suplementos (Figura 39).

Tabla XXI. Parametros morfologicos (media + desviacion estandar e intervalo de valores) para el
género Rhabdodemania de la localidad Santa Clara (AGC).

Machos (4 inds.) Hembras (5 inds.)
TIRE e m o hm e o
LE 0oss P2 oooos  “E ossos DA 03005
B2 O
N
C oyotowes LER 004 o RO LER -
DC 0.02 LEA 2% DbC 0.02 LEA :
LSFD  goreyy LG ooy LSF 0.02 LG i
LSFa V% . LSFa ? Voo SoltEY
LB soro  C Gions B 001 ke G

(?) Datos no medibles, (-) datos que no se aplican para este organismo.



Figura 39. Rhabdodemania, macho (Santa Clara).
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V.2 Caracterizacion molecular

V.2.1 Amplificaciones

Se logré amplificar los dos genes propuestos, el 18S y 28S, en los mismos
organismos presentados en la seccion anterior. El gen 18S, un fragmento de
aproximadamente 350 pb presentdé un mayor éxito en las amplificaciones via PCR,
alrededor de 99%, casi siempre con bandas de buena calidad (Figura 40). En total se
amplificaron productos de 137 organismos para ese gen en donde pocos de ellos tuvieron
que ser reamplificados por una segunda vez. Por otro lado, el gen 28S, mas
especificamente la region D2D3 de aproximadamente 800 pb, presentd un éxito menor en
las amplificaciones, alrededor de 67%. En total se amplificaron productos de 93 muestras
para el gen 28S y en muchos casos los productos tuvieron que ser reamplificados de dos a
tres veces. Sin embargo, hubo situaciones en que solamente se pudo amplificar el gen 18S

para un determinado organismo.
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Figura 40. Gel de agarosa evidenciando la amplificacion de muestras para el gen 28S y 18S (Es.,
escalera; pb, pares de bases. Calidad de las bandas: B: buena, O: 6ptima, T: tenue y D: débil).
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V.2.2 Secuencias

Adoptando el criterio de seleccion de los organismos para la secuenciacion (ver
seccion 1V.3.5), se secuenciaron un total de 133 muestras, 66 para el gen 18S y 67 para el
gen 28S. Por lo general, para ambos genes se obtuvieron secuencias de buena calidad lo
que facilité el proceso de edicion. El gen 28S, atin presentando un fragmento mas largo,
exhibid secuencias de alta calidad, es decir, con los picos de cada base muy claros, pocos
sitios ambiguos y con poco ruido. Las secuencias del gen 18S fueron un poco mas ruidosas
provocando algunas ambigiiedades (parte verde de la secuencia, Figura 41). No se
obtuvieron secuencias del género Trissonchulus ni del Enchilidiidae no identificado, por lo
no se incluyeron en los analisis filogenéticos. Para el género Pareurystomina, se obtuvo

unicamente la secuencia del gen 28S.
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Figura 41. Cromatograma mostrando la calidad de las secuencias para ambos los genes, 28S
(superior) y 18S (inferior) para la misma muestra.

La comparacion entre las secuencias de este trabajo con secuencias de otros géneros
de nematodos depositadas en la base de datos de GenBank mostr6 altos porcentajes de
similitud para ambos genes. Todos los valores de similitud estuvieron arriba del 90% para

el gen 18S, mientras que el gen 28S presentd algunos casos con porcentajes un poco
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menores. Las secuencias correspondientes a los géneros previamente identificados en este

trabajo, en la mayoria de los casos, presentaron la mayor similitud con otra secuencia

proveniente del mismo género o de la misma familia (Tablas XXII y XXIII).

Tabla XXII. Origen y nimero de organismos secuenciados para los diferentes géneros con su(s)
respectiva(s) secuencia(s) de identidad maxima para el gen 18S.

. . GenBank Max.
*
Genero Localidad Num. Acceso/Género Ident.
Metoncholaimus (6) PF AY854196, Oncholaimus 98%
Trileptium sp6 (1) PF AY763147, Nematodo 92%
AM261954, Nematodo 90%
Trileptium sp6 (1) PF AY763147, Nematodo 90%
AM261954, Nematodo 90%
Viscosia (3) SCA DQ394740, Viscosia viscosa 96%
Enoploides (9) SF DQ394731, Enoploides brunettii 97%
AM234621, Enoploides 97%
Trileptium sp5 (5) SF AY763147, Nematodo 91%
Oxyonchus (2) SC AM261954, Nematodo 92%
AM234630, Paradontophora 92%
Mesacanthion (9) SC AJ867495, Nematodo 94%
AM234630, Paradontophora 94%
Mesacanthoides (2) SC AM261954, Nematodo 95%
AM234630, Paradontophora 94%
Thoracostomopsidae n.i. (2) SC AM?234046, Preacanthonchus 97%
Rhabdodemania (5) SC EF659825, Rhabdolaimus 98%
Thalassironus (1) SC AY854201, Bathylaimus 91%
Trileptium sp1 (2) SC AM261954, Nematodo 92%
AM234630, Paradontophora 92%
Trileptium sp2 (3) SC AM2619541, Nematodo 94%
AM2346301, Paradontophora 94%
Trileptium sp3 (2) BLA AY7631471, Nematodo 91%
Trileptium sp 4 (4) CE AY763147, Nematodo 95%
Oncholaimus (2) LP AY854196, Oncholaimus 95%
Enoplido n.i. (1) SCA DQ394804, Tripyloides 94%
Epacanthion (1) SCA AY763147, Nematodo 93%
AM234630, Paradontophora 91%

* Las abreviaciones de las localidades de estudio son iguales a aquellas presentadas en la Tabla II.
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Tabla XXIII. Origen y nimero de organismos secuenciados para los diferentes géneros con su(s)
respectiva(s) secuencia(s) de identidad maxima para gen 28S.

