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RESUMEN

Varios autores han asociado las relaciones entre protozoos ciliados y crustáceos con 
eventos de depredación en larvas. El presente estudio reporta eventos depredadores de 
larvas de Cardisoma guanhumi por Tetrahymena hegewishi, considerando la salinidad como 
factor de influencia. Se recolectaron zoeas en el primer estadio larvario de C. guanhumi y se 
colocaron en recipientes de 100 ml. Los recipientes fueron dispuestos para formar un diseño de 
bloques completamente al azar con diez repeticiones, constituyendo dos tratamientos regidos  
por su salinidad: un tratamiento de agua dulce (0.2 ppt) y un tratamiento de control basado 
en la salinidad del estanque de recolección de larvas (3.4 ppt). Después de 36 horas de ver el 
primer grupo de trofontes de T. hegewishi, todas las zoeas estaban muertas. Posteriormente, 
fueron llevadas al microscopio para contar los trofontes de T. hegewishi en un rango de 1 mm 
alrededor de estas. Para determinar el efecto de la salinidad en las densidades de población 
de T. hegewishi se utilizó una prueba T. Los resultados de la prueba T muestran diferencias 
significativas entre los tratamientos, mostrando a la población de T. hegewishi una disminución 
considerable cuando aumenta la salinidad. Debido al efecto negativo de la salinidad sobre la 
población de T. hegewishi, se infiere que este factor puede ser una alternativa para eliminar  
T. hegewishi de los cultivos de cangrejos, interfiriendo en la proliferación de los ciliados.
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ABSTRACT

The relationships between ciliated protozoa and crustacean have been associate with 
predation events in larvae by several authors. The present study reports predatory events of 
Cardisoma guanhumi larvae by Tetrahymena hegewishi, considering salinity as an influencing 
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factor. Stage one Zoeas of C. guanhumi were collected and placed in 100 ml recipients.  
The recipients were set forming a completely randomized block design with ten replications 
constituting two treatments ruled by their salinity: a freshwater treatment (0.2 ppt) and a control 
treatment based in the larvae collection pond salinity (3.4 ppt). After 36 hours by see the first 
group of T. hegewishi trophonts all zoeas were dead. All zoeas were taken to a microscope 
to count the trophonts of T. hegewishi in a range of 1 mm around. To determine the effect of 
salinity on the population densities of T. hegewishi a T-test were used. The results of the T–test 
show significant differences between the treatments, displaying the population of T. hegewishi 
a considerable decrease when the salinity increase. Due to the negative effect of salinity on the 
population of T. hegewishi, is demonstrated that this factor can be an alternative to eliminate  
T. hegewischi from crab cultures, interfering in the proliferation of the ciliates trophonts.

Keywords: ciliate, predation, salinity, zoea.

INTRODUCCIÓN

Tetrahymena es un género monofilético de protozoos ciliados con 41 especies descritas, 
muchas de las cuales son morfológicamente indistinguibles, siendo generalmente consideradas 
como morfoespecie (Lynn y Doerder, 2012; Xiong et al., 2019). Algunas especies de este 
género se utilizan como modelos biológicos en el análisis genómico, ya que son fáciles de 
cultivar y por el hecho de que cualquier gen puede modificarse mediante reemplazo dirigido 
(Wilkes et al., 2009; Ruehle et al., 2016). Entre estas especies se encuentra Tetrahymena 
hegewishi, que se utiliza ampliamente en proyectos asociados con la composición y evolución 
del ADNr y la caracterización de metalotioneínas (Nielsen et al., 1985; Schlegel, 1991;  
Van de Peer et al., 1993; Coyne y Yao, 1996; Ye y Romero, 2002; Jung et al., 2011; Chakraborty 
et al., 2014; Chang et al., 2014; Méndez-Vilas, 2014). A pesar de la importancia de esta 
especie de protozoos ciliados en la investigación microbiana, el comportamiento de la misma 
es poco conocido (Lynn y Doerder, 2012).

