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RESUMEN

El estudio planarias de la familia Dugesiidae es muy escaso en Ecuador. Este grupo
es de gran importancia por su capacidad regenerativa. Gracias a estudios pioneros
realizados en los ultimos afios, se ha encontrado la presencia de estos organismos
a lo largo del Rio Pita que se ubica entre los cantones de Mejia y Rumifiahui. Este
rio viene del Paramo y es alimentado por glaciares de los Andes, donde las
temperaturas pueden tener picos de temperatura bajo los cero grados centigrados o
picos de temperatura altos sobre los veinte grados centigrados en un mismo dia. En
esta investigacion se encontré dos morfotipos (M1 y M2) pertenecientes al género
Girardia dentro de este rio, los cuales conviven en las mismas poblaciones, pero su
capacidad regenerativa es diferente cuando se las expone a varias temperaturas,
donde el morfotipo M1 se regenerd mejor a temperaturas entre los 8.5°C y 15°C y
tuvo una mortalidad del 100% a 23°C, mientras que, el morfotipo M2 pudo
regenerarse a 15°C y 23°C y tuvo una mortalidad alta a 8.5°C. La temperatura ideal
para la regeneracion para ambos morfotipos es de 15°C donde terminan su proceso
regenerativo a los 15 dias.

PALABRAS CLAVE: Girardia, regeneracion, supervivencia, Paramo, temperatura.

ABSTRACT

The study of planarians of the Dugesiidae family is very scarce in Ecuador. This
group is of great importance for its regenerative capacity. Thanks to pioneering
studies carried out in recent years, the presence of these organisms has been found
along the Pita River, which is located between the cantons of Mejia and Rumifiahui.
This river comes from the Paramo and is fed by glaciers from the Andes, where
temperatures can peak below zero degrees Celsius or peak temperatures above
twenty degrees Celsius in the same day. In this investigation, two morphotypes (M1
and M2) belonging to the genus Girardia were found within this river, which coexist in
the same populations, but their regenerative capacity is different when exposed to
various temperatures, where the M1 morphotype regenerated better. at
temperatures between 8.5°C and 15°C and had a 100% mortality at 23°C, while the
M2 morphotype could regenerate at 15°C and 23°C and had a high mortality at
8.5°C. The ideal temperature for regeneration for both morphotypes is 15°C where
they finish their regenerative process after 15 days.

KEYWORDS: Girardia, regeneration, survival, Paramo, temperature.



INTRODUCCION

En los Paramos de Ecuador se tiene una riqueza abundante de agua, la cual
es fuente hidrica para las ciudades aledafias a estos ecosistemas y para una gran
diversidad de organismos (MAE, 2012). Como se ha encontrado anteriormente por
Oviedo (2019) y Pinto (2020), existen dos poblaciones de planarias
(Platyhelminthes: Dugesiidae) que habitan los Bosques Montanos y de Paramos que
existen alrededor del Rio Pita (Jacobsen, Brown & Dangles, 2012; MAE, 2012;
Padron, 2019; Romero, 2016).

El Rio Pita nace en la Cordillera de los Andes, de los volcanes Sincholagua y
Cotopaxi, es cuenca hidrica para el Rio San Pedro y mas adelante, Rio Esmeraldas
(Farinango & otros, 2019). Sin embargo, en los primeros kilbmetros del rio su caudal
no es de gran tamafio y el suelo del rio tiene fondo rocoso y estd acompafnado de
perifiton que sirve de refugio para las planarias de agua dulce (Quifiénez, 2015). La
temperatura juega un rol crucial en estos rios debido a la altura en la que se
encuentran, esta oscila entre los 12°C y 15°C, aunque puede llegar a menos de los
8°C lo que puede afectar a la regeneracién de tejido de las planarias cuando se han
lesionado o requieren hacer fisiébn (Farinango & otros, 2019; Pinto, 2020; Quifibnez,
2015).

La regeneracion de tejido en la familia Dugesiidae es de gran importancia,
incluso existen especies de planarias que son exclusivamente asexuales y su Unico
medio para mantener sus poblaciones estables es por medio de la fision binaria
(Collins, 2017; Reuveni, 2021). En la naturaleza, utilizan la regeneracién para
restaurar partes del cuerpo perdidas en situaciones traumaticas, incluso, individuos
completos se pueden regenerar de una sola planaria que ha sido mutilada en varios
segmentos (Alvarado & Stonis, 2006; Reuveni, 2021). En el ambito cientifico se ha
utilizado a Schmidtea mediterranea (Dugesiidae) como organismo modelo para
estudiar mecanismos de regeneracion y desarrollo (Alvarado & Stonis, 2006;
Reuveni, 2021). Esta especie es empleada para la investigacion en distintos campos
para entender procesos bioldgicos en organismos similares, aunque no es la Unica.
Por ejemplo, Girardia tigrina es principalmente estudiada por su regeneracion frente

plaguicidas téxicos como difenoconazola, RoundUp ® O hidrocarbonos aromaticos
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policiclicos (Canales-Chavez, 2017; Dornelas et al., 2022; Lopez et al., 2019; Simao
et al., 2020).

