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Resumen

Los rotiferos son organismos multicelulares, pseudocelomados microscopicos.
Reciben su nombre por poseer una corona ciliada en la parte apical de la cabeza,
la palabra en latin "rota” qué significa ruedas y “ferre” qué significan portadores por

lo cual su nombre se traduce en “"Portadores de ruedas’.

Adineta vaga es un rotifero de la clase bdelloidea sin reproduccion sexual y con
ciclo de vida corto. Esto lo coloca como un posible organismo modelo para

muchos experimentos en diferentes areas de estudio.

El sistema muscular de los rotiferos de la clase bdelloidea no ha sido descrito
extensamente y es un elemento muy importante que se utiliza frecuentemente en
la generacion de arboles filogenéticos. Ademas, presenta retos importantes a

futuro en el conocimiento del sistema locomotor de los rotiferos en general.

Con el fin de observar los detalles del sistema muscular de A. vaga se utilizé
faloidina acoplada al indicador fluorescente rodamina la cual marco la actina del
citoesqueleto. Posteriormente se observo la muestra por medio de microscopia de

epifluorescencia, se tomaron microfotografias y se analizaron las imagenes.

Después del procesamiento de las imagenes se realizaron las siguientes
observaciones: los musculos de las fibras sensoriales de los bigotes localizados
en la parte apical de la cabeza, lo que indica que en esta region también se
encuentran fibras musculares, caracteristica que no se habia reportado

previamente.

Posterior a estas se encontré el musculo del rostrum. Alrededor de toda la cabeza
se encontr6 el musculo de la cabeza y en la parte media de la cabeza se encontro
un par de musculos denominados musculos longitudinales de la cabeza, que

llegan hasta la parte media del cuerpo.

En la parte ventral de la cabeza se lograron observar otro par de musculos del
rake, los que podrian estar implicados en el movimiento de esta parte Unica en el

género Adineta. También en la cabeza se encontr6 un par mas de musculos



requeridos para la retraccion de toda la cabeza: los musculos retractores de la

cabeza.

En el tronco se logré6 observar el musculo con mayor actividad en todo el
organismo, el musculo del mastax. También se observé un muasculo no descrito

hasta ahora: el anillo de la cloaca.

En el pie de A.vaga se encontraron dos pares de musculos el musculo retractor y
el musculo longitudinal del pie. Los musculos del pie se limitaron a la parte ventral

del organismo.

Los musculos mas caracteristicos de estos organismos son los musculos
circulares que se observan a lo largo de todo el cuerpo. Se encontraron trece
musculos que se extienden contralateralmente a lo largo de la seccion dorsal del

tronco, ninguno de estos se observo cerrado en la parte ventral.

En conclusiébn se hace una descripcion general del sistema muscular del
bdelloideo A. vaga el cual podria ser utilizado para fines de identificacion, para
colocarlo en arboles filogenéticos e incluso para estudios mas detallados de las
capacidades locomotoras de esta especie. También se desarroll6 una metodologia
para su fijacion y tincion siendo un primer trabajo para impulsar a A.vaga como
organismo modelo en diversas areas de estudio tales como las neurociencias,

biologia del desarrollo, evolucién, etc.
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INTRODUCCION

Generalidades de los rotiferos

Los rotiferos son micrometazoas bilaterales (Remane, 1929), son cosmopdlitas de
vida libre aunque algunos son epizéicos y en menor numero parasitos (May,
1989). Aunque hay autores que no estan de acuerdo con su distribucidon
cosmopodlita ya que recientes trabajos muestran que existe una gran correlaciéon
espacial en comunidades locales pero en comunidades separadas hay mucha
disimilitud, por lo tanto estos trabajos reportan que no son cosmopdlitas si no
existen muchas especies cripticas (Robeson et al., 2011).

Los rotiferos se dividen en tres clases; monogonontas con 1500 especies,
bdelloideos con 400 especies y seisonidea con 3 especies (Sorensen, 2002). El
tamafio de estos organismos varia desde 100 um en el caso del género Brycella
(Wilts et al., 2010), hasta 2 mm en el caso del género Asplanchna (Ajah, 2008).

Los rotiferos poseen dos caracteristicas diagndsticas: 1) la corona y 2) el mastax.
La corona se encuentra en la parte apical de la cabeza, la cual utilizan en
locomocion especialmente nado y generacion de corrientes para atraccion de su
alimento, normalmente esta compuesta por dos franjas del trochus (ruedas) y el
cingulo, que a su vez estan rodeadas de cilios.

El méastax es una faringe compuesta por mandibulas llamadas trophi que le
ayudan a desgarrar y triturar el alimento (Figura 1), después el mismo mastax
empuja el alimento al estbmago del rotifero para su degradaciéon. Existe una gran
variedad de trophi, cuyas caracteristicas dependen del tipo de alimento del
organismo (Willem, 1998).

El organismo se divide anatomicamente en tres partes: 1) la cabeza y cuello ,2) el
tronco o cuerpo y 3) el pie; aunque existe una gran diversidad de formas en estos
organismos (Wallace, 2001) (Figura 2).

Los rotiferos han sido de utilidad como bioindicadéres de aguas perturbadas
(Arora, 1964) y de gran importancia en la industria acuicola como alimento béasico
de algunos peces y camarones. (Casé et al., 2008; Srivastava et al., 2012). La
importancia de la descripcion del sistema muscular en estos organismos es
conocer Yy localizar cada musculo para entonces poder indagar y proyectar futuros
trabajos sobre su locomocion, fisiologia, desarrollo, hasta cosas mas especificas
como canales i6nicos o conexiones neuromusculares. Siendo un trabajo
puramente descriptivo se logré obtener la diversidad y localizacién muscular de
A.vaga, también se logré una metodologia para su tincion y fijacién.