El cangrejo terrestre azul, Cardisoma guanhumi (Brachyura: Gecarcinidae) es una especie 
altamente adaptada a la vida terrestre que se encuentra comúnmente en costas, áreas de estuarios 
y manglares (De Oliveira-Neto et al., 2008). Se sabe que tolera grandes variaciones de salinidad, 
desarrollando el estadio larvario (zoea) en el agua y los otros estadios en toda la zona costera 
(Giménez-Hurtado et al., 2015). Su distribución va desde Bermuda hasta Florida, a través del 
Golfo de México, y desde las Antillas hasta el sur de Brasil (Barrios Saucedo, 2008). 

Algunos autores han informado sobre eventos de depredación entre protozoos ciliados y larvas 
de artrópodos (Washburn et al., 1988). Muchos de estos depredadores son miembros del género 
Tetrahymena (Hymenostomatida: Tetrahymenidae) que, aunque son bacteriófagos, pueden 
presentar histofagia (principalmente facultativa), siendo algunos de ellos considerados parásitos 
en crustáceos (Kaczanowski et al., 2016). C. guanhumi tiene una importancia comercial 
relativa en República Dominicana, Estados Unidos, Brasil, Colombia y Cuba, donde se explota a  
gran escala y de forma artesanal (Giménez-Hurtado et al., 2015). Con relación a lo expuesto 
anteriormente se sabe que el impacto del ciliado en los cultivos de C. guanhumi conduce  
a pérdidas económicas entre los cangrejeros. Según Hwang et al. (2019) la cantidad de células 
en cultivos de T. hegewishi aumenta a concentraciones bajas de salinidad, por lo que el uso de 
cambios bruscos de salinidad plantea una alternativa contra su proliferación. El presente trabajo 
reporta el efecto del uso de cambios bruscos de salinidad en poblaciones de T. hegewishi en 
eventos de depredación contra larvas de C. guanhumi.
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OBJETIVOS
 - Documentar los eventos de depredación de larvas de Cardisoma guanhumi por ciliados 

del género Tetrahymena ocurridos en cultivos de cangrejos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño experimental. Se recolectaron zoeas de etapa uno de C. guanhumi en el Acuario Nacional 
de Santo Domingo. Estas se encontraban en un estanque de agua dulce con una temperatura de 28 
ºC y una salinidad de 3.40 ppm. En el laboratorio, las zoeas se dividieron en 20 recipientes con  
100 ml de agua dulce con diferentes valores de salinidad. El tratamiento A contó con una salinidad 
de 0.2 ppm, debido a que esta salinidad es el estándar en los cultivos del Acuario Nacional.  
El tratamiento control se basó en la salinidad del estanque de recolección de larvas, siendo esta 
3.4 ppt. Los valores de salinidad se midieron con un medidor mutilparámetros APERA PC60.

Los recipientes se colocaron siguiendo un diseño de bloques completamente al azar 
constituyendo diez repeticiones por tratamiento. Cada recipiente contaba con tres zoeas 
representadas como subréplicas, ya que para el análisis estadístico se tomaron como datos los 
valores medios de cada recipiente . Después de 24 horas, se procedió a contar los trofontes de 
T. hegewishi aparecidos en un rango de 1 mm2 alrededor de todo el cuerpo de la zoea utilizando 
una lupa estereoscópica y un microscopio Amscope T690C. 

PCR, clonación e identificación molecular de ciliados. Los análisis de PCR, clonación e 
identificación molecular de ciliados fueron realizados en el laboratorio de Parasitología 
del Instituto de Investigación en Análisis Químicos y Biológicos (IAQBUS) perteneciente 
a la Universidad de Santiago de Compostela, España. Para la realización de estos análisis, 
se extrajo y purificó el ADN de los individuos de T. hegewishi con un kit DNAeasy Blood 
and Tissue (QIAGEN, 2021a) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se analizó 
el ADN para estimar su calidad, pureza y concentración, mediante la medición de A260 
en un espectrofotómetro NanoDrop ND–1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 2010).  
El ADN se almacenó a -20º C hasta su uso.