Ya que se ha descrito anteriormente que las poblaciones de planarias en el
Rio Pita poseen caracteristicas diferentes de regeneracion y proliferacion celular en
comparacion con el organismo modelo Schmidtea mediterranea (Oviedo, 2019;
Pinto, 2020), surge la pregunta de si las poblaciones que habitan este rio
pertenecen a especies diferentes y si, ademas de la regeneracion, tienen otras
caracteristicas que las diferencian entre si, como su tolerancia a la temperatura.
Esta investigacion se realizé con la finalidad de esclarecer, describir y comparar la
regeneracion de dos morfotipos (M1 y M2) provenientes de tres poblaciones de
planarias acuaticas encontradas en distintas elevaciones del Rio Pita y mostrar la
relacion filogenética entre los dos morfotipos gracias a herramientas moleculares.
Los resultados de esta investigacion indican que claramente los dos morfotipos se
encuentran en clados separados. Ademas, el morfotipo M2 sobrevivié a
temperaturas mayores a 15°C en comparacion al morfotipo M1. Por dltimo, se
determind que la temperatura ideal de regeneracién para ambos morfotipos es de
15°C ya que ambos se regeneran de manera 6ptima y al menos el 50% de los

individuos sobrevivieron a esta temperatura.

OBJETIVOS

Objetivo General

e Describir la capacidad regenerativa de los diferentes morfotipos

encontrados, asi como su relacion filogenética.

Objetivos especificos

e Clasificar morfotipos de las tres poblaciones dependiendo su
morfologia y describir la anatomia de cada uno de los morfotipos.

e |dentificar sus secuencias gendmicas.
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e Comparar el proceso de regeneracion de tres poblaciones de
planarias acuéticas de alturas de 2800, 3300 y 3400 metros sobre
el nivel de mar.

e Observar si el proceso de regeneracion puede estar influenciado
por la temperatura ambiental.

e Determinar la temperatura idonea para la regeneracion de los

morfotipos.

METODOLOGIA

Area de colecta

El area de estudio comprendi6 tres puntos geogréaficos de colecta a lo largo
del Rio Pita, donde en cada punto se encontraba una poblacion de planarias. Las
planarias fueron colectadas con el permiso N° 011-2018-IC-FAU-DNB/MA del
Museo de Zoologia (QCAZ) - Seccién invertebrados de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador. La primera poblacion correspondio a la poblacién proveniente
del rio Pita a 3400 m.s.n.m. (0°31’31.4” S, 78°26’37.7”0), provincia de Pichincha,
cantén Mejia. Para la segunda poblacién se realizaron colectas de individuos a 3300
m.s.n.m. en la estacién de recoleccién de agua “H12 Pita Bocatoma”, provincia de
Cotopaxi (0°29'44.4”S, 78°26'14.1”0). La tercera poblacion se recolect6 a 2800
m.s.n.m. en la ruta Céndor Machay, cascada Molinuco, Provincia de Cotopaxi
(0°25’11.6”S, 78°24°28.170).

Especimenes

Se recolect6 100 individuos de cada poblacion. Se clasifico los individuos de
las poblaciones en base a su morfologia externa (tamafio y pigmentacion), su tipo
de estrategia reproductiva y su tolerancia a diferentes temperaturas ambientales. De
acuerdo con estas caracteristicas se establecieron dos morfotipos que se
nombraron como M1y M2, ubicando a M1 en las elevaciones de 2800, 3300 y 3400
m.s.n.m., mientras que M2 se registro en las elevaciones de 2800 y 3400 m.s.n.m.

Morfologia externa: se utilizé la observacion para determinar la pigmentacion

de la piel de los individuos y se clasifico en dos grupos: piel llana y piel parda.
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Estrategia reproductiva: una vez separados los dos grupos se observé que
aquel grupo de piel llana, mostraban comportamientos copulatorios y depositaban
huevos fértiles; por otro lado, en el grupo de los individuos de piel parda no se
observo deposicion de huevos en ningdn momento durante el periodo de
mantenimiento en laboratorio.

Tolerancia térmica: se expuso a los individuos a tres temperaturas diferentes
en base a parametros vistos por Pinto (2020). Se utilizé el equipo de enfriamiento
TANK chiller line TK 1000 para exponer a los individuos a temperaturas de 8,5°C y
15°C; para la temperatura de 23°C se utilizé el equipo ES1135983U (Patente
pendiente; Pintanel et al., 2022). Se defini6 como tolerantes a todos los individuos
gue lograsen sobrevivir en las temperaturas expuestas durante el proceso de

regeneracion.

Mantenimiento en laboratorio

Todas las poblaciones de planarias se mantuvieron en el laboratorio en
condiciones de 17° C durante tres meses, antes de empezar los estudios. Se
mantuvo a las poblaciones en contenedores plasticos y cilindricos de 200
centimetros cubicos. Se alimentd a los individuos una vez por semana con higado

licuado y se limpio los contenedores dos veces por semana.

Supervivenciay regeneracion

Los estudios de regeneracidn se hicieron en tres temperaturas establecidas
(8.5°C, 15°C y 23°C) para discernir cual es la mas idonea para la regeneracion.
Para el proceso regenerativo en los morfotipos se realiz6 un corte, separando la
parte anterior y posterior de la planaria utilizando la probdscide como referencia
para realizar el corte (Anexo 1). Se observé el proceso de regeneracién cada tres
dias por medio del estereomicroscopio Olympus SZX16 y se documentd con
fotografias tomadas con el programa CellSense Standard (Olympus Corporation,
2020). Se identificaron cuatro etapas de regeneracion anteriormente definidas para
Girardia tigrina por Spiegelman y Dudley (1973) utilizando el fragmento posterior
como referente (Pinto, 2020). Las etapas fueron identificadas como se describe a

continuacion: curacion de la herida: etapa 1; formacion del blastema, etapa 2;
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crecimiento y diferenciacion temprana, etapa 3; y diferenciacion definitiva, etapa 4.
Se expuso a estas temperaturas a los individuos de los morfotipos M1 y M2 de la
poblacién 2800 y 3400; para la poblacion de 3300 solo se vio la regeneracion en el
M1. Este ensayo se realizé hasta los 21 dias donde Oviedo (2019) y Pinto (2020)
han observado una regeneracion completa. Las etapas de regeneracion y
supervivencia fueron observadas en un total de 219 fragmentos. A 8.5 °C se
utilizaron 44 fragmentos para M1y para M2, 31 fragmentos; a los 15°C se utilizaron
42 fragmentos de M1y 31 fragmentos para M2; Finalmente, a 23°C se utilizaron 41
fragmentos de M1y 31 de M2.