. GenBank Max.
*
Genero Localidad Num. Acceso/Género Ident.
Metoncholaimus (2) PF AF210427.1, Viscosia ; AF210413.1, Oncholaimus 94%, 93%
Trileptium sp6 (1) PF AF210406.1, Enoplolaimus 92%
8T04A08 AF210409.1, Mesacanthion 92%
Trileptium sp6 (1) PF AF210406.1, Enoplolaimus 96%
5T04A08 DQO077760.1, Enoploides 93%
Viscosia (1) SCA AF210413.1, Oncholaimus 95%
Enoplida n.i. (1) SCA DQO086695.1, Nematodo NEMATD36 90%
Enoploides (10) SF AF210405.1, Enoploides; AF210404.1, E. longispiculosus  95%
Trileptium sp5 (6) SF AF210406.1, Enoplolaimus sp. MKL1 87%
Oxyonchus (1) SC AF210406.1, Enoplolaimus; AF210409.1, Mesacanthion 94%., 93%
Mesacanthion (4) SC DQO077781.1, Phanoderma 95%
AF210404.1, Enoploides longispiculosus 94%
AF210409.1, Mesacanthion 93%
Mesacanthoides (1) SC DQO077781.1, Phanoderma; AF210409.1, Mesacanthion 100%, 93%
Rhabdodemania (2) SC AF210418.1, Rhabdodemania 97%
Thalassironus (1) SC DQO077760.1, Enoploides 80%
Trileptium sp 1 (1) SC DQO077781.1, Phanoderma; AF210406.1, Enoplolaimus 95%., 92%
Trileptium sp 2 (3) SC DQO077781.1, Phanoderma; AF210406.1, Enoplolaimus 92%
Trileptium sp 3 (2) BLA AF210406.1, Enoplolaimus; DQ077760.1, Enoploides 87%, 86%
Trileptium sp 4 (4) CE DQO077781.1, Phanoderma 98%
DQO077753.1, Oncholaimidae 97%
DQO077760.1, Enoploides 94%
Oncholaimus (2) LA AF210427.1, Viscosia; AF210413.1, Oncholaimus 91%, 90%
Epacanthion (1) SCA AF210406.1, Enoplolaimus; AF210407.1, Epacanthion 97%, 93%
Thoracostomopsidae n.i. (2) SC DQO077781.1, Phanoderma sp. 3123B4 94%
DQO077749.1, Ascolaimus sp. 1P6K2 93%
AF210409.1, Mesacanthion sp. MKL1 92%
DQO077753.1, Oncholaimidae sp. 216K2 92%
AF210407.1, Epacanthion sp. MKL1 92%
DQO077764.1, Enoploides sp. 2P9K2 92%
AF210406.1, Enoplolaimus sp. MKL1 92%
Pareurystomina (2) SC AF210399.1, Calyptronema maxweberi 92%

* Las abreviaciones de las localidades de estudio son iguales a aquellas presentadas en la Tabla II.
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V.2.3 Gen 28S

El alineamiento final del gen 28S present6 798 sitios (incluyendo bases e indels) de
los cuales 241 fueron sitios conservados, 549 fueron sitios variables, 464 fueron sitios
parsimonia-informativos y 78 fueron sitios con mutaciones Unicas. La composicion
nucleotidica del gen fue de 24.2% de timina (T), 21.3% de citosina (C), 25.4% de adenina
(A) y 29% de guanina (G) para un fragmento de tamafo promedio de 704.4 pb.

V.2.3.1 Filogenia del gen 28S

Las reconstrucciones filogenéticas realizadas con Parsimonia Maxima (PM) y
Verosimilitud Méaxima (VM) mostraron arboles muy similares. Los valores para los indices
de consistencia (IC) y homoplasia (IH) para el arbol de PM con el gen 28S fueron de IC =
0.5047 y TH = 0.4953. Una busqueda heuristica realizada con ambos métodos identificé un
unico arbol con tres clados principales (Figura 42a-b). El primer clado estuvo formado por
todos los representantes de la familia Thoracostomopsidae (clado mayor en ambos arboles),
el segundo por los representantes de la familia Oncholaimidae junto con el género
Pareurystomina (Enchilidiidae) y el tercero por los géneros Rhabdodemania,
Thalassironus y el organismo no identificado del orden Enoplida. Algunas de las ramas de
los arboles se encuentran fuertemente apoyadas por los datos, como aquellas de los tres
clados principales, con valores altos de bootstrap no paramétrico (Figura 42a). También se
encontraron algunos valores altos dentro del clado de Thoracostomopsidae (entre
Trileptium spl y T. sp2 y entre T. sp3 y T. sp5). Las secuencias de la familia
Thoracostomopsidae resultaron monofiléticas en ambos arboles, mientras que la familia
Oncholaimidae so6lo lo fue en el de PM. El clado formado por Thoracostomopsidae obtuvo
valores altos de bootstrap con PM pero no con VM (Figura 42b). La super familia
Oncholamoidea (Oncholaimidae y Enchilidiidae) también se mostré monofilética con
respecto a los demas grupos en ambos arboles con el valor maximo de bootstrap (100%).
Los arboles de PM y VM difirieron en la posicion del género Pareurystomina. Mientras
que en el arbol basado en PM Pareurystomina se ubico en una rama hermana a la familia
Oncholaimidae, en el arbol con VM estuvo agrupado como un taxén hermano de Viscosia

