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RESUMEN

La identificacién de trematodos en estadios larvales es dificil de identificar, con la
herramienta de la citogenética se obtiene informacion de las caracteristicas de los
cromosomas para estudios futuros de citotaxondmia. La técnica utilizada en la
determinacién del complemento cromosomico de la metacercaria Clinostomum
complanatum fue a través del medio de cultivo, hidrélisis con buffer de lisis y
proteinasa “K” y tincién con Orceina PFL (Acido Propionico, Férmico, Lactico).
Como resultado se presenta que el numero diploide de cromosomas de esta
especie es 2n=20. La estructura del cariotipo es de 20 cromosomas monorrameos
tipo telocéntrico. La longitud promedio total de complemento diploide (2n) fue de
38.73 um, los cromosomas mantuvieron una variaron constante pero no
significativa para clasificarlo por grupos, midiendo el primer par cromosémico
2.31£0.09 ym y los ultimos dos pares 1.40+0.19 ym, se tiene una diferencia de
0.91 ym del primer par al ultimo par cromosémico. Descartandose la presencia de
cromosomas sexuales debido a que la metacercaria es hermafrodita. Esta
informacion podra ser usada en el area de citotaxondmia, para realizar la
clasificacion correcta de este parasito y asi dentro de acuicultura tener un eficaz

control.



1. — INTRODUCCION

Actualmente la acuicultura ha tenido un aumento considerable debido la
produccion de alimentos ricos en proteina, en los que se incluyen peces,
crustaceos y moluscos entre otros organismos acuaticos destinados al consumo.
En este sentido, la acuicultura alcanz6 los 60 millones de toneladas en el 2010
(FAO, 2012) y en el afno 2012 ha incrementado a 90.4 millones de toneladas, sin
duda seguira siendo uno de los sectores de produccion de alimento de origen
animal de mas rapido crecimiento (FAO, 2014). Sin embargo, la presencia de
agentes patdgenos reduce el crecimiento de la piscicultura y el aprovechamiento
industrial de las especies que tienen importancia econdmica, debido al efecto
desmedido de agentes patdogenos como son los virus, bacterias, hongos,
parasitos, etc., que afectan a los peces de interés comercial y los peces de acuario
u ornamentales (FAO, 2005).

Los parasitos, entre los cuales podemos encontrar a los helmintos (monogéneos,
trematodos digenéticos, cestodos, nematodos, acantocéfalos) o crustaceos
(Espinosa, 1988); que pueden parasitar distintas especies piscicolas debido a
malas practicas de sanidad en el cultivo, lo que favorece la aparicion e incremento
de la parasitosis, por lo que la importancia de muchos parasitos patégenos en la

acuicultura es indiscutible (Sitja-Bobadilla y Alvarez-Pellitero, 1993).

Los parasitos como agente patdgenos de peces constituyen una de las principales
fuentes de bioagresion y por ello las condiciones de explotacién intensiva
favorecen la aparicion de enfermedades (Kinkelin et al., 1985) que son una
limitante porque frenan el crecimiento de los peces y reducen la tasa de fertilidad
(Cable et al., 2002). Los parasitos han tenido gran importancia en aspectos
medicos, biolégicos y econdmicos; mientras que en poblaciones de peces causan
afectaciones leves, aunque existes evidencia de parasitos que han provocado la
muerte en sus hospederos (Garcia-Magafia y Lopez-Jiménez, 2008; Pérez-Ponce
de Leon et al., 1996).



Los grupos de parasitos que han ocasionado enfermedades de mucha relevancia
en los centros de produccion acuicolas, sobresalen los botriocefalosis,
diplostomiasis, centrocestiasis, postodiplostomiasis, ligulosis, clinostomiasis,
contracaeciasis y dactilogirosis (Pérez-Ponce de Ledn et al., 1996). Las
infecciones por trematodos en peces tiene importancia médica, los agentes
etiologicos mas importante son los trematodos digeneos, que causa alto nivel de
infeccion en la mayoria de los peces la transmision viene a través de la ingestion

de metacercarias (Santo, 1995; Ferre, 2001).

La presencia de tales parasitos en el medio acuatico es muy comun debido a las
altas posibilidades de encontrar hospederos del mismo medio acuatico, lo que
facilita la transmisién de un organismo a otro, de hecho es comun también la
interaccion con organismos del resto del ecosistema como son las aves, anfibios
reptiles y hasta plantas. En el sureste de México, la presencia de cuerpos de agua
como los rios, lagunas, arroyos, entre otros es frecuente sobre todo durante la
temporada de lluvias, por ello hay reportada gran diversidad de especies animales
y vegetales asociadas al medio acuatico; y con alta relacion con el medio terrestre.

En tales organismos, los estudios biologicos y de caracter ecoldgico son
practicamente inexistentes sobre todo en el caso de organismos microscopicos
como algunas especies de parasitos. El desconocimiento biolégico imposibilita el
aprovechamiento/control de algunas especies animales y vegetales, lo que hace
recomendable se realicen estudios en primera instancia en especies de
importancia econdmica. La alta diversidad de organismos acuaticos, como los
peces que han sido reportados para la region sureste de México, también ha
permitido el hallazgo de una amplia diversidad de organismos parasitos en los
cuales también el desconocimiento de su biologia es practicamente una incognita
sobre todo por tratarse de organismos microscopicos que son dificiles de observar
y por ello de estudiar.



