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1 RESUMEN

La familia Rhinonyssidae es una familia de acaros hemat6fagos que se localizan de forma
permanente en las cavidades nasales de las aves. En esta familia se incluyen alrededor de 600
especies que se clasifican en once géneros. En el presente trabajo se secuencian fragmentos de la
region que comprende el ITS1, el 5.8S y el ITS2 para inferir relaciones filogenéticas en nuevas
especies de &caros rinonisidos pertenecientes a cuatro géneros (Tinaminyssus, Ptilonyssus,
Rhinonyssus y Sternostoma) y abordar problemas morfologicos como dilucidar el estatus
taxonémico de la subespecie Ptilonyssus motacillae phoenicuri y de las especies afines. Con este
objeto, se analizaron las distancias genéticas minimas para la delimitacién de especies y géneros
con estos marcadores. De esta manera, se observé que el fragmento ITS- 5.8S-1TS2 es (til para
la resolucion de estos problemas, en la familia Rhinonyssidae, a nivel especifico y algo menor a
nivel intergenérico. El anélisis de los arboles filogenéticos, confirmd la division de los diferentes
géneros con la morfologia de sus queliceros. También se encontraron diferencias significativas
entre especies gque, consideradas anteriormente como sindénimas, como es el caso de Ptilonyssus
motacillae y Ptilonyssus fringillae deben ser consideradas especies distintas. Ademas, a la vista
de los resultados se puede concluir que la subespecie Ptilonyssus motacillae phoenicuri debe
alcanzar el estatus taxondmico de especie y pasar a denominarse Ptilonyssus phoenicuri.
Asimismo, se confirma la existencia de especies cripticas (Tinaminyssus streptopelioides y
Tinaminyssus streptopeliae). Finalmente, observaciones como la inclusién de Tinaminyssus
bubulci, parasita de Ciconiformes, en el grupo de especies parasitas de Columbiformes debe ser
analizado con nuevos datos moleculares, por lo que se hace necesario llevar a cabo nuevos

estudios que incluyan el analisis de otros marcadores moleculares mitocondriales y/o nucleares.

Palabras clave: acaros, filogenia, ITSs, marcadores moleculares.



2 INTRODUCCION

Los &caros rinonisidos son endoparasitos hemat6fagos permanentes de lento movimiento que
se instalan en las cavidades nasales de las aves, aprovechandose de las zonas mas vascularizadas
para alimentarse (Knee & Galloway, 2017). En la mayor parte de los casos, dichos acaros no
suponen una patologia significativa a sus hospedadores, aunque la forma de alimentacion de los
rinonisidos puede provocar traumay rotura de los tejidos nasales (de Rojas et al. 2002). La familia
Rhinonyssidae incluye alrededor de 600 especies descritas por todo el mundo agrupadas
actualmente en 11 géneros (Knee, 2008): Larinyssus (Strandtmann, 1948) ; Locustellonyssus
(Bregetova, 1965); Mesonyssus (Fain,1960); Ptilonyssoides (Vitzthum, 1948), Ptilonyssus
(Berlese y Trouessart, 1889); Rallinyssus (Strandtmann, 1948); Rhinoecius (Cooreman, 1946),
Rhinonyssus (Trouessart, 1894); Sternostoma (Berlesse y Trouessart, 1889); Tinaminyssus
(Strandtmann y Wharton, 1958) y Vitznyssus (Castro, 1948).

Los primeros estudios sobre estos parasitos datan de finales del siglo XIX, en los que varios
investigadores europeos mencionan la presencia de parasitos nasales en aves (Nitzsch y Giebel,
1871; Weber y Zurn, 1882). Asi, Berlesse y Touessart en 1889 definen el género Ptilonyssus y la
subfamilia Rhinonyssidae (Trouessart, 1895). No es hasta 1935 cuando se revisa y se incluyen
nuevas especies (Vitzhum, 1941), siendo afios después los trabajos de Castro y Pereira los que de
forma pionera recogen un compendio mayor y mas completo (Pereira y Castro, 1949).
Strandtmann, a mitad del siglo XX continGa aportando mas informacion a las publicaciones de
sus predecesores (Strandtmann, 1951). Fain comienza sus estudios sobre rinonisidos de Europay
Africa en el afio 1957 a la que sigue una ingente produccion cientifica sobre esta familia de acaros
(Fain, 1957). Los trabajos posteriores de Ubeda (1978, 1991...) siguen realizando una aportacion
importante al conocimiento de los rinonisidos. Ya en el presente siglo, los trabajos de Dimov
(2010, 2011, 2012) o De Rojas (2001, 2002, 2012), tratan de resolver los problemas taxonémicos

e inferir filogenia en esta familia de acaros basandose en técnicas moleculares.