volviendo a la familia Oncholaimidae parafilética con respecto a Enchilidiidae.
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El arbol obtenido con el método del Vecino mas Cercano (VC) presentd una
topologia mas congruente con la del arbol de VM (Figura 43). También se encontraron tres
clados principales, (1) el mayor clado formado por todos los representantes de la familia
Thoracostomopsidae, (2) formado por Rhabdodemania, Thalassironus y Enoplida no

identificado y (3) formado por Oncholaimidae y Enchilidiidae.
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Figura 43. Filograma obtenido con el método algoritmico del Vecino mas Cercano (VC) para el gen
28S con sus respectivos valores de bootstrap en las ramas (1000 replicaciones). La barra de escala
indica el nimero de sustituciones por sitio.
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V.2.4 Gen 18S

El alineamiento final del gen 18S present6 324 sitios (incluyendo bases e indels) de
los cuales 181 fueron sitios conservados, 140 fueron sitios variables, 117 fueron sitios
parsimonia-informativos y 20 fueron sitios con mutaciones Unicas. La composicion
nucleotidica del gen fue de 27.1% (T), 21.5% (C), 27.8% (A) y 23.6% (G) para un

fragmento de tamano promedio de 302.5 pb.

V.2.4.1 Filogenia del gen 18S

Las reconstrucciones filogenéticas obtenidas a partir del gen 18S fueron un poco
distintas de las del gen 28S. Los valores para los indices de consistencia (IC) y homoplasia
(IH) para el arbol de PM con el gen 18S fueron IC = 0.6502 y IH = 0.3498. Una busqueda
heuristica realizada bajo el criterio de PM y VM encontré un solo arbol para cada criterio
con topologias muy similares. Ambos arboles evidenciaron la existencia de tres clados
principales (Figura 44a-b). A la diferencia del gen 28S, el género Rhabdodemania se
agrup6 con los representantes de la familia Oncholaimidae y no con Thalassironus y
Enoplida no identificado. Los principales clados estuvieron apoyados por valores altos de
bootstrap bajo el criterio de PM, sin embargo la relacion del género Rhabdodemania con
Oncholaimidae presentd un valor relativamente bajo (68%) en VM. Al igual que en los
arboles del gen 28S, las secuencias 18S de las familias Thoracostomopsidae y
Oncholaimidae fueron monofiléticas. Una vez mas, las relaciones dentro de la familia
Thoracostomopsidae no fueron totalmente resueltas con la sefial filogenética de este gen
mientras que las relaciones de Oncholaimidae estuvieron bien resueltas con los géneros

Oncholaimus y Metoncholaimus como taxa hermanos.
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El arbol 18S basado en el criterio del VC también presentdé una topologia
congruente con aquellas de los métodos anteriores. Una vez mas, se evidencié la formacion
de los tres clados principales: (1) el mayor clado formado por todos los representantes de la
familia Thoracostomopsidae, (2) el formado por Thalassironus y Enoplida no identificado
y (3) el clado basal del arbol formado por Rhabdodemania, y los representantes de la

familia Oncholaimidae (Figura 45).
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Figura 45. Filograma obtenido con el método algoritmico del Vecino mas Cercano (VC) para el gen
18S con sus respectivos valores de bootstrap en las ramas (1000 replicaciones). La barra de escala
indica el nimero de sustituciones por sitio.
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V.2.5 Congruencia entre 18S'y 28S

La prueba de incongruencia por diferencia de tamafio (ILD) realizada para
comparar los genes 18S y 28S mostr6 que las topologias de los arboles fueron
congruentes (p = 0.28) por lo cual se pudo realizar una reconstruccion filogenética mas
robusta a partir de ambos (total de 1123 caracteres). Una busqueda heuristica bajo el
criterio de PM encontré cinco arboles, los més parsimoniosos. El arbol consenso
presentd un IC = 0.5354 y un IH = 0.4655 (Figura 46a).