Para la amplificación por PCR, se seleccionó una región de 1132 pb del gen que codifica 
el ARN 18 S ribosómico de subunidad pequeña (SSUrRNA) utilizando un par de cebadores 
universales diseñados y optimizados mediante el programa Primer 3Plus (Untergasser  
et al., 2007) con parámetros predeterminados. Las mezclas de PCR (25 µL) contenían 
buffer de reacción de PCR (Tris–HCl 10 mM, KCl 50 mM, MgCl2 1.5 mM, pH 9.0), 0.2 
mM de cada desoxinucleósido trifosfato (Roche Sequencing, 2021), 0.4 µM de cada cebador  
[adelante 5’-TGCTTGATCCTGCCAGTAGTC-3 ‘/ inverso 5’–GATCCTTCCGCAGGTTCA–3’] 
(F1118S / R1118S); 0.5 unidades de polimerasa Taq de alta fidelidad (Nzytech, 2021) y 50 ng de 
ADN genómico. Las reacciones se realizaron en un termociclador automático (BIORAD, 2021) 
de la siguiente manera: desnaturalización inicial a 94º C durante 5 min, seguida de 35 ciclos a 
94º C durante 30 s, recocido a 55 º C durante 45 sy 72 º C durante 1 min; y finalmente una fase de 
extensión de 7 min a 72º C. Los productos de la PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % en 
tampón de ácido etilendiaminotetraacético acetato de tris (TAE) (acetato de tris 40 mM, pH 8.0, 
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EDTA 2 mM) que contenía Sybr Green a una concentración 1X (Intron, Corea), para verificar 
la presencia de bandas. Los productos de PCR se clonaron en el kit de vector de clonación de 
ADN pSpark® II (CANVAX, 2021) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después 
de la ligación del fragmento de PCR, las células de E. coli DH5α se transformaron y luego se 
seleccionaron basándose en la sensibilidad a los antibióticos y el color mediante cultivo en 
placas de agar LB que contenían 100 µg / ml de ampicilina, con 50 µl de una solución madre 
de 20 mg / ml de 5–bromo–4–cloro–3–indolil–β–galactósido (X–Gal) y 20 µl de una solución  
0.5 M de isopropiltio-β-D-galactósido (IPTG) esparcidos sobre la superficie. Se amplificaron diez 
colonias blancas de E. coli por muestra de ligación en medio LB y se purificó el ADN plasmídico 
con el kit QiAaprep® Spin Miniprep (QIAGEN, 2021b) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. A continuación, los productos amplificados por PCR se secuenciaron mediante 
el método de Sanger en direcciones complementarias (Sigma–Aldrich, 2021). Se utilizó la 
interfaz BLAST y el programa BlastN optimizado para secuencias muy similares (megablast)  
(U.S. National Library of Medice, 2021), para calcular el grado de identidad entre las secuencias 
de nucleótidos y proceder a su identificación molecular.

Análisis estadístico. Se utilizó una prueba t de Student para determinar si existe un efecto  
de salinidad significativo en el evento de depredación de trofontes de T. hegewishi a larvas de 
C. guanhumi. La temperatura no fue considerada dentro del análisis estadístico ya que cumple 
con el rango de tolerancia mencionado por Nyberg (1981). Todos los análisis se realizaron con 
un nivel de significancia de 0.05, utilizando el programa SPSS Statistics (IBM 2017).