La clasificacion de la familia Rhinonyssidae siempre ha estado basada en la morfometria de los
acaros encontrados. No obstante, muchos de los caracteres morfolégicos que se han usado con
fines discriminatorios se basan en caracteristicas que cambian gradualmente entre especies
préximas, observandose una gran variabilidad en grupos de especies cercanos taxonomica y
ecoldgicamente. Esto finalmente conduce a identificaciones ambiguas, asi como a agrupaciones
de especies que puedan estar estrechamente relacionadas, como el “grupo sairae” de Ptilonyssus
(Pence y Castro 1976), el “grupo melloi” entre los Tinaminyssus (Fain 1962) o el “grupo

coniventris” en el género Rhinonyssus (Fain, 1963).

Comprender los patrones y procesos de la especiacion es un objetivo actual de la biologia
evolutiva (Templeton, 1998, Taylor, Larson 2019), siendo los paréasitos un elemento gran interés
debido a sus tasas de mutacién y su capacidad de diversificacion (Cole, Viney, 2019; Huyse et
al., 2005). Las nuevas técnicas de Biologia Molecular, a través del estudio de diferentes
marcadores moleculares, permiten establecer la relacion entre la genética de poblaciones con
aspectos evidentes de la morfologia (Huyse et al., 2005), aportando un enfoque complementario
a la identificacion precisa de distintas especies de diferentes grupos de parasitos, y al
establecimiento de relaciones filogenéticas entre ellas (Sunantaraporn et al., 2015; Kelomey et
al., 2017).

Algunos de los marcadores moleculares mas utilizados son genes como el 16S ADNr, 12S
ADNry el gen COI (Citocromo Oxidasa I), que se encuentran en el ADN mitocondrial, asi como
genes constituyentes del ADN ribosomico nuclear, como el 18S, 28S y el 5.8 S, siendo también
de interés los espaciadores internos transcritos (ITS1le ITS2) (Navajas y Fenton, 2000, Song et
al., 2011; Kovalev et al., 2016).

Segun Cruickshank (2002), no existe marcador molecular que satisfaga todas las condiciones
necesarias para ser perfecto, pues no todas tienen un facil alineamiento, o no presentan variaciones
entre las composiciones de bases entre taxones. Concretamente, el autor destaca los genes
ribosomales en el estudio molecular de las especies ya que pueden ofrecer mas informacion
aquellos que codifican proteinas, sefialando también la importancia del estudio y seleccion de un
marcador apropiado antes de realizar cualquier secuencia, pues supondria un ahorro de tiempo y
dinero considerable (Cruickshank, 2002).



Es entonces cuando destacan los estudios enfocados a la utilidad de cada marcador molecular.
Mientras que algunos autores resaltan los genes 28S y 18S como marcadores validos para la
identificacidn de género y especie (Zhao et al., 2020), otros avalan la eficacia de los espaciadores
internos transcritos ya que pueden ofrecer informacidn a nivel de especies y cepas, siendo muy
Gtiles en estudios poblacionales (Dabert M., 2006). Ademas, los espaciadores internos transcritos
han demostrado ser Utiles para inferir relaciones filogenéticas entre especies de otros géneros
como Ixodes (Fukunaga, 2000) o Palpigradi (Giribet et al., 2014)

En el caso de la familia Rhinonyssidae existen escasos trabajos moleculares y se han ensayado
pocos marcadores moleculares como el fragmento 1TS1-5.8S-1TS2, la citocromo oxidasa | (COI)
y el 16S ADNr mitocondrial. Esto supone que los datos moleculares en la base de datos GenBank

son escasos tanto en marcadores como en especies estudiadas.



3 OBJETIVOS

Apoyandose en todo lo expuesto hasta el momento, el presente trabajo persigue tres objetivos
generales:

1. Evaluar la utilidad de la region que comprende el ITS1, el 5.8S y el ITS2 para inferir

relaciones filogenéticas en nuevas especies de acaros rinonisidos.