El arbol consenso generado a partir de los dos genes fue muy similar al obtenido
con el gen 28S a través del método de PM. Se identificaron tres clados principales
apoyados por valores altos de bootstrap. El mayor clado estuvo formado por todos los
representantes de familia Thoracostomopsidae. Valores altos de bootstrap también se
encontraron dentro de esa familia, aunque algunas relaciones filogenéticas no fueron
totalmente resueltas. Los representantes de la familia Oncholaimidae también formaron un
clado que, al igual que Thoracostomopsidae fue apoyado por el valor maximo de bootstrap.
El grupo externo del arbol estuvo formado por los géneros Thalassironus, Rhabdodemania
y el representante del orden Enoplida no identificado. Una vez mads, las secuencias de las
familias Thoracostomopsidae y Oncholaimidae se mostraron monofiléticas.

Para el arbol obtenido con el método de VM, ahora con el modelo evolutivo
ajustado a todos los caracteres (genes 18S y 28S), también se identificaron tres clados
principales. A diferencia de PM, el arbol de VM pudo resolver casi todas las relaciones
entre los taxa de la familia Thoracostomopsidae que una vez mas se mostré6 monofilética
con respecto a los demas clados (Figura 46b). Ya el valor de bootstrap apoyando la relacion

de Rhabdodemania con Enoplida no identificado y Thalassironus fue menor que en PM.
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VI. DISCUSION

VI.1 Diversidad del orden Enoplida

Enoplida, Chromadorida y Monhysterida son los tres principales 6érdenes de
nematodos marinos de vida libre. Dentro de la subclase Enoplia, el 6rden Enoplida es el
mas importante en términos de nimero de especies y de géneros. Dicho orden presenta 13
familias, siendo Oncholaimidae y Thoracostomopsidae las mas diversas (Platt y Warwick,
1983). En este trabajo gran parte de los organismos identificados pertenecieron a estas
familias; en particular, la familia Thoracostomopsidae presentd siete géneros, uno de ellos
no identificado. Otros trabajos han mencionado que los representantes de las familias
Thoracostomopsidae y Oncholaimidae son comunes en ambientes intermareales arenosos
como los muestreados en este estudio (Greenslade y Nicholas, 1991; Moens et al., 1999;
Moens et al., 2000; Nicholas, 2002; Gheskiere et al., 2004).

Debido a su tamafio, los nematodos marinos del orden Enoplida son més comunes
en ambientes arenosos en comparacion con representantes de los érdenes Chromadorida y
Monhysterida (Platt y Warwick, 1983; Greenslade y Nicholas, 1991). De hecho, varios
trabajos ecoldgicos han demostrado que el tamaiio del grano en ambientes arenosos es un
factor importante en la distribuciéon de los nematodos marinos (biomasa, niimero de
especies, densidad, tamafio corporal) asi como de otros representantes de la meiofauna
(Wieser, 1959; Swedmark, 1964; Heip y Vincx, 1985; Steyaert et al., 1999; Tita et al.,
1999).

Nicholas ha realizado descripciones de algunas especies de la familia
Thoracostomopsidae en playas en el sur de Australia: Oxyonchus longisetosus y O.
evelynae (Nicholas, 2004), Trileptium australis (Nicholas, 2007), Mesacanthion
alexandrinus y Enoploides stewarti (Nicholas, 1993), las dos ultimas provenientes de
ambientes dulceacuicolas. Se sugiere que los ancestros del orden Enoplida se
caracterizaban por ser eurihalinos con una gran tolerancia osmotica debido a que las
especies actuales ocupan tanto ambientes marinos como dulceacuicolas (De Ley, 2006). Si
bien los Enoplidos pueden encontrarse en aguas de diferente salinidad, siempre se

encuentran asociados a sedimentos arenosos. Jensen (1986) también describi6 nematodos
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marinos en una region del Golfo de México caracterizada por fondos arenosos con rocas.
Entre las cuatro especies descritas, dos son representantes de la familia
Thoracostomopsidae (Enoploides polysetosus y Mesacanthoides fibulatus). En un trabajo
mas reciente, De Jests-Navarrete (2007b) describi6 la nematofauna de Banco Chinchorro
(BCH) e Isla Mujeres (IM), México en el cual encontré un gran ntimero de géneros, 49 en
BCH y 34 en IM. Las familias Thoracostomopsidae y Tripyloidiidae con cuatro y tres
géneros respectivamente, fueron las principales representantes del orden Enoplida.
Thoracostomopsidae fue mas abundante en arenas gruesas mientras que Tripyloidiidae
ocurri6 principalmente en arenas finas y medianas. Mundo-Ocampo y colaboradores
(2007) evaluaron la diversidad de la nematofauna en dos playas arenosas del AGC, Punta
Estrella y Santa Clara. En dicho trabajo las familias Oncholaimidae, Thoracostomopsidae y
también Enchilidiidae (menos frecuente) fueron justamente los principales representantes
del orden Enoplida. Por lo tanto, el orden Enoplida puede ser considerado como un grupo
importante en sitios arenosos debido tanto por su omnipresencia como por su elevada
biomasa. A la vez, estos organismos poseen un papel ecoldgico importante ya que la
mayoria de los representantes de ese orden (p. €j. Thoracostomopsidae y Oncholaimidae)
son nematodos depredadores que controlan las poblaciones de sus presas (Moens et al.,
1999; Moens et al., 2000; Traunspurger, 2000; Gallucci et al., 2005).