RESULTADOS

Según el análisis de identificación molecular, se confirmó que el ciliado depredador es  
T. hegewishi. Después de 36 horas del avistamiento del primer grupo de trofontes de T. hegewishi, 
todas las zoeas estaban muertas en ambos tratamientos (Fig. 1). Algunas de estas presentaban 
hifas y zoosporangios de oomicetos del género Lagenidium tanto en el tejido exterior como en 
los tejidos interiores (Fig. 2). El hecho de que Lagedinium sp. no fue observado en todas las 
zoeas muertas nos indica que este no fue el factor principal en la muerte de estas.

Los resultados de la prueba t de Student (Fig. 3) muestran una diferencia significativa entre 
los tratamientos para la cantidad de trofontes de T. hegewishi (t = –11.53, P <0.05), teniendo el 
tratamiento A mayor número de individuos en relación al tratamiento control.
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Figura 1. Trofonte de T. hegewishi alrededor de una zoea en el tratamiento A.

Figura 2. Zoea muerta de Cardisoma guanhumi del tratamiento control, con hifas y zoosporangios de Lagenidium.
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DISCUSIÓN

Según los resultados de la prueba t de Student, T. hegewishi se ve afectado por cambios 
repentinos en la salinidad, correspondiendo a lo expuesto por (Hwang et al., 2019), donde se 
asegura que asegura que la cantidad de células en los cultivos de Tetrahymena aumentan en bajas 
concentraciones de salinidad. En algunos estudios, la mortalidad de Tetrahymena se atribuye a 
la ineficacia de las vacuolas contráctiles para controlar la presión osmótica tras el aumento de  
la salinidad (Ayre et al., 2017); sin embargo, otros niegan el efecto de la salinidad en la formación 
de estos orgánulos (Carnegie et al., 2019). 

La presencia de oomicetos es una variable a considerar en la mortalidad de las larvas ya 
que, aunque no se haya observado en todas las zoeas, algunos autores informan que algunas 
especies están exclusivamente relacionadas con cangrejos, tendiendo a colonizar la superficie 
del individuo desde donde dispersa sus zoosporas (Lee et al., 2016). En algunos casos, se han 
observado las hifas de Lagenidiun sp. propagarse rápidamente en los cultivos de cangrejos 
afectando hasta el 100 % de los huevos y las zoeas ( Van West y Beakes, 2014; Selvi et al., 2019).

Figura 3. Gráfico de cajas mostrando la cantidad de trofontes de T. hegewishi en tratamientos.
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Cabe destacar que anteriormente han sido mencionadas relaciones interespecíficas 
entre ciliados y oomicetos. Se ha reportado competencia entre ambos organismos, siendo el 
oomiceto causante de bajas en la densidad del ciliado (Canter y Dick, 1994). También se ha  
descrito mutualismo, ya que en algunas ocasiones los ciliados sirven como agentes dispersores 
de propágulos del oomiceto (Larousse y Galiana, 2017). A diferencia de T. hegewishi,  
algunos representantes del género Lagenidiun tienden a presentar crecimiento activo en 
salinidades con un rango tope de 30 ppm, por lo que no sorprende su presencia en cantidades 
similares en ambos tratamientos (Lee et al., 2016).

CONCLUSIÓN

Una solución temporal, para reducir los eventos depredadores de T. hegewishi a larvas de  
C. guanhumi en los cultivos, es realizar cambios repentinos en la salinidad. Un punto a 
considerar es el hecho de que C. guanhumi es un organismo eurihalino, que soporta cambios 
repentinos en la salinidad (Giménez-Hurtado et al., 2015). Un aumento gradual de la salinidad 
hasta la erradicación de los trofontes de T. hegewishi podría ser una alternativa. Sin embargo, 
una posible proliferación de oomicetos puede ser un problema, ya que estos son resistentes a 
salinidades relativamente altas. Estas razones hacen que no se pueda asegurar el éxito del uso de  
cambios bruscos en la salinidad como método de desinfección. El uso de otras variables 
fisicoquímicas del agua puede ser una opción, pero se necesitan realizar más ensayos para 
determinar su eficacia.
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