Los ensayos de regeneracion se llevaron a cabo en el laboratorio de eco-
fisiologia de la Pontificia Universidad Catodlica del Ecuador, donde se instalaron tres
piscinas de 60 centimetros de largo por 30 centimetros de ancho y 20 centimetros
de profundidad. Se llenaron las piscinas con agua hasta los 12 centimetros para que
cubrieran los contenedores y se tempere el ambiente interno del contenedor con la
temperatura de la piscina (Anexo 2-3). Las temperaturas se mantuvieron estables
gracias a los equipos termorreguladores de enfriamiento (TANK chiller line TK 1000)
gue se encargan de mantener el agua en movimiento gracias a una bomba de agua,;
para el tratamiento de temperatura mas calida se utilizé el equipo ES1135983U
(Patente pendiente; Pintanel et al., 2022). Cada piscina se establecio a la
temperatura respectiva (8.5°C,15°C y 23°C) y en ellas por cada morfotipo de cada
poblacion se colocé un contenedor plastico de control, un contenedor plastico de
fragmentos anteriores y un contenedor plastico de fragmentos posteriores (Anexo 2-
3;). No se utilizé morfotipo M2 para la poblacion 3300 m.s.n.m. debido a que habia

pocos ejemplares.

Andlisis estadistico

Se hicieron Andlisis de Varianza (ANOVA) en el programa R Studio v. 4.2.2
(R Core Team, 2022) para determinar si las poblaciones de cada morfotipo se
comportaban de manera similar en los ensayos de regeneracion de diferentes
temperaturas, tomando en cuenta los dias que se demor6 en llegar a las etapas de
regeneracion establecidas por Spiegelman y Dudley (1973) y la supervivencia de los

morfotipos en cada temperatura. Se realizé un post-hoc de Bonferroni para
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determinar entre qué poblaciones y en que temperaturas se dio valores significativos
de p (< 0.05).

Extraccion de ADN

ADN nuclear y mitocondrial fue extraido de catorce planarias completas con
un peso de ~10mg utilizando el mini kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(ThermoFisher Scientific) usando el protocolo del fabricante. Secuencias parciales
del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COI) y el gen nuclear Factor de
Elongacion 1-alfa (EF-1a) fueron amplificadas usando la reaccién en cadena de la
Polimerasa (PCR) con las condiciones especificadas para la polimerasa Invitrogen™
Tag DNA Polymerase (Genomic DNA Mini Kit® Reagent, 2022). Los cebadores
fueron seleccionados en base a las previas investigaciones de Carbayo et al.,
Oviedo, Pinto & Sunnucks et al. (2013, 2019, 2020 & 2006). La informacién sobre
los cebadores usados puede encontrarse en Anexo 7. Las amplificaciones se
realizaron siguiendo el protocolo de Carbayo et al., (2013). Los productos del PCR
fueron visualizados en geles de agarosa y purificados usando ExoSAP-IT™ PCR
Product Cleanup Reagent (Genomic DNA Mini Kit® Reagent, 2022). Los genes
mitocondriales y nucleares fueron secuenciados comercialmente por Macrogen Inc,

En Corea del Sur.

Secuenciacion y alineamiento

Las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas utilizando el software
Geneious, v5.4.6 con las configuraciones por defecto para la alineacion multiple
MAFFT como estd indicado por Pinto (2020). Las matrices concatenadas se
construyeron en Mesquite (Mesquite Project) con las secuencias consenso de cada
individuo secuenciado junto con las especies obtenidas a partir del programa BLAST
de la NCBI (2008) y otros representantes de los géneros de la Familia Dugesiidae,
disponibles en GenBank. Los modelos evolutivos y esquema de particiones se
escogieron simultaneamente usando phYML (Lanfear, Calcott, Ho, y Guindon,
2012).
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Analisis filogenético

Se realizaron analisis filogenéticos de Maxima Verosimilitud (ML) con los
genes COIl y el gen EF-1a para establecer relaciones entre individuos de cada
poblacion y de cada morfotipo. Se determiné si existen especies nuevas de acuerdo
con el concepto filogenético que Ridley (1993) establecié para determinar una
especie. Las secuencias mitocondriales y nucleares fueron analizadas usando 1Q-
TREE E 1.6.8 (Nguyen et al., 2015). Los arboles filogenéticos fueron visualizados a
través de FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014).

RESULTADOS

Morfotipos

En cada poblacion se identificé dos grupos distintivos de planarias las cuales
fueron clasificadas como morfotipo 1 (M1) y morfotipo 2 (M2). EI M1 en condiciones
de laboratorio mantiene un tamafo de seis milimetros de largo en promedio, se
caracteriza por tener una anatomia delgada, pigmentacion parda, una linea dorsal
distintiva de coloracibn negra y su reproducciébn es de caracter asexual en
condiciones de laboratorio, son sumamente sensibles a cambios en la temperatura o
calidad del agua (Figura 1). Por otro lado, el M2 puede llegar a los tres centimetros
de largo, se caracteriza por tener una anatomia robusta y ancha, en su mayoria con
pigmentacién llana, pueden tener o no tener una linea dorsal blanca y tienen una
reproduccion sexual continua, son tolerantes a los cambios de temperatura

probados (Figura 2).