Con respecto a la diversidad del orden Enoplida, solamente pudimos encontrar
cinco de las 13 familias existentes para ese grupo. Sin embargo, las familias mas
importantes en este estudio fueron justamente las que mas se han reportado en otros
trabajos, lo que nos sugiere que el resto de las familias son menos frecuentes o podrian
estar ausentes en el area de estudio de este trabajo. Un esfuerzo mas exhaustivo tanto en el
numero de muestras como en el numero de localidades analizadas ayudaria a encontrar un
mayor niumero de familias y géneros del orden. Dicho esfuerzo podria ser concentrado en
playas arenosas con alto potencial para poseer mas especies de enoplidos, como fue la
localidad de Santa Clara que present6 el mayor numero de familias. Finalmente, hay que
recordar que este trabajo fue disefiado para realizar una evaluacion cualitativa de dicha

diversidad por lo que su cuantificacion requerird de una metodologia ex profeso.
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La distribucion geografica de los polimorfismos se encuentra asociada a la
interpretacion taxonoémica y sistematica de éstos. Esto fue muy claro en el género
Trileptium, el cual present6 la mayor distribucion geografica. En ese caso las diferencias
morfoldgicas entre muestras alopatricas dieron lugar a andlisis detallados que revelaron la
existencia de diferencias significativas. Parte de estas diferencias fueron consistentes con
una diferenciacion genética y ambas sugieren la existencia de varias especies en la region.
Cuando la diferenciacion geografica es incipiente o inexistente, la amplia distribucion de
una especie puede llevar a que se considere cosmopolita. De hecho, muchas de las especies
de nematodos marinos son consideradas cosmopolitas (Heip y Vincx, 1985; Derycke et al.,
2005; Fonseca et al., 2006). Sin embargo, el cosmopolitanismo via dispersion es dificil de
concebir en los nematodos marinos de vida libre ya que, a diferencia de otros invertebrados
marinos, carecen de una fase larvaria planctonica dispersiva (Ullberg y Olafsson, 2003).
Ademéds, la gran mayoria son endobénticos, viviendo en los espacios intersticiales del
sedimento, lo que limita su capacidad de dispersion (Wetzel et al., 2002). Es por ello que la
interpretacion del polimorfismo morfoldgico, particularmente en alopatria, requiere de un
analisis mas detenido aunado a una evaluacidon genética pues las caracteristicas biologicas
de los nematodos de vida libre sugieren la existencia de diversidad criptica sustancial
dentro del grupo, la cual también se ha observado en otros organismos de la meiofauna
(Todaro et al., 1996; Rocha-Olivares et al., 2001; Derycke et al., 2007).

Recientemente, Bhadury y colaboradores (2008) utilizando el gen 28S ademas de la
taxonomia tradicional, encontraron que Terschellingia longicaudata, puede ser realmente
considerada una especie cosmopolita de amplia distribucion (Islas Britdnicas a Malasia),
debido a que no presentan diferencias morfoldgicas y comparten una secuencia idéntica.
Sin embargo, estos autores también apuntan la existencia de especies cripticas dentro del
complejo Terschellingia spp. y la importancia del enfoque molecular en estudios de
biodiversidad. Por lo tanto, gran parte de estos taxa considerados cosmopolitas pueden ser

en realidad grupos de especies cripticas con un nivel elevado de diferenciacion genética.
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V1.2 Morfologia vs. genética molecular

En los ultimos afios, mucho se ha discutido sobre la resolucion proporcionada por la
genética molecular y la taxonomia tradicional en la identificacion de las especies. La
identificacion o determinacion taxondmica basada en la morfologia siempre ha sustentado
las investigaciones ecoldgicas y hoy en dia esto no es distinto. Sin embargo, esto requiere
de un esfuerzo excesivo en algunos grupos taxonémicos lo que ha llevado al desarrollo de
nuevas técnicas, como es el codigo de barras de ADN (De Ley, 2000; Hebert et al., 2003a;
Hebert et al., 2003b; Cook et al., 2005; De Ley et al., 2005; Hajibabaei et al., 2007). Tal
iniciativa ha tenido mucho éxito, principalmente en grupos taxonémicos que presentan una
morfologia conservada con caracteres morfologicos diagnosticables dificiles de observar
como es el caso de los nematodos, incluyendo a los marinos (Blouin et al., 1998; Hebert et
al., 2004; Ekrem et al., 2007). Por consiguiente, el uso del codigo de barras de ADN puede
representar un primero paso hacia una delimitacién més eficiente de las especies (De Ley et
al., 2005; Derycke et al., 2007; Derycke et al., 2008).

Las diferencias morfoldgicas durante las etapas del desarrollo ontogénico, el
dimorfismo sexual y la existencia de especies cripticas nos pueden llevar a identificaciones
erroneas (Platt y Warwick, 1983; Knowlton, 1993; Genaro, 1998; Fialho et al., 2000;
Knowlton, 2000; Powers, 2004; Bickford et al., 2006; Gémez et al., 2007). Dichas
diferencias son ain mas problematicas en organismos pequefios como los nematodos
marinos y pueden hacer mas dificil el proceso de identificacion (Rocha-Olivares et al.,
2001; Bhadury et al., 2006a). Para poder evitar esos problemas es necesario mucha
experiencia por parte de los taxonomos asi como herramientas analiticas que permitan una
mejor resolucion en la identificacion, como es la microscopia electronica de barrido y la
Optica de contraste de fases en diferentes planos focales (De Ley, 2000; De Ley et al.,
2005; Bhadury et al., 2006a; Derycke et al., 2006; 2007; Bhadury et al., 2008; Derycke et
al., 2008; Holovachov et al., 2008).