2. Abordar problemas taxonémicos como la necesidad de revisar el estado taxonémico de la

subespecie Ptilonyssus motacillae phoenicuri y de las especies afines.

3. Evaluar las distancias genéticas minimas para la delimitacion de especies y de géneros

para el marcador molecular ensayado.



4 MATERIAL Y METODOS

4.1 EXTRACCION DE LOS ACAROS PARASITOS. ESPECIES INCLUIDAS EN ESTE

ESTUDIO

En primer lugar, las aves se guardan en bolsas individuales para su traslado al laboratorio,

donde cada hospedador se identifica y se elabora una ficha donde se recogen distintos datos de

este:

Numero de hospedador
Nombre de la especie hospedadora (comun y cientifico)

Fecha en la que se capturd y localidad de la que procede.

La extraccion de la acarofauna parasita se realiza bajo lupa binocular. Los acaros localizados

se extraen con ayuda de agujas de entomologia enmangadas y se colocan en pocillos de histologia

con solucién salina, donde se procede al lavado de restos y moco del hospedador que pudieran

guedar adheridos.

4.2

Una vez lavados se conservan de dos formas dependiendo del estudio a realizar:

Para el estudio molecular se colocan en eppendorfs con alcohol de 100°. Una vez
etiquetados, se conservan a 4°.

Para la identificacién morfoldgica, se colocan los paréasitos en pocillos de histologia con
acido lactico. Dicho &cido transparenta el interior de los especimenes y favorece su
posterior observacion, siendo de gran importancia el tiempo de permanencia de la
acarofauna en el acido, pues debe evitarse que afecte a estructuras de interés. Una vez
transparentados, y segun el tamafio del acaro, se montan de forma extemporanea en
portaobjetos excavados con &cido lactico, o bien de forma permanente en medio de

Hoyer.

CLASIFICACION DE LOS ACAROS A ESTUDIAR. ANALISIS MORFOMETRICO

La identificacion de las especies estudio se realiza mediante la observacién de caracteres
morfométricos que diversos autores consideraron para la descripcion de las diferentes
especies consideradas en este trabajo, como los que se encuentran en los estudios de
Butenko (1984); Fain (1962) y Dimov (2020) (Tabla 1).



Tabla 1. Especies identificadas en este estudio y autores considerados para la descripcion de

las mismas

Especie

Descrito por

Tinaminyssus melloi

Tinaminyssus columbae

Tinaminyssus minisetosum
Tinaminyssus
streptopelioides
Tinaminyssus streptopeliae
Tinaminyssus bubulci
Ptilonyssus hirsti
Ptilonyssus motacillae
Ptilonyssus muscicapae
Ptilonyssus motacillae
phoenicuri

Ptilonyssus fringillae

Rhinonyssus. echinipes

Rhinonyssus himantopus

Rhinonyssus neglectus

Rhinonyssus tringae

Sternostoma boydi
Sternostoma fulicae

Butenko (1984); Castro (1948); Domrow
(1966a,1966b) ; Domrow (1969); Domrow
(1972a,1972b) ; Fain (1959); Fain (1962); Pence
(1979) ; SixI (1969) ; Wilson (1964); Wilson (1966);
Zumpt and Till (1955)

Butenko (1984); Cerny (1970); Crossley (1951);
Domrow (1965); Domrow (1966a, 1966b) ; Fain
(1956); Fain (1957); Fain (1958); Fain (1962); Fain et
al. (1974); Pence (1975); SixI (1971); Wilson (1964);
Wilson (1966); Zumpt and Till (1954)

Butenko (1984)

Butenko (1984)

Fain (1962)

Zumpt y Till (1955); Pence (1972)
Castro y Pereira (1948)

Fain (1956)

Fain (1956); Shumilo y Lunkashu (1970)
Fain (1966); Shumilo & Lunkashu (1970)

Fain y Sixl (1971), Fain, Six y Moritsch (1974); Ubeda
y Guevara (1978)

Hirts (1921); Turk (1953a, 1953b) ; Vitzhum (1938) ;
Castro (1948); Strandtmann (1951); Butenko (1984);
de Rojas et al (2007)