Bajo dicho contexto la presente tesis tiene como objetivo principal, contribuir con la
biologia basica de la metacercaria Clinostomum complanatum (Digenea:
Clinostomidae) mediante el establecimiento del numero de cromosomas y la
descripcion de la estructura cromosomica en estadio mitético a partir de
especimenes recolectados de organismos infectados del ciclido nativo Petenia

splendida.



2. - ANTECEDENTES

2.1. Importancia de la Clinostomiasis en la Acuicultura

La Clinostomiasis es causada por las metacercarias del género
Clinostomum (Digenea: Clinostomidae), misma que propicia la enfermedad de la
mancha amarrilla (Thatcher, 1991; Szalai y Dick, 1988), dichos organismos son
parasitos frecuentes de peces, que son los segundos huéspedes intermediarios
que albergan las metacercarias enquistadas en varios érganos (Lo et al., 1980,
1981,1982).

La metacercaria del C. complanatum, en peces se localiza principalmente en piel,
musculos, aletas, cabeza y viseras (Kagei et al., 1984; Eiras, 1994; Mitchell, 1995),
en los sistemas de cultivos afectan al crecimiento, supervivencia, cambio de
comportamiento en su hospedero, aspecto desagradable, dar entrada a ofras
patologias y causar la muerte (Paperna, 1991; Vianna, 2001). Sin embargo, esto
genera pérdidas economicas en los sistemas de cultivos y se hace inadecuado
para el consumo humano (Chung et al., 1995; Deardoff y Overstre et al, 1991;
Isobe et al., 1994; Kifune et al., 2000). Cabe destacar que también este grupo de
parasitos genera afectaciones en humanos infectando la cavidad oral (Kitagawa et
al., 2003), causa laringofaringitis (Erias, 1994), inflamacibn en ocular
(Tiewchaloern et al., 1999) e incluso la muerte por asfixia (Kamo et al., 1962).

Los primeros huéspedes intermediarios para el C. complanatum son los moluscos
pertenecientes a varias especies: Radix auricularia Coreana (Chung et al., 1998),
R. auricularia y R. swinhoei (Lo et al., 1981), Helisoma antrosum y H.
campanulatum (Hunter y Hunter, 1935), Lymnaea stagnalis y R. ovata (Grabda-
kazubska, 1974), L. japonica y L. ollula reportados como huésped experiméntales
(Aohagi et al., 1993). Se han registrado gran diversidad de peces como segundos
hospederos intermediarios los cuales se presentan en la (Tabla 1), y en la que se



puede apreciar que el parasito también tiene la capacidad de infectar ciclidos

como del que trata este estudio, P. splendida.

Tabla 1. Listado de varias especies de Peces como segundos hospederos de
metacercarias.
Hospederos Sitio de infeccion Referencia
Rustilus rutilus Musculo, opérculo Grabda—kazubska, 1974
Aphanius dispar Base de aletas Kalantan et al., 1978
Gholami et al.,2011
Trichogaster fasciatus Opérculo y musculo Siddiqui y Nizami, 1982.

Plecoglossus altivelis

Rhamdia guatemalensis

Carassius spp

Lateolabrax japonicus, Leuciscus hakonensis
Carassius auratus

Aloophorus robustus

Capoeta capoeta gracilis
Hoplias malabaricus, Loricaria sp.,
Hoplosternum littorale, Loricariichthys

platymetopon, Parauchenipterus galeatus.

Centropomus paralelus, Cichlasoma
urophthalmus, Herichthys pearsei, Petenia
splendida, Theraps symspilum, T.
fenestratum, T. synspilum, T. helleri
Thorichthys pasionis, Parachromis
managuensis, Atractosteus tropicus,
Dormitor maculatus, Gobiomorus dormitor, C.
friedrichsthalii, .C. sp.

Cichlasoma, paranaense, Gymnotus carapo

Bases de aletas, cavidad
visceral.

Opérculo y musculo

Base de aletas
Cabeza, piel, opérculo
Base de aletas
Musculo, cavidad oral
Opérculo, musculatura,
aletas.

Base del opérculo, base
de aletas, musculo,
cavidad visceral, cavidad
oral.

Cavidad craneana, piel,
musculatura, aletas,
visceras y cabeza.

Rayos de aletas, cabeza,
parte ventral, base del
opérculo.

Lo et al., 1987.

Pérez-Ponce de Lebn et
al., 1992.

Aohagi y Shibahara, 1994.
Aohagi et al., 1995.

Chung et al.,1995
Guzman-Cornejo y
Garcia-Pietro, 1999.
Malek y Mobedi, 2001.

Dias et al., 2003.

Salgado-Maldonado et al.,
2005.