Fig. 1 Diversidad del mastax de los rotiferos, a-h; Bdelloideos, i-p Monogonontas. (Fontaneto y
Melone, 2005).



Trochus ]
Corona
— Cingulo
Boca Cuello
Trophi Mastax
Esdfago
Estomago
Tronco
Intestino
—  Ano
Pie
Glandula del pie
— Dedos

Fig. 2. Division anatémica de los rotiferos. La corona y el cuello forman la cabeza, el tronco la parte
media del organismo y el pie en la parte posterior. (Wallace, 2001).
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Bdelloidea

Los bdelloideos constituyen el segundo grupo mas diverso de los rotiferos. Estos
organismos tienen dos caracteristicas autopomorficas; 1) Reproduccion
partenogenética obligada (Gilbert, 1983) y 2) Anhidrobiosis (Ricci, 1998) que mas
adelante se explicaran con mayor detalle. Los bdelloideos se dividen en tres
familias: Philodina, Philodinavida y Adineta. En las cuales existen 19 géneros y
cerca de 400 especies (Donner, 1965). Este taxdén es el mas amplio y diverso
conocido sin reproduccién sexual en el reino animal (Bell, 1982).

Muchos de estos organismos habitan en musgos y liquenes con poca agua, 0 en
lagos con poca corriente, la mayoria puede nadar y fijarse a la superficie o al
detritus del medio para su alimentacion. La mayoria de los bdelloideos no pasan
de las 700 p de longitud a excepcién de Rotaria neptunia que llega a medir mas de
1 mm (Grinson et al., 2010).

Todos los rotiferos poseen un rostrum apical con una estructura retractil para
reptar, una antena dorsal o lateral al parecer unida por fibras al ganglio cerebral, y
una boca ventral rodeada de cilios, esta forma la corona y es diferente en las tres
familias (Melone y Ricci, 1995). En algunos bdelloideos se pueden observar los
0jos como pequeiias manchas rojas, localizadas en la parte dorsal del ganglio
cerebral, estos 6rganos son fotosensibles muy importantes para el nado de los
rotiferos aunque este sistema es muy primitivo (Clement, 1980).

En los bdelloideos el mastax tiene una morfologia Unica, llamada “ramate”, la cual
es una estructura simétrica bilateral, con tres partes pareadas: ‘'manubrio” que es
la parte externa, “unci” que son los dientes y los “ramis™ que conectan toda la
estructura. (Fig. 3) (Melone et al., 1998).

11



Fig. 3. Morfologia unica del mastax de los rotiferos bdelloideos, u; unci, ma; manubrio, ra; ramis.
(Melone et al., 1998).

En los bdelloideos existen dos caracteristicas autopomarficas importantes, esto es
caracteristicas presentes Unicamente en este taxén (Morrone, 2003), que han sido
objeto de diversos trabajos.

Una de estas caracteristicas es la reproduccion asexual, lo que es poco comudn en
los metazoarios y en todo el reino animal (Bell, 1982). Estas observaciones han
llevado a pensar a algunos evolucionistas que aquellos organismos que
abandonan la reproduccion sexual, estan destinados a la extincion y evolucion
limitada (Maynard, 1986) por lo cual diversos estudios han tratado de contestar la
pregunta de cdmo es que estos organismos adquieren diversidad genética ya que
se ha visto que la produccion del ovocito se da por division mitética sin
disminucién cromosomal (Welch y Meselson, 2011). El registro fésil mas antiguo
de un bdelloideos es de 35 a 40 millones de afios, y no presentaban reproduccion
sexual por lo que se le ha llamado “organismo ancestral asexual” (Poinar y Ricci,
1992)

Existen algunos trabajos donde queda de manifiesto la existencia de transposones
de ADN en mayor cantidad en las regiones subteloméricas que en otros eucariotas
(Arkhipova y Meselson, 2005), pero inesperadamente el genoma del bdelloideo A.
vaga esta compuesto de tan solo 3% de retrotransposones, que es el menor
porcentaje descrito en los metazoarios secuenciados hasta el momento; en
contraste el nimero de genes en esta especie sobrepasa el promedio de cualquier
otro genoma conocido dentro de los metazoarios (Flot et al 2013).
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La transmision horizontal masiva de genes ha sido evidenciada en varios rotiferos
incluyendo A. vaga. Este mecanismo estaba documentado sélo para procariotas y
eucariotas unicelulares. La transferencia horizontal de genes es la adquisicién de
genes de un organismo a otro, que en el transcurso del tiempo son codificados y
heredados, siendo este mecanismo una manera importante de adquirir diversidad
genética (Meselson et al., 2008). EI genoma de A. vaga revela que el 8% de este
fue adquirido por transferencia horizontal (Flot et al 2013).

La anhidrobiosis es la segunda caracteristica autopomorfica interesante en estos
organismos y fue descrita por vez primera en el afio de 1702 por el padre de la
microbiologia Anton Van Leeuwenhoek (Tunnacliffe y Lapinski, 2003). El termino
anhidrobiosis fue introducido para describir el estado de animacién suspendida al
sufrir desecacion (Giard, 1894). Se conoce la anhidrobiosis en tres diferentes
organismos: en nematodos, tardigrados y rotiferos. Esta caracteristica es
ampliamente estudiada para el desarrollo de misiones espaciales y 6rganos
procesados para trasplantes y vacunas resistentes a desecacién de importancia
medica (Ricci y Boschetti, 2003. Pereira y Lopes-Cendes, 2009).