En el presente estudio, encontramos algunas discordancias entre las identificaciones
morfoldgicas y genéticas. En el caso de Trileptium sp4 (en Cerritos), Enoploides (en San
Felipe) y Mesacanthion (en Santa Clara), se hipotetizd la existencia de dos posibles

morfoespecies basado en diferencias morfoldgicas en cada uno de ellos. Sin embargo, estas
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posibles morfoespecies fueron idénticas genéticamente en ambos genes (18S y 28S). Las
incongruencias pudieron deberse a varias causas. Una de ellas pudo ser que los caracteres
morfologicos que elegimos para diferenciar los organismos en dos posibles morfoespecies
(ancho del cuerpo, presencias de setas somaticas por el cuerpo) no son realmente caracteres
determinantes en la separacion especifica, como en el caso del género Trileptium. Otra es
que los caracteres que si son importantes en la delimitacion de las especies (espicula,
posicion de la vulva, numero y forma de las mandibulas) hayan mostrado plasticidad
fenotipica, fenomeno comtn dentro del grupo Nematoda, como ocurrié6 en Enoploides y
Mesacanthion (Kammenga et al., 1997; Coomans, 2002; Nadler, 2002; Powers, 2004;
Derycke et al., 2008). Finalmente, es posible que las posibles morfoespecies sean
realmente linajes independientes pero que los genes utilizados no presentaron la resolucion
taxonomica adecuada, es decir, que no han divergido lo suficiente para diferenciarlas. Estos
aspectos se profundizan a continuacion.

La metodologia para la identificacion de los nematodos marinos estd basada
principalmente en caracteres morfoldgicos de organismos machos, ya que ellos presentan
algunas caracteristicas que permiten una mejor diferenciacion entre las especies (De Ley et
al., 2005; Bhadury et al., 2006a; Bhadury et al., 2008). La ausencia de machos en una
muestra impide realizar las comparaciones apropiadas entre los organismos lo que limita el
poder de identificacion. Esto podria aplicarse en el caso del género Trileptium sp4 en la
localidad de Cerritos, en cual identificamos s6lo hembras y dos juveniles. Diferencias en la
forma del cuerpo, en las setas cefalicas y largos y anchos nos llevo a pensar que los
juveniles podrian ser otra posible morfoespecie diferente a la de las hembras. El caso
anterior ilustra el problema de la ausencia de organismos de ambos sexos en las muestras,
algo comun en la identificacion de la nematofauna marina.

Mesacanthion y Enoploides presentaron diferencias morfoldgicas entre organismos
adultos, diferencias que podrian ser consideradas importantes en la separacion de las
especies. Para el género Mesacanthion, una de las posibles especies presentd mandibulas
bien desarrolladas y un mayor ancho en la parte anterior del cuerpo, sin embargo las
secuencias fueron idénticas entre todos los organismos secuenciados. Una situacion

semejante presento el género Enoploides en el cual se encontraron diferencias morfologicas
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entre los dos machos identificados pero ambos organismos junto con las demds hembras
compartieron una sola secuencia para cada gen.

Los genes 18S y 28S son considerados genes relativamente conservados
comparados a otras regiones del genoma, como son el COX I mitocondrial y los ITS
nucleares, por lo que no es impensable que puedan tener una resolucion limitada para
resolver las relaciones entre especies que hayan divergido muy recientemente. En
contraparte, especies muy similares morfoldégicamente, como fue el caso de Trileptium spl
con T. sp2 y de T. sp3 con T. sp5, presentaron diferencias genéticas principalmente para el
gen 28S (entre T. sp3 y T. sp5 fue de 1.06% para el gen 18S 'y 12.09% para el 28S). Floyd y
colaboradores consideraron que divergencias mayores al 0.5 % entre las secuencias podrian
representar MOTUs distintas en su trabajo evaluando la diversidad de nematodos a través
del codigo de barras de ADN (450 pb del gen 18S). De Ley y colaboradores (2005)
también reportan diferencias del 1.0% al 5.0% entre las secuencias del 28S para separar a
las especies. No obstante, estudios de cddigos de barras con genes mas variables, como es
el caso del COX I, han demostrado que la gran mayoria de las especies (> 95%)
presentaron secuencias Unicas para dicha region (Hebert et al., 2003a; Hebert et al., 2003b;
Hebert et al., 2004; Ward et al., 2005). En este estudio, las divergencias para ambos genes
siempre fueron superiores al 1% vy fueron suficientes para diferenciar organismos
cercanamente relacionados como las posibles morfoespecies de Trileptium y representantes
de la familia Oncholaimidae (p. e¢j. Oncholaimus, Metoncholaimus y Viscosia). Por lo
tanto, creemos que la explicacion mds plausible y parsimonia para la discordancia entre la
taxonomia tradicional basada en la morfologia y la genética molecular reside en la
interpretacion de la variabilidad morfolégica a la luz de los cambios ontogenéticos
(Juveniles, adultos, machos y hembras) y de la plasticidad fenotipica de los caracteres
taxonoémicos. Evidentemente, la evaluacion rigurosa de la influencia de los genes en la
discordancia morfologica-genética requiere de un andlisis evolutivo molecular mas
profundo que cuantifique la heterogeneidad en las tasas de evolucion molecular de estos

genes en los diversos linajes estudiados.
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V1.3 Resolucion taxonémica y congruencia de los genes