Silva-Souza
2005.

y Ludwig,

Los hospederos definitivos del C. complanatum son las aves piscivoras que

pertenecen a la familia Ardeidae: Ardea purpurea, A. cinerea, Nycticorax

nycticorax, Egretta alba, E. garzetta, E. intermedia, N. caledonicus, causandoles

inflamacion aguda en la submucosa de la cavidad oral, en el eso6fago puede

conducir a un deterioro de la deglucién y la mal alimentacién puede debilitar el

sistema inmunologico (Lo et al., 1982; Shamsia et al., 2013).



En México, no se ha registrado el primer hospedero intermediario de esta especie.
Sin embargo, en los estados de Chiapas, Michoacan y Oaxaca se han reportado
en estadio adulto en el eso6fago de las garzas (Butorides virescens, Casmerodius
albus, E. thula) (Ramos, 1995; Lamothe-Argumedo et al., 1997).

2. 2. Ciclo de vida del C. complanatum

Los huevos se dispersan en las heces de aves ictiéfagas que son su
hospedero definitivo. El huevo da origen a un miracidio cubierto de cilios que nada
libremente e infecta aun caracol, dando lugar a un esporocisto que migra al
intestino o el higado del caracol. Una vez que el esporocisto madura da lugar a
cercaria que salen del caracol, para penetrar y enquistarse en un pez
transformandose a metacercaria. El ciclo se completa cuando el pez es ingerido
por algun ave ictiéfaga, en donde la metacercaria se desenquista y migra al
es6fago y se aloja en la cavidad bucal para completar su maduracion en
aproximadamente tres dias (Olsen, 1986).

— JL\T\ metacercaria alcanza
2 E { su madurez sexual

é/ = huevos de nado libre

miracidios
S g ™
N
V @ esporocisto

cercaria

metacercaria

Figura 1. Ciclo de vida del parasito C. complanatum segun Olsen, 1986



2.3. Clasificacion Taxonomica

Reino: Animalia
Fillum: Platyhelminthes
Clase:Trematoda
Subclase: Digenea
Orden: Strigetida Parker, 1982
Familia: Clinostomatidae Luhe, 1901
Género: Clinostomum Leidy, 1856
Epiteto especifico: Complanatum
Nombre cientifico: C. complanatum

2.4. Descripcion del Organismo

Quiste esfeérico, grande y amarillento. Cuerpo aplanado dorsoventralmente,
alargado, dividido en dos porciones por una constriccion a nivel del acetabulo.
Extremo anterior truncado y posterior redondeado. Ventosa oral pequefia,
subterminal, situada en medio del anillo tegumental. Acetabulo conspicuo,
preecuatorial y mas grande que la ventosa oral. Ciegos intestinales largos vy
anchos, sinuosos en la parte postacetabular. Testiculos irregulares en su forma,
uno abajo del otro y no en contacto. Ovario intertesticular e intracecal. Utero
formando rizos entre los testiculos. Vesicula excretora en forma de Y. Poro

excretor terminal (Figura 2) (Vidal-Martinez et al., 2002).
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Figura 2. Espécimen en estadio de metacercaria de C. complanatum obtenido de

la mojarra P. splendida.

2. 5. Importancia de la Citogenética en los Parasitos

La citogenética estudia los cromosomas y sus variaciones en numero/
forma (el material hereditario organizado) bajo cualquier nivel o dimension
(Lacadena, 1996). Los cromosomas se organizan esquematicamente en un
cariotipo que contiene la suma de todos los rasgos estructurales de los
cromosomas, incluyendo el numero, tamafo y forma, que al ser constante

proporciona una caracteristica mas del material biolégico de una especie.

Los estudios citogenéticos, también son importantes porque aportan informacién
para la diferenciacion citotaxondémica de las especies, tiene aplicacion en la
filogenia y en analisis de la estructura poblacional (Cérdova y Lamas, 1997).
Ademas los rasgos citologicos puede ser usados como un complemento que
ayuda en la caracterizacion e identificaciéon de algunas especies (Eisenback,
1981).



Con los estudios cariologicos, se han desarrollado informacion basica sobre el
numero, tamano y morfologia de los cromosomas (Khanet al., 2000; Tan et al.,
2004) y ha contribuido en la comprension de los mecanismos evolutivos (Fredga,
1977; Tripathy y Das, 1988), que pueden detectar cambios que se han modificado
en un cariotipo ancestral, ya que han evolucionado a nuevas lineas (Winkler et al.,
2004). El analisis de cromosomas es de interés para el control genético,
taxonomia, y los estudios evolutivos (Macgregor y Varly, 1993; Fister et al., 1999;
Suleyman et al., 2004).

Los estudios de citogenética en los parasitos han revelado importantes aspectos
de su biologia tales como reproduccion, procesos de maduracion de los oocitos y
numero de cromosomas, asi mismo esta informacion puede ser usada como un
complemento o ayuda en la caracterizacion e identificacion de las especies
(Eisenback et al., 1981).