Regeneracion

En el morfotipo M1 el proceso de regeneracion se completa a los 21 dias
post-amputacién. La etapa 1 de regeneracion (cierre de la herida) se observo el
primer dia post amputacion (dpa), la etapa 2 (formacion del blastema) se dio entre

el tercer y noveno dpa, la etapa 3 (crecimiento y diferenciacion temprana) se dio
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entre el doceavo y quinceavo dpa, por ultimo, la etapa 4 (Diferenciacion definitiva)
se observé al veintiunavo dpa (Figura 3). En el morfotipo M2 completa su proceso
de regeneracion entre el quinceavo y veintiunavo dpa. El cierre de la herida se dio
entre el primer y el tercer dpa, la formacion del blastema. Se observo entre el sexto
y el noveno dpa, el crecimiento y la diferenciacién temprana se observo al doceavo
dpa y finalmente la diferenciacion definitiva se observé entre el quinceavo y

veintiunavo dpa (Figura 4).

El morfotipo M1 a 8.5°C se mantuvo durante los primeros seis dias post
amputacion (dpa) en la etapa 1 de regeneracion, entre el noveno y el doceavo dpa
se mantuvo en etapa 2 de regeneracion, al quinceavo dpa llegd a la etapa 3 de
regeneracion y finalmente en el dpa veintiunavo culmind su proceso regenerativo
con la etapa 4 de regeneracion; el morfotipo M2 a 8.5°C se mantuvo durante los
primeros seis dias post amputacion (dpa) en la etapa 1 de regeneracion, entre el

noveno y el veintiunavo dpa se mantuvo en etapa 2 de regeneracion (Figura 5, A).

El morfotipo M1 a 15°C estuvo en la etapa 1 de regeneracion durante el
primer dpa, llegd a la etapa 2 de regeneracién entre el tercer y sexto dpa, entre el
noveno y doceavo dpa se mantuvo en la etapa 3 de regeneracion y en el dpa
guinceavo culminé su proceso regenerativo con la etapa 4 de regeneracion; El
morfotipo M2 a 15°C estuvo en la etapa 1 de regeneracion durante los primeros tres
dpa, entre sexto y el noveno dpa pas6 su etapa 2 de regeneracion, en el dpa
doceavo llegbé a la etapa 3 de regeneraciéon y en el dpa quinceavo culminé su

proceso regenerativo con la etapa 4 de regeneracion (Figura 5, B).

El morfotipo M1 a 23°C estuvo en la etapa 1 de regeneracion durante el
primer dpa, lleg6 a la etapa 2 de regeneracion en el tercer dpa; El morfotipo M2 a
23°C estuvo en la etapa 1 de regeneracion durante el primer dpa, llego a la etapa 2
de regeneracion en el tercer dpa, llego a la etapa 3 de regeneracion al sexto dpa 'y
en el dpa noveno culmind su proceso regenerativo con la etapa 4 de regeneracion
(Figura 5, C).
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Andlisis en laregeneracion de Morfotipos y sus poblaciones

Se realiz6 un ANOVA analizando las poblaciones del morfotipo M1 y el
tiempo que les tomd a estas poblaciones completar las etapas de regeneracion en
las diferentes temperaturas de los ensayos de regeneracion. Este analisis indico que
existen diferencias significativas entre las temperaturas (p=0.00000103) y en las
etapas de regeneracion (p=0.0371) mas no se encontraron diferencias significativas
entre las poblaciones 2800, 3300 y 3400 m.s.n.m. (Figura 6; Anexo 3). Otro ANOVA
fue ejecutado para las poblaciones del morfotipo M2 donde se analiz6 nuevamente
el tiempo que les tomd a estas poblaciones del morfotipo completar las etapas de
regeneracion en las diferentes temperaturas de los ensayos de regeneracion. Este
ANOVA dio valores significativos en la relacion de etapa de regeneracion y
temperatura (Figura 7; Anexo 4); por lo cual se hizo un post-hoc de Bonferroni que
determind que en la poblacion 3400 del M2 existian diferencias significativas entre
temperaturas y etapas de regeneracion de la poblacién, donde se determina que la
etapa 3 de regeneracion a 8.5° C presenta una diferencia significativa de p=0.031

(Figura 7; Anexo 5).

Supervivencia

El morfotipo M1 a 8.5°C comenz6 con 42 fragmentos (100%), a partir del
tercer dia post amputacion (dpa) empez6 a declinar con su poblaciéon hasta que en
el noveno dpa se estableci6 la supervivencia y en el ensayo de regeneracion
culminé con 33 fragmentos (75%); El morfotipo M2 a 8.5°C comenzé con 31
fragmentos (100%), a partir del tercer dpa declind su poblacion mas del 50% y su
declinaciéon poblacional no se detuvo hasta el dpa veintiuno donde sobrevivieron en
promedio 11 fragmentos (36%) (Figura 8, A).