Por lo general, las filogenias construidas a partir de los genes 18S y 28S utilizando
los diferentes métodos (PM, VM y VC) fueron congruentes, lo que nos indica cierta
robustez de los datos moleculares. Los arboles filogenéticos siempre presentaron tres
clados principales consistentes con el arreglo taxonémico de los organismos. Uno de ellos
estuvo formado por los representantes de la familia Thoracostomopsidae que se mostro
monofilética en todas las reconstrucciones apoyadas por altos valores de bootstrap, excepto
en aquellas realizadas con VM y VC a partir del gen 28S. También se observaron algunas
pequenas diferencias entre los métodos de reconstruccion para el gen 28S. Mientras el
arbol con PM mostr6 a la familia Oncholaimidae monofilética, en los arboles con VM y
VC resultd parafilética con respecto a la familia Enchilidiidae ya que incorpord
Pareurystomina como un taxon hermano de Viscosia. Esa relacion filogenética es
contradictoria a la morfologia y taxonomia de estos organismos, ya que pertenecen a
familias distintas, aunque forman parte de la misma superfamilia (Oncholaimoidea) (Platt y
Warwick, 1983).

Se ha manifestado que la filogenia de Nematoda a partir de datos moleculares ha
diferido fuertemente con la clasificacion morfologica del Filum. Nadler (1992), al
comparar los genes 18S y 28S, mostrdé que la filogenia de la superfamilia Ascaridoidea
(nematodos parasitos) no es totalmente consistente con la clasificacion morfoldgica mas
aceptada. No obstante, Blaxter y colaboradores (1998) identificaron la existencia de 5
clados principales para el grupo utilizando el gen 18S, todos incluyendo especies de
nematodos parasitos, lo que es totalmente contradictorio con la clasificacion morfologica
que separa nematodos marinos, terrestre y parasitos en diferentes clados. Para estos
autores, la evolucién morfologica convergente dentro del grupo puede ser mas compleja
por lo que ellos sugieren una revision de los grandes 6rdenes dentro del Filum Nematoda.
En un trabajo mas reciente, en el cual se incorporaron 46 especies de nematodos marinos,
Meldal y colaboradores (2007) reconociendo lo artificial de la clase Secernentea (clase que
actualmente incluye a los nematodos parésitos y terrestres) la reclasificaron y la hundieron

dentro del orden Rhabditida. Por ende, las reinterpretaciones de la evolucion de los
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nematodos a la luz de la evidencia genética abarca desde los grandes grupos taxonémicos
hasta los géneros y especies.

Aunque los estudios anteriores han demostrado que mucho de la clasificacion
taxondmica clasica dentro del grupo Nematoda basada en la interpretacion de los caracteres
morfoloégicos puede ser incongruente con los resultados de la sistematica molecular, en
nuestro caso las contradicciones se limitaron al clado Oncholaimoidea (entre los arboles
PM vs. VM y VC del gen 28S). Estas diferencias pueden ser debidas a: (1) los diferentes
supuestos involucrados en los diferentes métodos de reconstruccion. PM es un método mas
simple y con menos suposiciones, por lo que considera que el arbol con el menor nimero
de pasos representara la filogenia mas cercana a la verdadera, VM implica el uso de un
modelo evolutivo que toma en cuenta otros supuestos mas cercanos a la realidad (p. ej.
diferentes tasas de sustitucion y proporcion de nucledtidos). Para el arbol de VC, las
distancias utilizadas también se obtuvieron a través de VM, lo que puede explicar la total
concordancia con el arbol de VM (Nei y Kumar, 2000); (2) una representacion taxondmica
insuficiente de la familia Enchilidiidae (representada solamente por Pareurystomina). Es
posible que las relaciones alrededor del ancestro comun de Oncholaimidae y Enchilidiidae
requieran de una mayor representacion taxonomica que permita definir los caracteres
sinapomorficos de Enchilidiidae ya que con un sélo organismo es imposible establecer
cuales son los estados derivados compartidos dentro de la familia (Hajibabaei et al., 2007).
Un nimero mayor de géneros de la familia Enchilidiidae podria mejorar la resolucién
filogenética del nodo en cuestion y ayudar a corroborar o refutar con mayor confiabilidad
la monofilia reciproca de las dos familias, Oncholaimidae y Enchilidiidae.