2. 6. Estudios en el parasito C. complanatum

Los estudios que se han realizado en referencia al C. complanatum han
sido muy pocos y algunos se han orientado en conocer su biologia y ecologia.
Bajo dicho contexto, cabe mencionar que Segovia-Salinas et al., (1993) describen
la morfologica de la especie, donde determinaron la estructura de la superficie
tegumentaria de la metacercaria, juvenil y adulto de 8 dias post-infeccién. Por otro
lado, Malek y Mobedi (2001) investigaron la incidencia de C. complanatum en C.
capoeta gracilis en el rio Shiroud Iran, los datos demostraron que este parasito se
encuentra mayormente en la zona de la boca y detras de los opérculos, no se
encuentra susceptibilidad en machos y hembras, en cuanto a la talla muestra que
los de talla grande fue mas baja la prevalencia, ademas que el estudio
hispatolégico revelé que la metacercaria causa miositis en los peces. De igual
forma, Kaur et al, (2012) analizaron las alteraciones histopatoldgicas y

hematologicas que causa la metacercaria de C. clinostomum en Nandus fiandues,
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las principales alteraciones hepatolégicas se observaron en el higado y las
alteraciones hematoldgica demostraron disminucion en el contenido de

hemoglobina y de eritrocitos, el aumento de linfocitos y granulocitos.

En lo que respecta a los trabajos realizados desde el punto de vista citogenético
en los miembros de la familia Clinostomidae, se han logrado observar a partir de
una extensa revision bibliografica que hay extenso desconocimiento en la
tematica; y solo se han realizado estudios en algunos miembros de la familia
Diplostomidae. (Barsiene et al., 1990; Barsiene, 1991; Barsiene; 1992; Barsiene,
1993; Barsiene y Staneviciute, 1991; Kaewkong et al., 2012; PetkeviCiute y
Staneviciute, 1999; Mutafova y Niewiadomska, 1988; Staneviciute y Barsiene,
1989; Staneviciute, 1991; Romanenko y Shigin, 1977).

Staneviciute et al., (1998) realizo el analisis comparativo de los cromosomas de
dos especies del genero Posthodiplostomum, utilizando la técnica de secado al
aire y la tincion con giemsa. El numero de cromosomas para las dos especies fue
de 2n=20 cromosomas, con formula cromosomica para P. cuticola de 1-5a+6-8st-
sm+9sm+10sm-m, con longitud promedio total de complemento diploide (2n) de
42.98um, P. brevicaudatumcon formula cariotipica de
1,4,8st+2,3,5,6a+7,10sm+9st-sm con longitud promedio total de complemento
diploide(2n) de 39.46um, mostrando cariotipo con menor grado de evolucion.

En otros trematodos se han realizado diversos estudios de citogenética como la
comparaciéon de cariotipos, analisis de cariotipo y estudios citogenéticos.
PetkeviCiute y Staneviciute (1999). Realiz6 la caracterizacion del cariotipo de
Apatemon gracilis, usando la técnica secado al aire y detecté que esta especie el
numero de cromosomas es 2n=20, que fueron clasificados en dos grupos: cinco
pares relativamente grandes y cinco pares pequefios, 1sm-m (submetacéntico-
metacéntrico), 2st (subtelocéntrico), 3,5a (acrocéntrico), 4, 9,10m, 6sm, 7,8sm-st.
Mencionan también la aparicibn de un cromosoma “B”. Sin embargo estos

estudios se han utilizado como comparacién de cariotipo entre especies como lo
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realizado por Kira et al., (2012), quienes realizaron la comparacion de los
cariotipos de especies de la familia Opisthorchiidae, usando la técnica de FISH
con bandeo “C”. Los cariotipos de Opisthorchis felineus, O.viverrini, Metorchis
xanthosomus, M. bilis y Clonorchis sinensis consisten de 2n=14, con dos pares
grandes de cromosomas msm y cinco pares msm pequefios de cromosomas, solo
O. viverrini mostré 2n=12, lo que indica la fusién de dos cromosomas del cariotipo
ancestral de los opisthorchiidae. Asi mismo Kaewkong et al., (2012) realizaron el
analisis del cariotipo O. viverrini, con la técnica FISH. El numero cromosdmico
haploide fue de 1n=6 cromosomas vy el diploide de 2n=12. Compuesto por 1-3m,
4sm-st, 5st-a, 6a. Con esta investigacion dieron a conocer el primer analisis del
cariotipo completo de O. viverrini por microscopia electronica de barrido.

12



3. - JUSTIFICACION

En la acuicultura, un tema de importancia es el control de la afectacion del
parasitismo. Debido a que es una limitante en el crecimiento y reproduccion de los
peces, generando pérdidas econdmicas; ademas de causar enfermedades en los
humanos a consecuencia de los parasitos presentes en los peces. Los trematodos
han causado dafos importantes dentro del sector acuicola, como es el caso del C.
complanatum, en su estadio de metacercaria puede ser observada a simple vista
sobre la piel, musculo, viseras y branquias de los peces. Las afectaciones de este
parasito en gran cantidad, genera condiciones de estrés en los peces y pueden
llegar a provocar mortalidad en los sistemas de cultivos. Mientras que en el
hombre puede ser utilizado como hospedero definitivo causandole afectaciones a

su calidad de vida.