El morfotipo M1 a 15°C comenz6 con 42 fragmentos (100%), tuvo una
declinacion considerable en la poblacién entre el sexto y doceavo dia donde la se
establece hasta el dia veintiuno con 22 fragmentos (53%); ElI morfotipo M2 a 15°C
comenzd con 31 fragmentos (100%), a partir del primer dpa declind sufre un
decrecimiento poblacional mayor al 25% Yy sigue decreciendo hasta el dpa quince

donde se establece la linea de supervivencia con 15 fragmentos (50%) (Figura 8, B).
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El morfotipo M1 a 23°C comenzd con 42 fragmentos (100%), Sin embargo,
después del tercer dpa la supervivencia de los fragmentos es nula (0%); El
morfotipo M2 a 23°C comenzé con 31 fragmentos (100%), tiene dos picos de
decrecimiento poblacional, el primero se da al primer dpa donde la poblacién se
reduce un 30% y el segundo pico se da del doceavo al quinceavo dpa donde se
reduce la poblacion un 10% mas. Finalmente, al dpa veintiuno permanecen vivos 13
fragmentos (13%) (Figura 8, C).

Andlisis filogenético

El arbol de maxima verosimilitud de la familia Dugesiidae de un analisis
particionado de donde se incluyeron 338 pares de bases para el gen mitocondrial
COl, y 621 pares de bases para el gen nuclear EF1-a (Figura 9). El grupo externo
esta conformado por el género Schmidtea y el género Dugesia. Ambos morfotipos
formaron su propio clado separado, el clado M2 se ubicdé basalmente al género
Girardia y al clado M1 con unos valores de soporte de 95.5 y 92; el clado M1 formd
un clado hermano al clado del género Girardia con valores de soporte de 100 y 87.
Dentro del clado M2 se ubicé la secuencia DB00621_M1 perteneciente al morfotipo
M1. De igual manera, dentro del clado M1 se ubicé la secuencia DB00591 M2

perteneciente al morfotipo M2.

DISCUSION

Regeneracion

Los resultados obtenidos en los ensayos de regeneracion de los morfotipos
demostraron que a temperaturas bajas la regeneracion es lenta, por otro lado, las
temperaturas altas, aceleran el proceso de regeneracion, aunque esto afecta su
supervivencia. En cuanto al proceso de regeneracion para el morfotipo M1, la
temperatura mas idonea fue de 15°C (Figuras 3, 5-B) ya que pudo llegar a culminar
las etapas de regeneracion en el quinceavo dia post amputacion. Estos resultados
sefialan una diferencia entre cambio de etapas de regeneracién en promedio de tres

dias menos en comparacion a lo obtenido a 17°C por Pinto (2020), donde culminan
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su regeneracion al dieciochavo dia post amputacion. Se debe mencionar que con
Pinto (2020) las poblaciones tuvieron un comportamiento distinto en sus ensayos a
22°C, si se observd un proceso de regeneracion culminado, mientras que, en esta
investigacion el morfotipo llegd Unicamente a etapa 2 y no se pudo observar

después de ese dia porque esa temperatura resulto mortal.

El proceso de regeneracion para el morfotipo M2 de igual manera que en el
morfotipo M1 fue ideal a los 15°C (Figuras 4, 5-B). A pesar de que los resultados
més rapidos de regeneracion se vieron a 23°C donde el morfotipo pudo culminar la
regeneracion a los 9 dias post amputacioén, los dias posteriores a ello los individuos
volvian a fragmentarse, justamente lo encontrado por Hammoudi (2018), a mayor
temperatura, mayor numero de fragmentaciones. En comparacion a los ensayos
realizados por Oviedo (2019) a 22°C el proceso regenerativo se culmind 4 dias
antes a 23°C y dos dias después a 15°C.

Los ensayos realizados en esta investigacion marcaron diferencias en el
tiempo de regeneracion frente a los estudios realizados por Oviedo (2019) y Pinto
(2020). Sin embargo, en esta investigacion la temperatura ambiental fue
monitoreada con sistemas exclusivamente disefiados para control de temperatura
por medio del agua, lo que hace que la temperatura llegue a todos individuos
experimentales de manera homogénea y equitativa (Pintanel et al., 2022),

provocando que estos resultados sean mas homogéneos y veraces.

Supervivencia

Se ha estudiado a la temperatura como un factor de letalidad en el orden
Tricladida, donde se ha visto que Policelys tenuis y Crenobia alpina que viven entre
los 800 y 1000 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.) toleran temperaturas
maximas de 25° y 27° centigrados (C), respectivamente (Pattee, Lascombe &
Delolme,1973). Por otro lado, especies como Policelys nigra que sus poblaciones no
superan los 300 m.s.n.m. pueden sobrevirir a mas de 30°C (Pattee, Lascombe &
Delolme,1973). Esto nos indicaria que existe una correlacién entre la elevacion
donde habitan las poblaciones de los morfotipos y las temperaturas que podrian

tolerar (A mayor elevacién, menor tolerancia térmica).
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Basandonos en el estudio de Pattee, Lascombe & Delolme (1973), la
poblacién 2800 m.s.n.m. tendria una mayor tolerancia térmica que las poblaciones
3300 y 3400 m.s.n.m., independientemente del morfotipo. En estudio se definio
como tolerantes a todos los individuos que lograsen sobrevivir en las temperaturas
expuestas, sin embargo, no se observd que la elevacion tenga efecto en la
supervivencia de las poblaciones (Anexo 3, 4). A pesar de esto, si se encontro
diferencias en la supervivencia entre los dos morfotipos a causa de la temperatura,
lo cual nos indicaria que, aunque los morfotipos M1 y M2 habitan en las mismas
elevaciones (2800 a 3400 m.s.n.m.) han evolucionado con rangos de tolerancia

térmica propios de su morfotipo.