13



Adineta vaga

Es un organismo de 200 a 700 um de largo, transparente, su rostrum es
ligeramente ciliado, con bigotes de cilios cortos, en el género Adineta no existe
corona ciliada retractil y no puede nadar. Esta especie solo se puede arrastrar por
el fondo, carece de trochi y tiene un campo ciliado ventral, parecido a un rastrillo
(‘rake”). La cabeza es ancha, el mastax es muy pequefio y cada uncus tiene dos
dientes principales. El pie esta bien desarrollado con dos espinas laterales. En la
Fig.4 se muestra A. vaga, bajo microscopia de luz optica.

Es muy activo y la mayoria de estos organismos viven en los sedimentos de agua
y son muy comunes en musgos Y liguenes (Ricci y Melone, 2000). Tiene un ciclo
de vida de 17 dias, el organismo desarrollado dentro del huevo tarda 2 dias en
eclosionar y son reproductivos durante toda su vida (Ricci, 1983).

Se han encontrado especies cripticas en el género Adineta siendo A.vaga una de
las mas globalmente encontrada, este trabajo se basé en andlisis de la citocromo
oxidasa | (COIl) de DNA mitocondrial (Fontaneto et al., 2010). Se refiere como
especie criptica a aquellas que son clasificadas como diferentes especies
nominales pero son morfolégicamente idénticas. Esto es importante en estudios
de evolucion y filogenia ya que se piensa que la diversificacion de nuevas
especies puede surgir sin cambios morfolégicos (Bickford et al., 2006).

A. vaga es un candidato a organismo modelo por sus caracteristicas y su facil
mantenimiento en laboratorio. Ademas de ser un candidato para estudiar cambios
micro y macroevolutivos (Fussmann, 2011). El estado de anhidrobiosis o estado
“tun” en A.vaga es dificil de evitar al tomar muestras para fijacion y marcaje por lo
gue se desarrolld6 una metodologia para poder obtener una mejor observacién del
sistema muscular.
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Fig.4 Adineta vaga Microscopia Optica 320 pm.
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Sistema muscular en el filo Rotifera

Existen varias investigaciones que describen el sistema muscular en rotiferos. Por
ejemplo el de Asplachnopus multiceps, un rotifero Monogononta depredador y
nadador (Kutikova, 1970), en el que se encontraron cinco muasculos circulares a lo
largo de su cuerpo, y tres musculos retractores en la parte ventral, dorsal y lateral,
en el pie se observé un par de musculos retractores y muchas fibras a través del
cuerpo (Kotikova et al., 2004).

Por otra parte, en Acyclus inquietus un rotifero que sufre diversos ciclos de
metamorfosis, y que en estado adulto pierde la corona y pasa a ser sésil (Leidy,
1882), su sistema muscular consta de musculos circulares y longitudinales en
todas las etapas de desarrollo. Cuatro de estos musculos pertenecen a la cabeza
y son completos, mientras que los de la region ventral son incompletos. En cuanto
a los masculos longitudinales se observaron dos en la region ventrales, cuatro
laterales y dos dorsales, y la mayoria se encuentran adyacentes en el pie para su
fijacion al sustrato (Hochberg et al., 2010).

En Brachionus urceolaris se encontraron cuatro musculos circulares completos
alrededor de todo el organismo, estan descritos tres pares de musculos
retractores, uno en la cabeza y dos en el pie. También tres pares longitudinales,
uno en la parte dorsal, uno lateral y uno ventral (Santo et al., 2005).

En Floscularia ringens un organismo sésil que al igual que Acyclus inquietus forma
tubos gelatinosos llamados colotecas y forman pequefias torres en donde muchos
organismos sobreviven (Wright, 1950), se encontraron cuatro l6bulos en la parte
de la corona, con un grupo de musculos circulares de diferentes tamafios en la
corona, con tres pares de musculos longitudinales de la cabeza al pie y sin
musculos retractores (Santo et al., 2005).

En Hexarthra mira se describieron dos bandas en forma de "C" alrededor de la
corona y un musculo circular que se une con la boca, el cuerpo contiene seis
apéndices dos en la parte dorso-ventral, dos antero-lateral y dos posterior-lateral.
(Santo et al., 2005). La morfologia de este organismo es diferente a muchos otros
rotiferos, su locomocion se considera nadadora-saltatorio, se piensa que estos
apeéndices se desarrollaron a partir de sus musculos circulares (Hyman, 1951).

En Notommata glyphura se encontrd que la region ventral de la cabeza es ciliada,
se definieron un par de mdusculos retractores de la cabeza, tres musculos
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circulares en el tronco completos y cuatro pares de musculos longitudinales a
través del cuerpo (Santo et al., 2005).

En Filinia novaezealandiae otra especie que posee apeéndices largos llamados
espinas, que le ayudan a su locomocion (Wallace y Snell, 2001), se encontrd solo
un musculo circular detras de la corona, y seis pares de musculos retractores; uno
dorsal lateral, uno dorsal, uno lateral, uno ventral lateral, uno ventral medial y uno
ventral posterior. También tres pares de muasculos longitudinales: uno anterior, uno
dorsal lateral y uno en el pie del organismo (Hochberg y Gurbuz, 2007).

En Polyarthra vulgaris, otra especie cuya locomocion es saltatoria, se encontraron
alrededor de doce espinas que le ayudan a escapar de sus depredadores (Allen,
1968). Se observd solo un musculo circular debajo de la corona y seis pares de
musculos longitudinales referentes a cada espina del organismo (Hochberg y
Gurbuz, 2008).