Es bien conocido el amplio desconocimiento biolégico que existe en muchas
especies de parasitos, esta problematica incluye también a las metacercarias de
C. complanatum. En este caso se hace uso de la citogenética para agregar
caracteres que permitan realizar la descripcibn y caracterizacion de los
cromosomas para la determinacion del cariotipo del C. complanatum. Esta
informacién podra ser aplicada en las areas de taxonomia y citotaxonomia, ya que
se ha observado que algunas especies de parasitos han sido clasificadas
erroneamente, cabe destacar que la correcta identificacion y clasificacion de
parasitos que afectan a los organismos cultivados nos permitira mejorar el control

en los sistemas de produccién acuicola.
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4. - OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Describir el cariotipo del parasito C. complanatum en la etapa de metacercaria.

4.2 Objetivos particulares

a) Determinar el numero cromosémico modal diploide C. complanatum.

b) Determinar la posicion del centromero en cada uno de los cromosomas del C.

complanatum.

c) Determinar el numero fundamental o numero total de brazos de los

cromosomas de la C. complanatum.
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5. - MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencidon de muestras

Los adultos de Petenia splendida (Gunther, 1862) (Cichlidae), conocida
comunmente como Tenguayaca, con peso promedio 230 + 20 g, se obtuvieron del
Laboratorio de Genética de la Division Académica de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco. Los peces fueron mantenidos en
tanques de 3000 | dentro de un sistema de recirculacion que dispuso de agua libre
de cloro a una temperatura entre 28-29 °C y aireacion continua que permitio que el
oxigeno se mantuviera en 6.40 + 0.28 mg/l. También, el 10 % del volumen total de
agua, fue reemplazado diariamente, todo ello dentro de las instalaciones del
Instituto de Ciencias Bioldgicas, en el Centro de Investigaciones Costeras
(CEICO).

Se sacrificaron cinco peces con una sobredosis del anestésico MS-222
(metanosulfonato tricaina, Argent, Laboratories, Inc., Redmond, WA, USA), con la
concentracion de 1 g/L de agua y fueron mantenidos a temperatura ambiente
durante la extraccion de los parasitos (Arias-Rodriguez, 2014 comunicacion
personal). Por otro lado, los procedimientos de manipulacion de los peces
cumplieron con los términos del Comité para el Uso Etico de los Animales

Experimentales.

Todos los ejemplares fueron revisados externamente (aletas dorsal, pélvica,
pectoral, caudal, anal) e internamente (branquias, musculo, cavidad cefalica y
organos), para la colecta de las muestras se utiliz6 una aguja de diseccion, los
quistes fueron colocados en cajas de petri con agua destilada durante 5 minutos
con el fin eliminar restos de sangre y tejido muscular del pez. Posteriormente, se
adoptd el procedimiento recomendado por (Arias-Rodriguez et al. 2008), para ello
las metacercarias fueron colocadas en microtubos de 1.5 ml y alli se les agrego
500 pl de medio de cultivo para leucocitos (Kreatech, Diagnostics®) y 100 pl de
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colchicina al 0.005%. Posteriormente, los tubos fueron colocados durante seis
horas en una incubadora que se mantuvo a 38.0+1.0°C, dicho medio permitié que
las metacercarias se mantuvieran vivas y que llevaran a cabo sus actividades
metabdlicas normales, debido a que este medio de cultivo posee nutrientes
similares a los que provee el plasma sanguineo del hospedero (Arias-Rodriguez,

2014 comunicacion personal).

Se retiraron las metacercarias de los microtubos en incubacion y se colocaron en
nuevos microtubos limpios para hidratar con agua destilada durante 2 horas a
38.0+1.0°C, la hidratacion es importante porque les da un mayor volumen a las
células, asi poderse romper con facilidad con el choque mecanico (Arias-
Rodriguez, 2014 comunicacién personal).

Se realiz6 el ablandamiento de las metacercarias colocandolas en microtubos de
1.5 ml, se les agrego 50 ul de buffer de lisis (2 ml de Tris-Cl 1mM con pH 7.5 + 4
ml de EDTA 0.5 M+ 10 ml SDS al 10%+48 gr de urea 4 M) y 50 ul de proteinasa K
durante 30 minutos, luego se extrajeron las metacercarias y se lavaron con agua

destilada para quitar el excedente de sales (Arias-Rodriguez, 2007).

Posteriormente, se colocé una metacercaria por portaobjeto, agregando luego 3
gotas de acido aceético al 50 % y 2 gotas de Orceina FLP al 20% (33.33 ml acido
férmico + 33.33 ml acido lactico + 33.33 ml acido propionico + 1gr de Orceina) por
ultimo, se colocod un cubreobjetos realizando un ligero aplastado (Squash) vy
sellandolas con esmalte de acrilico transparente (Arias-Rodriguez, 2014

comunicacion personal).

5.2 Analisis de muestras

Los analisis de microscopia se realizaron en el Laboratorio de Acuicultura
Tropical en la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez

Auténoma de Tabasco, mediante un microscopio Axio Scope.A1 (Carl Zeizz®)
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adaptado con una camara AxioCam ERcSs (Carl Zeizz®) y con el empleo del
programa SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011).

Las mejores fotos de las dispersiones cromosomicas fueron digitalizadas con el
objetivo 100X+1.25X del optovar (Arias-Rodriguez et al. 2008). La frecuencia del
numero de cromosomas o numero modal diploide, se determind por conteo directo
sobre las imagenes empleando los programas SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy
GmbH, 2011) y Photoshop® cs 8.0 (Adobe®).