En el estudio realizado por Pinto (2020) se investigd una poblacion de la
elevacion 3300 m.s.n.m. que en esta investigacion hemos denominado M1.
Anteriormente, se decribid una baja supervivencia del morfotipo M1 al exponerlo a
una temperatura de 22°C (Pinto, 2020). Esto se verifico en los ensayos realizados
en esta investigacion ya que de igual manera a 23°C los individuos no sobrevivieron
por mas de tres dias. En cuanto a la supervivencia idénea, se encontré que el
morfotipo no decrece su tamafio poblacional en temperaturas de 8.5°C mas que un
25%, en cuanto a lo descrito por Pinto (2020) su poblacion de paramo no decrecio
mas de un 20% ni a 4°C ni a 17°C. La sensibilidad a las condiciones del agua
también puede afectar al morfotipo M1, asi como fue observado por Duncan et al.
(2022) en Girardia sp. (Guanajuato) en comparacién a S. mediterranea, la cual
también es una especie asexual, lo que podria ser un indicativo de correlacion entre

la asexualidad y la sensibilidad ambiental.

La supervivencia del morfotipo M2 se comparé con la investigacion realizada
por Lewallen, M., & Burggren, W. (2020) donde a 23°C Girardia tigrina tiene una alta
sensibilidad a esta temperatura, lo que provoca que la especie consuma mas
microlitros de oxigeno y por ende gaste mayor energia en intentar sobrevivir a esas
condiciones. A 23°C la supervivencia del morfotipo M2 tuvo un porcentaje mas alto
gue M1(8-C), sin embargo, después de los quince dias los individuos empezaron a

segmentarse. Este comportamiento de segmentacion asemeja al descrito por
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Hammoudi et al. (2018) en Schmidtea mediterranea, donde después de 23 dias de
exposicion a 26°C los individuos llegaron a sufrir hasta 10 segmentaciones.

Analisis filogenético

Ecuador cuenta con uno de los primeros registros de planarias de agua
dulce en Latinoamérica, esta descripcion fue realizada por Borelli (1898) el cual
denominé a la especie encontrada como Planaria festae, la cual actualmente se la
conoce como Girardia festae (Canales, 2017). Una recopilacion del conocimiento
actual del orden Tricladida en Chile, describe a G. festae como una especie que
alcanza dimensiones de 1 a 2 centimetros de largo y 4 milimetros de ancho, con
cabeza triangular y auriculas puntiagudas, con pigmentacion dorsal es variable, de
tonos marrones a amarillos, con o sin linea media longitudinal clara. (Vasquez-
Doorman, Escobedo & Allende, 2022).

Esta descripcion coincide en algunos aspectos con el morfotipo M2 descrito
en esta investigacion, con sus diferencias principales en las dimensiones, y a pesar
de que la informacion brindada por Vasquez-Doorman, Escobedo & Allende (2022)
es amplia, solo incluyen una ilustracién de un morfotipo de la especie, debido a la
escasez de estudios dedicados a esta especie. Incluso se ha realizado una filogenia
recuperando toda la informacion molecular sobre el género Girardia con 147
secuencias de especies diferentes mas esta no incluye a G. festae por falta de

estudios moleculares (Benitez-Alvarez, 2023).

El arbol filogenético que se construyd en este estudio ubico a planarias M1
junto a planarias de paramo del Rio Pita analizadas por Pinto (2020) como un clado
diferente a las planarias M2 junto a las planarias de boque montano del mismo rio,
analizadas por Oviedo (2019). El valor de soporte en el arbol filogenético de 95,5y
92 para el clado M2 y con valores de soporte de 100 y 87 para el clado M1 nos dan
confianza para decir que estos dos clados pertenecen a especies distintas entre si,
dentro del género Girardia. Los dos morfotipos son evidentemente distanciados y si
se toma en cuenta los resultados de distancia génica de 9.5% para el gen nuclear
EF 1-ay 19.33% para el gen mitocondrial COI realizados por Pinto (2020) podemos

decir, que se trata de dos especies distintas una de la otra.
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El arbol que se visualiza en la Figura 7 indica que para ambos genes
utilizados (COI y EF 1-a) los morfotipos se encuentran relacionados al género
Girardia. En el caso del morfotipo M1 se asume que mantiene proporciones grandes
de ADN mitocondrial debido a que todos los individuos heredan su ADNmt (Rosa,
Oliviera & Loreto, 2017), en comparacién al morfotipo M2 que su descendencia
heredaria el material genético mitocondrial de uno de sus parentales (Ramm, 2017).

En 2003 se realizé una filogenia de Schmidtea polychroa que tomé en cuenta
a la distribucion geografica de la especie dentro del continente Europeo y su forma
reproductiva (sexual o asexual) (Pongratz, et al., 2003). Los resultados de esta
investigacion indicaron que, a pesar de que las poblaciones asexuales no
compartian habitat con las poblaciones sexuales, la forma asexual de cualquier
poblacion de S. polychroa desciende, ancestralmente, de la forma sexual de la
especie (Pongratz, et al., 2003). Sin embargo, los dos morfotipos que se utilizé en
esta investigacion, tiene la suficiente evidencia morfolégica, fisiolégica y genética
para concluir gue cada uno de los morfotipos corresponde a una especie diferente y

no se trata de una variacion de la misma especie.

Para las secuencias atipicas DB00621 M1 y DB00591 M2 se cree que
pudo haber sido ejecutado un error de etiquetado de muestras en la cual los
morfotipos habrian sido intercambiados y debido a esto se encuentran

desvinculadas a su clado correspondiente en la Figura 9.
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FIGURAS

Figura 1. Morfologia de individuos de morfotipo M1. Anatomia delgada,
pigmentacion parda, una linea dorsal distintiva de coloracion negra y su

reproduccion es de caracter asexual.