En Brachionus manjavacas no se encontraron musculos retractores, pero se
observaron cuatro musculos circulares incompletos alrededor del cuerpo y cinco
pares longitudinales de los cuales su distribucion fue un par dorsal, dos pares
laterales y dos pares ventrales (Leasi et al., 2010).

En Epiphanes senta se encontraron nueve musculos circulares por todo el cuerpo
todos incompletos en la parte ventral, siete pares longitudinales que se distribuyen
de la siguiente forma: tres pares dorsales, un par lateral y tres ventrales (Leasi et
al., 2010).

En otra investigacion se encontraron en tres diferentes especies del género
Proales los siguientes musculos. En Proales daphnicola cinco pares de musculos
retractores comprendidos de la siguiente manera; dos en la cabeza, dos en el pie
y uno lateral de la corona. Se encontraron cinco musculos circulares alrededor del
organismo ninguno completo y solo un muasculo longitudinal. En Proales fallaciosa
se encontraron seis pares de mausculos retractores, cuatro pares de musculos
circulares y tres pares de musculos longitudinales. En Proales reinhardti se
observaron cinco pares de musculos retractores, cuatro muasculos circulares
incompletos y tres pares de musculos longitudinales en el pie del organismo
(Sorensen, 2005).

En Brachionus quadridentatus se tiene registrado la presencia de seis pares de
musculos retractores de los cuales se separan en dos dorsales, dos laterales y
dos ventrales; ademas de dos mdusculos circulares incompletos y un par de
musculos laterales (Kotikova et al., 2001).
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En Euchlanis dilatata unisetata se registr6 que su sistema muscular esta
compuesto por cinco pares de musculos retractores que se dividen, antero ventral,
antero dorsal, posterior ventral, posterior dorsal y lateral. No tiene musculos
circulares y cuatro pares de musculos longitudinales de los cuales dos son
dorsales y dos ventrales (Kotikova et al., 2001).

En el Unico trabajo de la clase Seisonacea se tiene registrado el sistema muscular
de dos de las tres especies descritas que son ectoparasitos de Nebalia sp (Koste,
1975). En Seison nebaliae cuatro musculos circulares solo en la parte de la
cabeza y trece pares de musculos longitudinales repartidos de la siguiente forma;
seis dorsal, cuatro ventral y tres lateral. Mientras que en Paraseison annulatus se
encontraron ocho muasculos circulares y 14 pares longitudinales distribuidos de la
siguiente manera; seis dorsales, cuatro ventrales y cuatro laterales (Leasi et al.,
2012).

18



Sistema muscular en Bdelloideos

El sistema muscular de los rotiferos de clase Bdelloidea esta muy poco estudiado,
se conocen tres diferentes sistemas musculares en diferentes especies. En una
especie de Philodina sp. Se encontraron alrededor de 14-16 bandas musculares
en el organismo de 1000 um de largo. Todas las bandas gruesas se observaron
incompletas en forma de arcos. Dentro de los musculos interiores se localizaron
dos tipos: retractores anteriores en la cabeza y posteriores en la parte del pie
(Hochberg y Litvaitis, 2000).

En Macrotrachela quadricornifera se realiz6 un trabajo similar al mencionado
anteriormente en Philodina, se observaron 13 anillos musculares alrededor de
todo el cuerpo, la mayoria incompleta de la parte ventral, solo uno completo
alrededor de la cabeza. En los musculos longitudinales, se encontraron 3 arreglos;
dorsal, lateral y ventral, ademas se encontraron musculos en la antena dorsal. Y
no se estudio a detalle la musculatura en el méastax.

En este mismo trabajo, realizaron el estudio en Adineta ricciae, en donde
encontraron que poseia 11 anillos alrededor del cuerpo mas gruesos en la parte
ventral, ningun anillo es completo. En los masculos longitudinales se encontraron;
dorsal lateral y ventral. Se identificaron pequefios musculos en la parte del
rostrum, importantes en la parte ventral en forma de rastrillo (Leasi y Ricci, 2009).

En el presente trabajo se realizdé un andlisis detallado del sistema muscular de A.
vaga. Este estudio podria utilizarse como complemento para identificar a este
organismo, ya que por morfologia simple no se puede determinar diferencias
debido a la presencia de especies cripticas. Adicionalmente, se pretende impulsar
a A.vaga como organismo modelo en varios campos de investigacion, tales como
la Biologia del desarrollo, la Evolucion Molecular y la Genética, siendo este trabajo
un primer paso. Y por ultimo se busca desarrollar una metodologia util para el
marcaje de A.vaga evitando asi su estado “tun” para la obtencién de muestras que
permitan la observacibn de distintos marcajes histoquimicos o
inmunohistoquimicos.
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OBJETIVOS



Objetivos

Objetivo general:

- Establecer la distribucion del sistema muscular del rotifero A. vaga.

Objetivos particulares:

- Determinar un protocolo para la fijacién y tincién de A. vaga.

- Identificar el sistema muscular del rotifero A. vaga, mediante la aplicacién de
faloidina-rodamina y su observacion por epifluorescencia.

- Comparar el sistema muscular de A.vaga con los descritos hasta la fecha en los
Rotiferos.

- Evidenciar ventajas y beneficios del cultivo y crecimiento en laboratorio de
A.vaga para impulsarlo como modelo cientifico en investigaciones moleculares.
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METODOLOGIA



Materiales y Métodos

Cultivo

A.vaga se cultivd en cajas Petri, que contenian agua destilada previamente
esterilizada y se alimento con E.coli (cepa M28) cada tercer dia. Se mantuvieron a
temperatura ambiente (t/a=18-24°C) dentro del laboratorio D-15 del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM.