De las mejores dispersiones cromosomicas los brazos de los cromosomas
individuales fueron medidos en micrometros con las herramientas del programa
SEN/2011 (Carl Zeizz® Microscopy GmbH, 2011) y manualmente en foto impresos
de alta resolucion (Arias-Rodriguez et al. 2008). Dichos valores fueron empleados
para calcular el promedio y desviacion estandar a cada brazo cromosémico largo

(9) y por par homologo.

También se calcularon los parametros citogenéticos propuestos por Levan et al.
(1964), siendo ellos, la longitud relativa [longitud en micrometros de cada
cromosoma/Longitud en micrometros del complemento cromosdmico diploide en
micrometros (100)] y la clasificacion cromosomica se basoé en el criterio de Levan
et al. (1964) y para armar el cariotipo los cromosomas individuales, fueron
recortados con el programa Photoshop CS 8.0.1 (Adobe®) y estos fueron
insertados en base en su longitud para ensamblar el cariotipo con las
herramientas de dibujo del programa Microsoft Word 2011° (Arias-Rodriguez et al.
2008).

Se establecié el numero fundamental (NF), conforme al total de brazos

cromosomicos del complemento cromosomico diploide. Se generd el histograma

fundamentado en la longitud de brazos q en ym.
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6. - RESULTADOS

Se obtuvieron 50 preparaciones cromosdmicas, las cuales se revisaron
exhaustivamente bajo el microscopio Optico, encontrandose 150 metafases
cromosomicas de alta resolucion en mitosis, de ellas fueron seleccionadas 67

dispersiones metafasicas bien dispersas y sin cromosomas traslapados.

El conteo correspondiente de las 67 campos mitoticos en metafases se encontrd
variacion en el numero cromosoémicos que fue de 10 (1.4%) y hasta 26 elementos
cromosomicos (10.45%). El analisis de frecuencias indico que el numero
cromosomico modal diploide corresponde a 2n=20 cromosomas, con el 59.70%
del total de células analizadas (Figura.3).

Moda

40 (59.70 %)
40

35 4

30

25 +

20

10 | 8 (11.94%)
; 6 (8.96%) 7(10.45%)

Q =- 0 5SSO O O = m

5 3(4.48%)
- 1(1.4%)

2 (2.99%)

10 11 15 18 20 22 26
Numero cromosoémico

Figura 3. Frecuencia del numero de cromosomas, porcentajes que representan y

la moda en mitosis de la metacercaria C. complanatum
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Se seleccionaron siete de las mejores metafases (Fig. 4 B, C y D), de las cuales
se observd claramente la morfologia cromosomica y de ellas se ensamblo el
cariotipo promedio de la especie. Las células en mitosis del parasito C.
complanatum, esta conformado por un cariotipo que se compone de 20
cromosomas monorrameos de tipo telocéntrico “T” (Figura 4). El centromero de
cada cromosoma se ubicaba en la region telocéntrica en acuerdo con Levan et al.
(1964).

En la longitud promedio por par cromosémico del cariotipo C. complanatum, se
encontrd variacion constante de un par cromosdémico a otro, midiendo el primer
par cromosomico 2.31+£0.09um y el ultimo par 1.40 £0.19um (Tabla 2). La longitud
promedio total del complemento diploide (2n) de C. complanatum es de
38.73+1.89um.

Con la clasificacidn realizada segun levan et al., (1964), se elabor6 el ideograma
(Figura 5), en el cual muestra el acomodo de los cromosomas que van de mayor a
menor en funcion del indice centromérico. ElI numero total de brazos

cromosomicos o numero fundamental (NF), fue de 20 brazos cromosémicos.
Por otro lado, no fue posible identificar diferencias heteromorficas que

correspondan a cromosomas sexuales entre las metafases del parasito que fueron

analizados.
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6 7 8 9 10

Figura 4. Cariotipo de la metacercaria C. complanatum, se caracteriza por mostrar
2n=20 cromosomas (A), siendo todos de tipo telocéntrico. Las fotografias B, Cy D

muestran los cromosomas mitéticos en metafase de células somaticas.
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Tabla 2. Parametros citogenéticos del cariotipo en mitosis de la metacercaria
tropical C. complanatum (Digenea: Clinostomidae).

Longitud Longitud
promedio en umde g promedio relativa de q £
Par cromosomico + D.E. D.E. Clasificacion
1 2.31 +£0.09 5.97 +0.31 T
2 2.20+0.12 5.68 +0.22 T
3 2.16 £ 0.15 5.57 £0.22 T
4 2.08 +0.14 5.36 £ 0.24 T
5 1.98 +0.12 5.12+0.25 T
6 1.95 +0.09 5.05+0.19 T
7 1.86 +0.15 4.80 +0.23 T
8 1.79+0.15 4.62 +0.21 T
9 1.64 +0.20 4.23+0.34 T
10 1.40 +0.19 3.60 +0.38 T
g=brazo largo, pum micrometros, D.E=.desviacion estandar, T = cromosoma

telocéntrico.
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Figura 5. Ideograma representativo del cariotipo en mitosis por par cromosoémico

de metacercaria C. complanatum.
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7. - DISCUSION

El estudio citogenético de una especie permite conocer las relaciones
evolutivas, determinar el origen de una especie o género y los eventos que se han
dado en el camino de la especiacion, por lo que se le considera una herramienta

importante en las investigaciones sistematicas (White, 1957).