2 mm

Figura 2. Morfologia de los individuos de morfotipo M2. Anatomia robusta y ancha,
en su mayoria con pigmentacion llana, pueden tener o no tener una linea dorsal

blanca y tienen una reproduccion sexual continua.
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Figura 3. En el morfotipo M1 el proceso de regeneracion se completa entre los 15y 21 dias post-amputacion a 15°C. (A-N)
Seguimiento de la regeneracion en fragmentos anteriores y posteriores desde el dia 1 al 21 post amputacion (dpa). (A, H) Cierre
de la herida. (1 dpa). (B, I, C, J, D, K) Formacién del blastema (3-9dpa). (E, L, F, M) Crecimiento y diferenciacion temprana (12-
15dpa). (G, N) Diferenciacion definitiva (21-dpa).
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Figura 4. El morfotipo M2 completa su proceso de regeneracién entre los 15 y 21 dias post-amputacién a 15°C. (A-N)
Seguimiento de la regeneracion en fragmentos posteriores desde el dia 1 al 21 post amputacion (dpa). (A, B, C, H, I, J) Cierre de
la herida. (1-3dpa). (D, K) Formacion del blastema (3-9dpa). (E, F) Crecimiento y diferenciacion temprana (9-15dpa). (G-I)

Diferenciacion definitiva (15-21dpa).
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Figura 5. Etapas de regeneracion de morfotipos M1 y M2 a diferentes
temperaturas. A) El proceso de regeneraciéon de los individuos de morfotipo M1 a
8.5°C culmina con la cuarta etapa al dia 21 post amputacion; El proceso de
regeneracion de los individuos de morfotipo M2 a 8.5°C solo llega a la etapa dos de
regeneracion; B) el proceso de regeneracion de los individuos tanto para el
morfotipo M1 y el morfotipo M2 a 15°C llegan a la etapa cuatro de regeneracion, con
la diferencia que M1 cambia de etapa en promedio tres dias antes que M2; C) Por
ultimo, el proceso de regeneracion del morfotipo M1 a 23°C es inexistente por su
incapacidad de sobrevivir a las condiciones, por el contrario, el morfotipo M2 a 23°C
muestra una alta capacidad regenerativa siendo que llega a cuarta etapa de

regeneracion a los 9 dia.
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Figura 6. Comparativa de las poblaciones de morfotipo M1 en los ensayos de
regeneracion en diferentes temperaturas. Las etapas de regeneracion se
encuentran diferenciadas por colores de la siguiente manera; etapa 1 (azul), etapa 2
(amarillo), etapa 3 (gris), etapa 4 (rojo). Existe diferencias significativas
(p=0.00000103) entre temperaturas debido a la incapacidad de regeneracién de las
poblaciones del morfotipo M1 a 23° C; la poblacion de 2800 a 8.5° C fue la Unica
poblacién que llegd hasta la etapa 4 de regeneracion; el morfotipo M1 en etapa 1 es

similar en todas las poblaciones en todas las temperaturas, de 1 a 9 dias.



33

Dias post-amputacién del morfotipo M2
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Figura 7. Comparativa de las poblaciones de morfotipo M2 en los ensayos de
regeneracion en diferentes temperaturas. Las etapas de regeneracion se
encuentran diferenciadas por colores de la siguiente manera; etapa 1 (azul), etapa 2
(amarillo), etapa 3 (gris), etapa 4 (rojo). Existe diferencias significativas (p = 0.031.)
en la etapa 3 de ambas poblaciones a 8.5° C, debido a que la baja temperatura

provoca que el crecimiento de blastema sea lento.
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Figura 8. Porcentaje de supervivencia de dos morfotipos (M1 y M2) expuestas
a diferentes temperaturas. 42 (100%) fragmentos de M1 y 31 (100%) fragmentos
de M2 fueron utilizados para cada ensayo de regeneracion, dando un total de 219
fragmentos A) El morfotipo M1 a 8.5°C tuvo una perdida poblacional del 25%
mientras que el morfotipo M2 a 8.5°C tuvo un decrecimiento poblacional del 70%; B)
a 15°C ambos morfotipos tienen una supervivencia del 50%; C) a 23°C el total de
individuos del morfotipo M1 muere entre el tercer y sexto dia, del morfotipo M2

sobrevivid el 45% de individuos.
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DB00371_M2
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Figura 9. Los soportes demuestran que existe una clara distincion entre el
morfotipo M1 del morfotipo M2 y ambos estadn estrechamente relacionados
con el género Girardia. Filogenia realizada con el gen mitocondrial de la citocromo-
oxidasa 1 (COl) y el gen nuclear del factor de elongaciéon Alpha (EF); el soporte de
las ramas fue realizado con los softwares de maxima verosimilitud de Bootstrap y

Phy-ML. En letras rojas se encuentra el morfotipo M2 y formando un clado
separado del morfotipo M1 con letras azules.
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Anexo 1. Seccién de corte para ensayo de regeneracion. El corte se debe

realizar bajo la probdscide donde se marca la linea entrecortada.