Strandtmann (1951,1956,1959) ; Strandtmann y
Wharton (1958); Fain (1956); Cerny y Dusbabek
(1970); Butenko (1984), Kadosaka et al., (1987)

Hirst 1921; Vitzthum 1935; Castro 1948; Bregetova
1951; Strantmann 1951; Fain 1957; Fain 1960;
Domrow 1969; Pence 19754; Butenko 1984; Knee y
Proctor 2010; Dimov 2016

Fain 1963; Cerny y Dusbabek 1970; Amaral y
Reboucas 1974; Butenko 1984, de Rojas 2002,2007
Strandtmann 1951, Zumpt y Till 1955; Fain

Guevara y Ubeda 1975 ; Domrow 1969; Feider y
Mironescu (1973)

Este analisis morfométrico se realiza mediante un microscopio Nikon Eclipse, al que se

acopla un aparato de dibujo que nos permite confeccionar esquemas de la morfologia de

cada acaro.



4.3 TECNICAS MOLECULARES

4.3.1 ADN ribosémico

El ADN ribosémico nuclear eucariota se encuentra en los cromosomas nucleares y se
organiza mediante operones dispuestos en tandem y separados por una secuencia conocida como

secuencia espaciadora intergénica (IGS).

Dichos operones de ADNr constan de las siguientes partes:

e (enes 185, 5.8Sy 28S

e Dos espaciadores internos que se intercalan entre los genes ribosémicos, conocidos como
ITS1 o ITS2 (Internal transcribed spacer). Estos espaciadores pueden amplificarse
facilmente por PCR y gracias a las regiones conservadas que los rodean pueden disefiarse
primers eficaces.

e La secuencia espaciadora intergénica, que cuenta con el espaciador transcrito externo
(external transcribed spacer 0 ETS) que se encuentra en el extremo 5’ del gen 18S del
ADN ribosémico y una region conocida como NTS (nontrascribed spacer) ya que no se

transcribe.

Los fragmentos mencionados se disponen esquematicamente de la siguiente forma:

5 NTS ETS 185 ITS1 5.85 ITS2 288 3

Figura 1: Disposicién esquematica de los fragmentos de operones ADNr

4.3.2 Extraccion del ADN de los acaros

Para la extraccion del ADN del acaro se ha utilizado el kit de extraccion Nucleo Spin ®,
de Macherey Nagel, adecuado para un rendimiento alto de ADN en muestras muy pequefias como
son los acaros. Como paso previo al protocolo del fabricante, los &caros se situaron en un
eppendorf con 20 pl del Buffer de Extraccion, destruyendo todo el exoesqueleto con ayuda de

unos pistilos de plastico estéril.



4.3.3 Amplificacion de las secuencias

La amplificacion de los fragmentos de ITSs del ADN ribosémico se realiza mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que amplifica de forma exponencial un fragmento de
ADN mediante ciclos repetitivos. Dichos ciclos doblan el nimero de hebras con la finalizacion

de cada ciclo.

4.3.3.1 Reactivos empleados

e Cebadores o Primers. Se tratan de dos secuencias de oligonucle6tidos de cadena simple,
aproximadamente de 20-40 pares de bases que corresponden a los extremos del fragmento
de ADN a amplificar. Estos primers o cebadores son vitales para el proceso, ya que
suponen el punto de inicio para que la enzima polimerasa comience su funcién. También

deben ser complementarios al ADN original, 0 no existira hibridacién correcta.

Los cebadores utilizados para la amplificacidn del fragmento ITS1-5.8S-ITS2 se encuentran

descritos en Navajas y cols.,1999.
o Cebador directo: FORITS:
5> AGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAG 3
o Cebador reverso: REVITS:
5’ATATGCTTAAATTCAGGGGG 3’

e dNTPs, Desoxiribonucledtidos. Para la duplicacion de las hebras se necesitan nucledtidos
que puedan formar esas nuevas hebras, siendo estos: adenina (dATP), timina (dTTP) ,
guanina (dGTP) y citosina (dCTP).

e Taq polimerasa. Es la enzima que construye las moléculas de ADN. Debe ser
termoestable para soportar las temperaturas necesarias para la desnaturalizaciéon y
separacion de las hebras de ADN.

e lones de Mg?*. Ya que la taq polimerasa depende de este ion. Favorece el desarrollo del

procedimiento.
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4.3.3.2 Condiciones de PCR para la amplificacion del fragmento 1TS1-5.8S-1TS2

35 ciclos
o | " 720C | 72°C
2 minutos I 20 segundos s3C 20 segundos | 7 minutos 4°C
20 segundos
Desnaturalizacion Hibridacion Elongacion

Figura 2: Fases del termociclador en la realizacion de la PCR. Se utilizaron las temperaturas y
los tiempos detallados en la imagen.