Asi mismo permite a futuro sentar las bases para identificar en algun gen de la
especie para luego ubicarlos en el mapa cromosémico. Las caracteristicas
cariologicas son generalmente especificos de las especies y en consecuencia
podria estar relacionado con la distancia evolutiva entre categorias taxondmicas
(Dudinin, 1976).

Por lo anterior, en el presente trabajo se determiné el cariotipo de C.
complanatum, encontrandose que el numero de cromosomas es de 2n=20
cromosomas todos monorrameos. Dichos resultados son congruentes con la
literatura actual, que sefala que los trematodos digeneos se caracterizan por
poseer un numero de cromosomas de 2n=20-22 (Brooks et al. 1985) (Tabla 3).
Aunque con variaciones en su morfologia y probablemente tamafrio, ello atiende a

diferencias en su calificacion.

Ello es congruente con el hecho de que en algunas especies de trematodos, existe
la tendencia evolutiva desde el punto de vista citolégico en disminuir el numero
cromosomico debido a fusiones y translocaciones (Puente y Short, 1985). Mientras
que en otras, el fendmeno es contrario al aumentar el numero cromosémico

diploide mediante la fisidbn centromérica (Birstein y Mikhailova, 1990).
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Tabla 3. Numero de cromosomas y estructura de los cariotipos de trematodos segun el esquema
filogenético de Brooks et al. (1985).

Especie 2n= Estructura del cariotipo Autor
Fasciolidae
Fasciola sp. 20 4sm +2smst+2stsm+ 10 st+2t  Moriyama et al., 1979.
F. hepatica 20 sm Romenenko y Pleshanova 1975.
F. gigantica 20 a Romenenko y Pleshanova 1975.
Opisthorchiidae
Opisthorchis felineus 14 - Romenenko, 1973.
Metorchis intermedius 14 10m+2sm+2a Barsiene, 1993.
Diplostomatidae
Diplostomum 20 8m+2sm+2a+8t Romenenko y Shigin, 1977
spathaceum
D. indistinctum 20 8m+4sm+8t Romenenko y Shigin, 1977.
D. mergi 20 10m+10t Romenenko y Shigin, 1977.
D. pseudospathaceum 20 2m+8st+ 10t Mutafova, Niewiadomska,
1988.
D. paracaudum 20 6m+6sm+8st Barsiene et al.,1990;
Barsiene y Staneviciute,
1991.
Strigeidae
Apatemon gracilis 20 6m+4sm+4sm-st+2st+4a Petkeviciute, 1991.
A. minor 20 2m+6sm+4st+2a-st+6a BarSiene, 1987.
A. fuligulae 20 4 m+ 8 sm + 4 st + 6 a + BarSiene, 1990.
cromosoma B-t
Notocotylidae
Notocotylus attenuatus 20 4m+4sm-m+4sm+8a Petkeviciute y BarSiene 1988.
N. imbricatus 20 2m+10sm+2st+6a PetkeviCiute y BarSiene 1988.
N. ephemera 20 2m+6smm+4sm+2st+6a PetkeviCiute y BarSiene 1988.
N. noyeri 20 2m+2msm+4sm-+4st+8a PetkeviCiute ef al., 1989a.
Notocotylus sp 20 2m+6sm+4st+8a BarSiene et al., 1990.
Cyclocoelidae
Cyclocoelum oculeum 20 4m+6sm+8st+2a Taft, Le Grande, 1979
C. bivesiculatum 20 - Dhingra, 1954.
Philophthalmidae
Philophthalmus 20 e Kahlil y Cable, 1968.
megalurus
Ph. indieus 20 2sm+2a+16t Subramanyam et al., 1977.
Ph. gralli 20 8sm+12a Lo Verde, 1978; Grossman y Cain,
1981.
Echinostomatidae
Parorchis acanthus 22 e Rees, 1939
Echinostoma 22 - Churchill, 1950
reuolutum
E. revolutum 22 2m+4sm+2st-sm+ 10st+4 a BarSiene y Kiseliene, 1991
E. revolutum 22 2m+2sm-m+4sm+ 14 st Barsiene, 1993
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El C. complanatum, presentd cromosomas que midieron desde 2.31+0.09um en el
par mas grande y hasta 1.140+0.19um el par mas pequefio, mantuvieron una
variacion constante, pero no significativa para poderlas agruparlos por tamafnos

grades y pequefios.

La estructura de agrupar cinco pares cromosomas grandes y cinco pares
pequefios es una caracteristica para trematodos, presenta en el género
Apatemon, A. cotylurus (BarSiene et al., 1990; BarSiene; 1992) A. gracilis
(Petkeviciute y Staneviciuté, 1999), en la familia de Diplostomidae (Romanenko y
Shigin, 1977; Mutafova y Niewiadomska, 1988; Staneviciuté y BarSiene, 1989;
BarSiene et al, 1990; BarSiene, 1991; BarSiene et al, 1991; BarSiene vy
Staneviciuté, 1991; Staneviciuté, 1991; BarSiene, 1993).