Para la descripcion del sistema muscular se observaron alrededor de 40 individuos
por muestra. En total se procesaron 5 muestras, lo que derivO en un total
aproximado de 200 individuos. Se eligieron los que presentaban mayor
informacion para la descripcién de los 13 musculos que fueron consistentemente
marcados por la faloidina-rodamina.

Preparacion de ejemplares para histoquimica

Los organismos se anestesiaron con MgCl, al 8% para evitar el estado “tun”, y se
introdujeron al congelador a -30 °C en el menor tiempo posible para mantenerlos
relajados, por 24 h. Al mismo tiempo se le agrego6 5 ul de ampicilina para eliminar
las bacterias de la muestra.

Histoquimica

Se utiliz6 faloidina acoplada al fluoréforo rodamina (A550/580 nm) el contenido se
disolvio en 1.5 ml de metanol para obtener una concentracion final de 6.6%. Se
colocaron 1.25 ml de la muestra con A. vaga. Se centrifugd la muestra a 13,000
rpm por 7 min. Se lavaron las muestras con PBS, y se realizaron tres pasos mas
de lavado y centrifugacion.

Para la fijacion se utilizé el método Stephanini (200 ul de formaldehido 2.0%, y 200
ul de acido picrico 15% a 0.1M en PBS) (Kotikova et al. 2001). La fijacién fue
realizada a t/a. La muestra previamente fijada se guardd por 24 h, a 4 °C. A
continuacion se lavaron las muestras con PBS 2 veces para quitar residuos del
acido picrico. Al terminar los lavados cambiamos algunos detales del método de
fijacion y obtuvimos mejores resultados; se le agregd 200 ul de sacarosa 20%
dejandolo a 4 °C por 24 h. Al siguiente dia se le agregd 200 pl de Tritdn X-100 en
PBS al 2 % y 200 ul BSA al 2 % (Bovine serum albumin) por 30 min para evitar la
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union inespecifica del marcador. Se volvié a lavar cada una de las muestras en
PBS.

Se le agrego Faloidina/Rodamina [1:200] a excepcion del control por 20 min, en un
cuarto oscuro. Para finalizar se volvieron a lavar las muestras en 4 ocasiones para
eliminar el residuo del marcador.

Observacion
Las muestras se colocaron en diferentes portaobjetos Thermo Scientific Superfrost
plus de 25x75x1 mm para observar con epifluorescencia, fueron montadas en
glicerol al 20 % y selladas con esmalte transparente para realizar preparaciones
permanentes.

Para la observacion se utilizé un Microscopio Olympus ckx41 invertido, con un
iluminador vertical de fluorescencia en verde para excitar el fluoréforo.

Analisis de las imagenes
Se utilizé el programa Adobe Photoshop CS6 para manejar los contrastes y brillos
de las imagenes, sin modificar el contenido.
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RESULTADOS



Resultados

Cultivo y metodologia:

A. vaga es un rotifero identificado en el laboratorio e inicialmente aislado en la
Universidad de Harvard en el laboratorio de M. Meselson (Meselson et al., 2008).
El tratamiento para la fijacion se realizé con diferentes protocolos, obteniendo
mejores resultados con una combinacion de estos y detallado en la seccion de
métodos.

Un paso critico es evitar el estado “tun” o ingreso en estado de anhidrobiosis del
rotifero, por lo que se requiere mantenerlo relajado para poder visualizar el
sistema muscular completo. Se obtuvieron mejores resultados al emplear MgCl,
para la relajacion muscular (Fig 6-A; Hochberg, 2009)

El siguiente proceso fue someter a A.vaga a diferentes concentraciones de etanol
(Wiltz et al.,, 2009); sin embargo, al marcarlos se observdé deformacion del
organismo (Fig 6-B, C). Para evitar este proceso se agregé MgCl, 200 ul para la
relajacion muscular e inmediatamente se coloco la muestra a -30 °C, asi se
obtuvieron organismos estirados, adecuados para el marcaje con las moléculas
fluorescentes (Fig 6-D).

Cabe mencionar que no todos los organismos se lograron mantener relajados para
el siguiente proceso. En la Fig. 6 se muestran los resultados obtenidos con los
diferentes protocolos.
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Fig. 6 Proceso de relajamiento de la muestra. A, estado “tun” de A. vaga al agregar MgCl,. B,
deformacion de A. vaga al agregar diferentes concentraciones de etanol, 20X. C, Fluorescencia de

A. vaga al terminar el protocolo con etanol, 20X. D, A. vaga al terminar el proceso con MgCl, y
mantenido a -30°C, 40X.
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Fijacion y Tincion

Se realizd primero el protocolo del marcador indicado por la casa comercial
Invitrogen. Sin embargo, los resultados no fueron los esperados ya que hubo una
pérdida de especificidad de la faloidina (Fig. 7-A,C). Posteriormente se sigui6 la
metodologia Stephanini; sin embargo la emision del fluoréforo no era suficiente
para realizar observaciones detalladas al microscopio, imposibilitando la
observacion del sistema muscular (Fig. 7-B,D).