126
e  2800: 42 individuos = 7 individuos por piscina
e  3300: 36 individuos = 6 individuos por piscina
e  3400: 48 individuos = 8 individuos por piscina

Ensayo de Regeneracion para morfotipos de las 3 poblaciones

15° e 2800
i o Morfotipo M1: 2
Celsius o Morfotipo M2: 5
e  3300:
> Morfotipo M1: 6
e 3400:
o Morfotipo M1: 4
930 Morfotipo M2: 4
Celsius

Anexo 2. Disposicion utilizada en el ensayo de regeneracion de las planarias

para cada piscina. Para la poblacién 2800 msnm se utilizé un total de 42 individuos

incluyendo a los controles; 36 individuos para la poblacion 3300 msnm y 48

individuos para la poblacion de 3400 msnm. Para el morfotipo M1 fueron utilizados

72 individuos y para el morfotipo M2 fueron utilizados 54 individuos, un total de 126

individuo.
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Anexo 3. Imagenes de las piscinas con sus debidas instalaciones para los

ensayos de regeneracion. Para Para el morfotipo M1 fueron utilizados 72
individuos y para el morfotipo M2 fueron utilizados 54 individuos, un total de 126
individuos por ensayo. A) piscina temperada a 8.5°C = 0.2, con una plancha de
espumaflex para evitar que la temperatura ambiental influya en la del agua; B)
piscina temperada a 15°C; C) piscina temperada a 23°C.

Anexo 4. Tabla 1. ANOVA realizado de ensayos de regeneraciéon a diferentes
temperaturas con poblaciones de M1. Existen diferencias significativas en las
temperaturas y en las etapas usados en los ensayos de regeneracion de M1. Las
temperaturas (TEMP) presentan un valor de significancia de p=0.00000103 mientras
gue entre etapas (EST) hay un valor de significancia de p=0.0371.
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Df Sum Sg Mean 5q F value

TEMP 1 770.
POBL 1 28.
EST 3 297,
TEMP : POBL 1 11.
TEMP:EST 3 196,
POBL:EST 3 118.
TEMP:POBL:EST 3 178.
Residuals 56 1834.
Signif. codes: @ °**

2

E=N N I NI N R I 3

a3

77a.
28.
99.
11.
B3.
39.
56.
32.

@.00l

Z

N I - B~

23

= = & W

[

.513
Q.
822
. 348
935
203
.32

628

9.0l

Pr(>F)

.B3e-05

@.4315
®.8371
@.5620
@.1344
®.317@
@.1789

T B.85

ok

TR P S

Anexo 5. Tabla 2. ANOVA realizado de ensayos de regeneracién a diferentes

temperaturas con poblaciones de M2. Existen diferencias significativas entre las

temperaturas y las etapas de regeneracion usadas en los ensayos de regeneracion

de M2. Existe una diferencia significativa en la relacién entre temperatura (TEMP) y

etapa de regeneracién (EST) con un valor de p = 0.0007.

1
Z
3
4
5
b
7

Effect DFn DFd

TEMP

POBL

EST
TEMP:POBL
TEMP :EST
POBL:EST

TEMP:POBL :EST

1

W =

3

32
32
32
32
32
32
32

1

1

ANOVA Table (type II tests)

5

a.

R

F

.99@ 3.
222

099

747 3.
79
.06 4.
.DED 3.

p p<.@5

5le-84

2.77e-01
5.01e-85

94e-01

7. 08e-03

@3e-01
7Ze-@1

*

v R [ R [ Y ™ [

ges

.333
837
.581
.BZ23
.389
.B86
092

Anexo 6. Tabla 3. Post - hoc de Bonferroni realizado para determinar en qué

poblacion de M2 hay diferencias significativas del valor p. Existen diferencias

significativas entre las temperaturas y las etapas de regeneracion de la poblacion

3400 M2. Existe una diferencia significativa en la relacion entre temperatura (TEMP)

y etapa de regeneracion (EST) de la poblacion 3400 con un valor de p = 0.031.
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POBL Effect DFn  DFd F p p<.95" ges
2800 TEMP 1 32 4.91 9.034 . @.133
2808 EST 3 32 4.5Z 9.089 * @.298
2800 TEMP:EST 3 32 2.51 0.876 @.191
3400 TEMP 1 32 11.8 ©@.08 * @.27
3408 EST 3 32 7.18 ©.000EQE * &. 482
3480 TEMP:EST 3 32 3.34 8.031 . @.239
|

Anexo 7. Tabla 4. Post - hoc realizado para determinar entre qué temperatura
y que etapa de regeneracién de M2 hay diferencias significativas del valor p.
Existen diferencias significativas en las etapas de regeneracién de la poblacién 3400
M2 a 8.5° C en la etapa 3. Existe una diferencia significativa en la relacion entre
temperatura (TEMP) de 8.5 y la etapa de regeneracién (EST) 3 de la poblacion 3400
con un valor de p = 0.000684.

TEMP POBL Effect DFn DFd F p p<.@5  ges
B.5 ZBB@ EST 3 32 5.Z8 0.004 " @B.331
15 28080 EST 3 32 1.19 8.329 .1
23 28080 EST 3 32 9.646 9.591 @.857
B.5 3400 E5T 3 32 7.38 0.0006E4 '* ®.489
15 3488 EST 3 32 2.54 0.8074 @.192
23 3400 EST 3 32 9.808 9.499 @.a7
[

Anexo 8. Cebadores utilizados para la realizar las pruebas de Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR).

Region Nombre del Secuencia Fuente




Génica Cebador
COl COIF GCAGTTTTTGGTTTTTTG  (Sunnucks et al.,
GACATCC 2006)
COIR GAGCAACAACATAATAAG (Sunnucks et al.,
TATCATG 2006)
EF-1a EFF GATTGCYCCWGGYCATC (Carbayo et al.,
G 2013)
EFR GCRATWGAYTCGTGRTG (Carbayo et al.,
C 2013)
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