El parasito C. complanatum presenta 20 cromosomas monorrameos clasificados
como de tipo telocéntrico, este tipo de cromosomas esta presente en los
Diplostomidae: Diplostomum indistinctum 8m+4sm+8t, D.mergi 10m+10t, D.
pseudospathaceum 2m+8st+10t, D. spathaceum 8m+2sm+2a+8t. (Brook et al,,
1985). En los diplostomidae, se asumen que le conjunto de cromosomas
subtelocéntrico, submetacéntrico y metacéntricos es fundamental dentro de la

familia.

Han sugerido que a partir de un cariotipo 10 o 11 pares cromosomas
monorrameos de tipo telocéntrico o subtelocéntrico es una caracteristica primitiva
de trematodos y del suborden strigeidos (Benazzi y Benazzi-Lentati, 1976;
Grossman y Cain, 1981; Grossman et al., 1981).

Los trematodos son organismos que mantienen caracteristicas conservadoras y
sus cariotipos tienden a tener el mismo numero de cromosomas estrechamente
relacionado con la morfologia cromosomica sobre el género e incluso de la familia

del nivel taxondmico (BarsSiene, 1993).
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En los estudios que se han realizado en los trematodos (BarSiene et al., 1990;
BarSiene, 1991; BarSiene; 1992; BarSiene, 1993; BarSiene y Staneviciute, 1991;
Kaewkong et al., 2012; PetkeviCiute y Staneviciute, 1999; Mutafova vy
Niewiadomska, 1988; Staneviciuté y BarSiene, 1989; Staneviciute, 1991;
Romanenko y Shigin, 1977), no han identificado cromosomas sexuales debido al

tipo de reproduccion que presenta de hermafroditas.
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8. - CONCLUSIONES

El cariotipo tipico de la metacercaria C. complanatum, esta formado por
2n=20 cromosomas todos monorrameos y de tipo (t) telocéntrico, los cuales fueron
clasificados basado en las longitudes relativas y los calculos de parametros
citogenéticos establecidos por Levan et al. (1964).

En los trematodos digeneos, este numero de cromosomas es una tendencia
evolutiva para mantener el numero diploide igual o aproximadamente, lo que
parece ser que presenta caracteristicas ancestrales, asi mismo sefialan que la
disminucién del numero de cromosomas por fusiones centroméricas; es decir
presencia de cromosomas birrameos o con dos brazos cromosdémicos describen a

grupos relativamente avanzados desde el punto de vista carioldgico.

No se encontraron cromosomas sexuales para el C. complanatum ya que estos

organismos son hermafroditas.
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9. - GLOSARIO

Buffer de lisis: Es una solucion tiene la funcion de romper la membrana para

liberar al nucleo.
Cariotipo: Es el conjunto de cromosomas de una célula en metafase, ordenados

de acuerdo a su morfologia y tamafno, que caracterizan una especie.

Citotaxonomia: Ciencia que establece la identificacion en base a caracteristicas
cromosomicas, tales como el numero de cromosomas, su tamafo la pocién del

centrémero, la forma y comportamiento de los cromosomas.
Colchicina: Compuesto alcaloide que inhibe la formacidn del huso mitético
durante la division celular.

Diploide: Numero de cromosomas de la mayoria de las células somaticas y que

es el doble del numero de cromosomas de los gametos.

Cromosomas: Son estructuras que se encuentran en el centro (nucleo) de las

células que transportan fragmentos largos de ADN.

Cromosomas homdlogos: Pareja igual de cromosomas, uno proveniente de

cada progenitor, que muestra los mismos locus génetico en idéntico orden.

Hermafrodita: Organismo que presenta oOrganos sexuales masculinos vy

femeninos.

Hidrélisis: Proceso de la degradacion la pared celular y la pectina de las uniones

intercelulares.
Hospedero: Organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre si.

Ideograma: Es la representacion grafica de un cromosoma, se muestra la relacidon

existente entre el brazo corto y el largo, posicion del centromero.
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Medio de cultivo: Es un sustrato o una solucion de nutrientes que permite el

desarrollo de microorganismos
Metacercaria: Una de las etapas de los trematodos.

Metafase: Estadio de la division celular en el que los cromosomas han logrado su
maxima condensacion. Es la etapa en que se estudian los cromosomas con mas
facilidad.

Mitosis: Divisién de las células somaticas de la que resulta la formacién de dos
células hijas; cada una de éstas posee el mismo complemento de cromosomas
que la célula madre.

p: Brazo corto de un cromosoma.

Orceina: Es una sustancia que se utiliza para tefiir y ver las distintas fases de los

cromosomas en la division celular.

Proteinasa K: Es una enzima que degrada las proteinas de las membranas

celulares.

Telocéntrico: Cromosoma que tiene el centrbmero en un extremo, este

cromosoma solo tiene el brazo largo.
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