Se llevé a cabo un tercer protocolo donde se unieron los dos protocolos anteriores,
mas BSA y duplicando los ultimos lavados de la muestra para evitar la
inespecificidad del marcador. Ademas se cambid el permeabilizante celular, de
acetona a Tritdbn X100 para buscar una mayor entrada del marcador al organismo
previamente fijado (Fig. 7E,F).
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Fig. 7. Imagen de A.vaga con los diferentes protocolos usados en este trabajo. A. C., A.vaga con
inespecificidad del marcaje con rodamina. Epifluorescencia, 40X. B. D., A. vaga marcado con el método
Stephanini, con poca emision del fluoréforo, 40X. E. F., A.vaga con el protocolo realizado durante el trabajo,
se cambid la acetona por el TritdnX100 y se realizaron mas lavados al final del protocolo, con fluorescencia y
epifluorescencia, 40X.
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Descripcion del sistema muscular

Estado “tun”

En estado “tun” A. vaga se lograron observar cuatro mcl-4 alrededor del cuerpo,
también se puede observar ac en la parte posterior del organismo. Una parte
importante que nos permite observar el estado "tun” es el musculo MR1-2, que
estimula la funcién de los musculos mrpl-2 y mrcl-2 , lo que permite la salida del
pie y la cabeza. Como se ver4d mas adelante los musculos circulares en estado
“tun” parecen juntarse para lograr este estado. En la Fig. 5 se observa el estado
“tun” de Adineta vaga.

Fig. 8 Adineta vaga en estado “tun” A) se observa la tincién con faloidina-rodamina. Se pueden
observar mc1-4 alrededor del cuerpo, también se distingue MR1-2 conectado con mrpl-2 y mrcl-2,
también se observa ac en la parte posterior. 40x B) Adineta vaga observado con microscopia
Optica. 40x. mc; musculo circular, mrc; musculo retractor de la cabeza, MR; musculo retractor, mrp;
musculo retractor del pie, ac; anillo circular.
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Cabeza

En la cabeza de A. vaga se pudieron distinguir diferentes musculos. En la parte
apical, en el exterior de la cabeza se encontraron un par de fibras sensoriales
llamadas bigotes (fsb1-2) (Figura 8). Posterior a los musculos de los bigotes, se
encuentra el musculo del rostrum (mr), en la parte interior de la cabeza.

Hay dos musculos longitudinales que llegan hasta la cabeza, llamados musculos
longitudinales de la cabeza (mlc1-2), son musculos largos que terminan en la
cabeza y empiezan al finalizar el tronco. También existen dos musculos
denominados musculos retractores de la cabeza (mrcl-2), su funcion es el de
poder retraer o relajar la cabeza en el estado “tun” (Hochberg y Litvaitis, 2000).
Terminan en la parte media de la cabeza he inician en el mastax. (Fig. 9).

Adicionalmente se localizé el masculo més grande de la cabeza, este musculo
(mcz) rodea completamente la cabeza. Este musculo se puede observar en la
parte ventral del organismo (Fig. 9).

Otros musculos que se lograron observar, fueron un par de muasculos del “rake” o
del rastrillo (mrk) en la parte ventral-posterior de la cabeza del organismo, cerca
del cuello, estos musculos podrian ser unicos del género Adineta, debido a la
ausencia de corona retractil. Tienen un campo ventral ciliado Unico en los rotiferos
conocidos (Fig. 10).

El cuerpo estd completamente rodeado de musculos longitudinales o anillos
musculares (mc). En la cabeza existen cuatro de los cuales ninguno es completo,
sin embargo en la cabeza de A.vaga se encontré6 el mc3 completo de la parte
dorsal (Figura 11-C). Esta es una diferencia con A. riccie ya que en este rotifero se
encontr6 mc3-4 son completos dorsalmente y mcl-2 completos ventralmente
(Leasi y Ricci, 2009).
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Fig. 8 A) Presencia de las fibras sensoriales del bigote, estas le ayudan a A. vaga a detectar
comida, también se puede observar el musculo de la cabeza y el mastax marcado con faloidina-
rodamina. B) Adineta vaga con microscopia Optica. fsb1-2; fibras sensoriales del bigote. mcz;
musculo de la cabeza. mm; musculo del mastax.
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40X Zoom 150%

Fig. 9 A) Marcaje con faloidina-rodamina y los diferentes muasculos de la cabeza. Estos musculos
estan involucrados en la retraccion y relajacion de la cabeza. B) A.vaga con microscopia de luz
Optica 40X 150% aumento digital. mcz; musculo de la cabeza, mr; musculo del rostrum, micl-2;
musculo longitudinal de la cabeza, mrc1-2; musculo retractor de la cabeza, mm; musculo del
mastax.
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Fig. 10 A) mrk1-2, la longitud de mic1, y algunos cilios de la parte apical de la cabeza de A.vaga.
B) Mismo espécimen visto con microscopia 6ptica 40X. mrkl1l-2; Mdsculos del “rake”, mrcl-2;
musculos retractores de la cabeza, mm; musculo del mastax, c; cilios.
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Tronco

En el tronco el musculo mas visible y con mayor actividad es el mastax. Organo
especializado para digerir y degradar el alimento, se pueden ver las dos partes
que lo forman (Fig. 11).

00C T OO 25056

Fig. 11 A) Acercamiento de mm en A.vaga. Se puede observar la forma del par de manubrios y
ramis. 40X 250% Zoom digital. B) A.vaga completo, se puede observar la presencia del ac, no
descrito en ningln trabajo anterior. C) Se muestra mc3 completo en la parte dorsal de A.vaga. D)
A.vaga con luz optica 40X. mm; musculo del mastax, fsb1-2; fibras sensoriales del bigote, mcz;
musculo de la cabeza, mr, musculo del rostrum, mic1-2; musculo longitudinal de la cabeza, mrk1-2;
musculo del rake, mrc1-2; musculo retractor de la cabeza, MR1-2; musculo retractor, ac; anillo de
la cloaca, mrp1-2; musculo retractor del pie, mp; musculo del pie, mc3; musculo circular #3.
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En el tronco se encontré un musculo ac completamente circular y que constituye el
musculo de la cloaca (Fig.11-B). En cuanto a los mc del cuerpo se pudieron
detectar trece (Fig. 12), a diferencia de A. riccie donde la descripcion encontrada
fue de once musculos, y en Philodina de 14 a 16, en A.vaga ninguno fue completo
en la parte ventral (Fig. 13), los mc tercero, octavo, noveno y décimo son
completos en la parte dorsal (Fig. 14). La funcion de estos musculos es
completamente locomotriz y de contraccion, debido a su imposibilidad para nadar,
el movimiento en el género Adineta se conoce como “reptar”, y estos musculos les
permiten arrastrarse por la superficie donde el organismo habita.