Al comparar los genes 18S y 28S, la tnica diferencia topologica consistioé en la
posicion del género Rhabdodemania. Mientras que el gen 28S lo ubico en el clado con
Enoplida y Thalassironus (en todos los arboles), en el arbol del gen 18S Rhabdodemania
aparece como un taxéon hermano de la familia Oncholaimidae. La filogenia del orden
Enoplida basada en la morfologia (Lorenzen, 1981) ubica la familia Rhabdonemaniidae en
una posicion mas cercana a la familia Tripyloididae. Segin la busqueda de similitud en
GenBank, nuestro Enoplido no identificado (n.i.) a nivel de familia ni de género (Tabla VI)

presentd una gran similitud (94%) con el género Tripyloides (Tripyloididae), lo que
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posiblemente explicaria la relacion con el género Rhabdodemania, ya que ambos
pertenecen al suborden Tripyloidina. Ademas, los valores de bootstrap fueron mayores para
la monofilia del clado (Rhabdodemania, Enoplida no identificado y Thalassironus) que los
asociados a la relacion con Oncholaimidae.

No fue posible rechazar la hipotesis nula de congruencia al comparar las topologias
de los arboles proporcionadas por ambos genes, lo que nos permiti6é agrupar los datos para
estimar una nueva filogenia basada en todos los caracteres. Otros estudios han mencionado
que cuando los genes muestran congruencia en sus topologias, estos podrian ser utilizados
conjuntamente en un andlisis filogenético para obtener una mejor resolucion de las
relaciones existentes entre los taxa (Hipp et al., 2004).

En nuestro caso, el arbol obtenido con ambos genes bajo el criterio de PM no fue
muy distinto de aquellos arboles PM estimados con los genes 18S y 28S separadamente.
Sin embargo, Rhabdodemania volvié a relacionarse con Enoplida y Thalassironus, lo que
nos indica que el fragmento amplificado del gen 18S (aproximadamente 350 pb) no
presenta la sefial filogenética suficiente para resolver las relaciones filogenéticas mas
basales (p. ej. Subordenes y superfamilias). La variabilidad del gen 18S fue menor que la
del 288, 43% y 69% de sitios variables, respectivamente. Sin embargo, los valores del IC
mostraron que el gen 18S es mas informativo que el 28S, a pesar de su menor tamafio. Los
estudios de filogenia enfocados a las relaciones filogenéticas como entre clases y 6rdenes,
han utilizado fragmentos de ADN mayores que los utilizados en este trabajo con el fin de
buscar una mejor resolucion (Blaxter et al., 1998; Baldwin et al., 2004; De Ley et al.,
2005; Meldal et al., 2007). Quizas, se podria obtener una mejor filogenia a partir de ambos
genes reajustando el modelo evolutivo o aplicando otros métodos algoritmicos (Hipp et al.,
2004; Zelwera y Daubina, 2004; Planet, 2006). En nuestro caso, el arbol de VM con el
modelo evolutivo ajustado a ambos genes pudo resolver casi todas las relaciones dentro de
la familia Thoracostomopsidae (muchos con valores altos de bootstrap), lo que nos indica
que el mayor fragmento resultante de los dos genes asociado a un modelo evolutivo

adecuado resulté en una filogenia mas clara, al menos para dicha familia.
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VII. CONCLUSION

Aunque la resolucion de estos genes no fue suficiente para resolver totalmente la
filogenia de los taxa identificados, ambas regiones fueron igualmente tutiles como codigos
de barras de ADN debido a que: (1) sus topologias (posicion de las secuencias en los
arboles) fueron congruentes; (2) la resoluciéon molecular en la identificacion fue la misma
(presentaron el mismo numero de entidades moleculares en las diferentes morfoespecies);
(3) ambos fueron reproducibles via PCR en laboratorio.

La caracterizacion taxondémica de la nematofauna marina hasta un nivel especifico,
implica la medicion y andlisis de varios parametros morfologicos, adicionales a los
realizados en el presente estudio. Esto, ademds de requerir experiencia, nos indica la
importancia de infraestructura adecuada para la identificacion. La alternativa para superar
en parte esta limitante, la ofrece la aplicaciéon del codigo de barras de ADN, esta
herramienta minimizar el esfuerzo involucrado en todo el proceso de identificacion de las
especies (Blaxter, 2003; Blaxter, 2004; Janzen et al., 2005). Ademas, el codigo de barras de
ADN tiene la ventaja de que puede ser aplicado a los organismos en los diferentes estadios
de su desarrollo, ya sean machos o hembras. Indudablemente que una ves superados los
aspectos técnicos para la aplicacion practica del codigo de barras de ADN, esta herramienta
contribuird en gran parte a disminuir la incertidumbre en la identificacion de la
nematofauna marina (Floyd et al., 2002; Bhadury et al., 2006a; Bhadury et al., 2008;
Derycke et al., 2008).

Es importante resaltar que los dos enfoques, morfologico y molecular, no son
excluyentes, por lo contrario, deben de ser utilizados en conjunto para conocer mejor la
diversidad asi como comprender las relaciones existentes entre las especies (De Ley et al.,
2005; Bhadury et al., 2008). Por consiguiente, se considera necesario fortalecer la
infraestructura taxonoémica de la nematofauna marina, es decir, consolidar una red de
trabajo, para que el codigo de barras de ADN funcione con éxito. Finalmente, la aplicacion
de un enfoque holistico nos podria ayudar a evaluar mejor la diversidad dentro del grupo

Nematoda, principalmente en lugares en donde estudios como estos son incipientes.
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