36



Fig. 12 A) Trece mc, y el ac. B) Mismo organismo visto con microscopia éptica 40X. mcl1-13;
musculo circular, fsbl; fibra sensorial del bigote, mr; musculo del rostrum, micl; musculo
longitudinal de la cabeza, ac; anillo de la cloaca, mm; musculo del mastax, mp; muasculos del pie.




125 um

Fig. 13 A) mc, el cual ninguno es completo ventralmente. B) Microscopia de luz, 40X. fsb1-2; fibras

sensoriales del bigote, Mrk1-2; musculo del rake, mm; musculo del mastax
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Fig. 14 A) Se indican los trece mc, dorsalmente completo el octavo, noveno y décimo. B) Mismo
espécimen observado con microscopia de luz, 40X. mc1-13; musculo circular, mcz; musculo de la
cabeza, mm; musculo del mastax.
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Pie

En el pie se encontré el par MR1-2, este musculo influye en la retraccion tanto del
pie como de la cabeza, al retraerse se contrae el pie o la cabeza, y lo contrario al
estirarse pasa lo mismo con los musculos conectados que son los mrc y al mrp
(Fig. 11B).

Existen otros musculos mlpl-2, estos se extienden longitudinalmente y estan en la
parte final del tronco. Estan implicados en el movimiento del pie por la superficie y
estan conectados por toda la parte dorsal hasta los mic1-2 (Fig. 15).

Los mrp son musculos conectados a MR1-2, cuya funcion es la contraccion
especifica del pie, al entrar en estado “tun”, son pequefios en comparacion con los
mrc. Los mp son musculos implicados en la fijacion del organismo al sustrato, al
no poder nadar A.vaga, puede anclarse y mover su cuerpo 180°, esta parte es la
que se esconde dentro del cuerpo en estado “tun”, tiene forma de "V~ (Fig. 16).

Fig. 15 A) Se observa la prolongacion del mip1-2. B) A.vaga con microscopia de luz, 40X. mip1-2;
musculo longitudinal del pie.
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Fig. 16 A) Se indican los muasculos de A. vaga, e incluyen aquellos involucrados en la retraccién del
pie. También la forma de "V" del mp. Los mrpl-2 se conectan con MR1-2. Se observa con mayor
emision, fsb1-2. Al mismo tiempo los trece mc en A.vaga. B) A.vaga con microscopia de luz, 40X.
mc1-13; musculo circular, fsb1-2; fibras sensoriales del bigote, mrl-2; musculo del rake, mrcl-2;
musculo retractor de la cabeza, mm; musculo del mastax, MR1-2; musculo retractor, mrpl-2;
musculo retractor del pie, mp; musculo del pie.

Aqui se presenta una comparacion con los trabajos ya descritos hasta la fecha:

A diferencia de A. riccie, Macrotrachella quadridentatus y Philodina sp (Hochberg y
Litvaitis, 2000. Leasi y Ricci, 2009) en A. vaga se encontré un musculo relacionado
con la cloaca. Este musculo parece rodear este 6rgano en forma de anillo en la
parte final del tronco. Otra diferencia con A.riccie fue la presencia de un muasculo
en la parte de los bigotes sensoriales (Leasi y Ricci, 2009). La presencia de estos
musculos no ha sido registrada en otra especie de rotifero, por lo que se debera
indagar alin mas sobre su papel en A. vaga y su presencia en diversas especies.

En cuanto al nimero de muasculos circulares que rodean a A.vaga es diferente a
A.riccie con trece y once respectivamente (Leasi y Ricci, 2009). Con M.
quadricornifera y con A. inquietus coincide en nimero, aunque contrasta con el de
Philodina sp, el cual tiene dieciséis (Hochberg y Litvaitis, 2000. Leasi y Ricci, 2009.
Hochberg et al., 2010). Todos los muasculos circulares de A.vaga son incompletos
en la parte ventral y en la cabeza solo el tercero es completo dorsalmente,
mientras que en el tronco el octavo, noveno y décimo son dorsalmente completos.
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Se encontraron dos musculos retractores en A.vaga, por lo que tiene el menor
namero en todo el filo Rotifera, excepto Philodina sp que también tiene dos
(Hochberg y Litvaitis, 2000) y solo por arriba de aquellos que no tiene la capacidad
de retraerse (Acyclus inquietus, Floscularia ringens, Hexartra mira, Polyarthra
vulgaris, Brachionus manjavacas, Epiphanes senta, Seison nebaliae y Paraseison
annulatus). (Hochberg et al., 2010. Santo et al., 2005. Hochberg y Gurbuz, 2008.
Leasi et al., 2010. Leasi et al., 2012).

Existen semejanzas con A. riccie en la presencia de musculos del rostrum y del
rake (Leasiy Ricci, 2009).

Los musculos longitudinales de A.vaga son solo dos, aunque es dificil caracterizar
bien la posicion por medio de microscopia de epifluorescencia. En contraste, con
microscopia confocal, se podria determinar si A.vaga comparte el niumero de
musculos con A.riccie, A. inquietus y Philodina sp (Leasi y Ricci, 2009. Hochberg
et al., 2010. Hochberg y Litvaitis, 2000). Otros rotiferos cuya morfologia es
diferente tienen una variacion que va desde ausentes en Asplachnopus multiceps
y catorce pares en Paraseison annulatus (Kotikova et al., 2004. Leasi et al., 2012).
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En la tablal. Se indican las diferencias y semejanzas del sistema muscular de

varias especies del filo Rotifera.

0 2 13
0 - 11
6 - 13
< 2 14a16
0 0 12a13
2 3 5
10 0 4
4 6 2
3 3 4
2 0 9

Este trabajo

(Leasiy
Ricci, 2009)

(Leasiy
Ricci, 2009)

(Hochberg y
Litvaitis,
2000)

(Hochberg et
al., 2010)

(Kotikova et
al., 2004)

(Leasi et al.,
2010)

(Kotikova et
al., 2001)

(Santo et
al., 2005)

(Leasi et al.,
2010)
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(Kotikova et
al., 2001)

(Hochberg y
2 6 1 3 Gurbuz,
2007)

(Santo et
al., 2005)

(Santo et
al., 2005)

(Santo et
al., 2005)

(Hochberg y
12 0 1 6 Gurbuz,
2008)

(Sorensen,
2005)

(Sorensen,
2005)

(Sorensen,
2005)

(Leasi et al.,
2012)

(Leasi et al.,

1 0 4 13 2012)

Tabla 1. Presenta los trabajos realizados de sistema muscular en Rotiferos. Una
comparacion de los cuatro musculos abundantes en estos organismos, musculo
(s) corona, musculos retractores, musculos circulares y musculos longitudinales. *
en pares, - no tiene el nombre de muasculos retractores.
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Discusion
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Discusion

En este trabajo se describen varias caracteristicas del sistema muscular del
rotifero A.vaga, que lograran ser utilizadas en futuros trabajos que podrian abordar
el estudio de las uniones neuromusculares de estos organismos, la observaciéon
del desarrollo y diferenciacion muscular y la definicion de los elementos
moleculares involucrados en estos procesos (Neves et al.,, 2009). Incluso las
observaciones realizadas pueden utilizarse como punto de comparacién
complementando la informacion con diversas especies del filo Rotifera en andlisis
taxondmicos y filogenéticos (Leasi et al., 2010).

Asumimos que existen diferencias entre sistemas musculares debido a la gran
variedad de habitats y habitos que el filo Rotifera presenta, asi como la gran
diversificacion criptica encontrada en A.vaga, quiza podriamos aportar informacion
para determinar y distinguir especies con base a su sistema muscular esto
complementando informacion molecular, morfologica y ecoldgica. Aunque esta
suposicidbn mereceria trabajos futuros mas especializados que relacionen el
sistema muscular con los aspectos ecolégicos de los Rotiferos. La poca
informacion taxonémica y anatOmica existente en la clase Bdelloidea hace que
esta informacion sea una primera fase para futuras conclusiones en base al
sistema muscular de los Bdelloideos.

El protocolo utilizado en el trabajo tuvo que ser adaptado debido a las
caracteristicas especificas de la especie, ya que los protocolos en la literatura
encontrada no fueron efectivos y/o eficientes. Serd necesaria la implementacion
de metodologias alternas para obtener resultados mas concisos e informativos.

Con la informacién generada en este trabajo y apoyado con la reciente publicacién
de la secuencia gendémica de A. vaga (Flot et al 2013), se sugiere que esta
especie podra servir de modelo para futuras investigaciones, tanto de Biologia
basica, tales y como la definicion de su sistema muscular y nervioso, su Evolucion,
los elementos que permiten la transferencia horizontal de genes y su Ecologia; asi
como en ciencia aplicada, basados en las caracteristicas de anhidrobiosis,
resistencia a la radiacion ionizante y los mdltiples genes que permitirian
innovaciones biotecnoldgicas, tales como las peculiares retrotranscriptasas y
canales iGnicos que presenta su genoma.

46



CONCLUSIONES



Conclusion

La presente contribucién constituye el primer reporte de anatomia del rotifero A.
vaga, usando faloidina marcada con rodamina y empleando microscopia de
epifluorescencia.

El sistema muscular de A. vaga se caracteriz6 por tener trece musculos circulares
ninguno de ellos completo en la parte ventral y solo cuatro completos en la parte
dorsal del organismo.

Se detecto la presencia de musculos rodeando 6rganos sensoriales, tal y como los
bigotes en la parte apical. Al mismo tiempo se determiné la presencia de un anillo
muscular en el tronco que aparenta funcionar como musculo de la cloaca.
También se pudo observar la existencia, ya descrita en A. riccie, de musculos del
rostrum y del rake.

El presente estudio desarroll6 una metodologia para la tincién histoquimica en
A.vaga para evitar asi su estado "tun”, y lograr una mejor visualizacién del sistema
muscular.

También se logré aporta informacion complementaria sobre las diferencias entre
especies cripticas como los son A.vaga y A.riccie. Este trabajo ayudara al mismo
tiempo como referencia para la introduccion de analisis filogenéticos en base en
sistema muscular de rotiferos.
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Abreviaturas

anillo de la cloaca
cilios

fibras sensoriales del bigote
musculo circular

musculo de la cabeza

musculo longitudinal de la cabeza
musculo longitudinal del pie
musculo del mastax

musculo del pie

musculo retractor

musculo del rostrum

musculo retractor de la cabeza
musculo del rake

musculo retractor del pie

Tabla. 2 Abreviaturas utilizadas en la descripcién del sistema muscular de A.vaga.
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