Se utiliz6 un termociclador “Eppendorf AG” para la amplificacion del fragmento ITSs.
Las condiciones de la PCR estan basadas en las descritas por de Rojas et al. , (2002). En la

siguiente tabla se detallan los volumenes y concentraciones finales de cada reactivo en las

reacciones de PCR.

Tabla 2: reactivos empleados para la ejecucion de la PCR.

Reactivos Volumen Concentracion final
ADN diana 8 ul --
Tampon PCR 10 pul 1X
dNTPs 1l 0,2 mM
Cebador directo 1,5 pl 0,3 uM
Cebador inverso 1,5l 0,3 uM
tag ADN polimerasa 0,5 ul 2,5U
MgCl: 6 pl 6 mM
Agua bidestilada c.s.p 50 pl -

Actualmente, estos reactivos se encuentran recogidos en forma de premezclas listas para

usar, en nuestro caso utilizamos la Go Taq G2 Green Master Mix (Promega).

Los productos de la PCR se analizaron en geles de agarosa al 2 % tefiidos con GreenSafe
(NZYTech), y se visualizaron bajo luz UV para verificar el tamafio del amplicon. con la ayuda de

un transiluminador de luz UV con software fotografico incorporado.
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4.3.4 Purificacion

La purificacion de los productos de la PCR se realiza mediante un Kit de Purificacion
Promega Wizard™ SV Genomic DNA Purification System, siguiendo el protocolo del fabricante
mientras que otros se enviaron directamente para su secuenciacion a la empresa AllGenetics (A

Corufia).

En algunas especies en que de forma repetida fallaron las amplificaciones, recurrimos a la
empresa AllGenetics para el disefio de cebadores mas especificos. En estos casos la extraccion
del ADN se llevd a cabo utilizando el kit de aislamiento de ADN Zymo MicroPrep (Zymo
Research), siguiendo estrictamente las instrucciones del fabricante. EI ADN se resuspendi6 en un

volumen final de 15 pl.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 6 puL, que contenia 3 pL de
Supreme NZYTaq Green PCR Master Mix (NZYTech), 0,5 uM de cada cebador, 1,5 puL de la
solucion de ADN molde y agua de grado PCR hasta 12,5 pL. Las condiciones del ciclo térmico
fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 5 min, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 49 °C durante 30 s, extensién a 72

°C durante 45 s; y un paso final de extension a 72 °C durante 5 min.

4.3.5 Secuenciacion

Los productos de la PCR se secuenciaron bidireccionalmente en un analizador de ADN
ABI 3730xI (Thermo Fisher Scientific), utilizando los cebadores de la PCR AllGenetics (A

Corufa).

En la Tabla 3 se muestran las especies de acaros incluidas en este estudio, el nombre

comun y cientifico de sus hospedadores y el lugar de procedencia del hospedador.
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Tabla 3. Especies estudiadas en este trabajo junto a los datos de hospedador y el acceso a

Tinaminyssus minisetosum

Tinaminyssus
streptopelioides
Tinaminyssus
streptopeliae
Tinaminyssus bubulci
Ptilonyssus hirsti
Ptilonyssus hirsti
Ptilonyssus motacillae
Ptilonyssus muscicapae
Ptilonyssus sp.
Ptilonyssus fringillae
(Montellano)
Ptilonyssus fringillae
(Rusia)

Rhinonyssus. echinipes

Rhinonyssus himantopus

Rhinonyssus neglectus
Rhinonyssus tringae
Sternostoma boydi
Sternostoma fulicae

Dermanyssus sp.
(Outgroup)

(Paloma comun)
Columba oenas
(Paloma zurita)
Streptopelia turtur
(Tértola europea)
Streptopelia
decaocto

(Tortola turca)
Bubulcis ibis
(garcilla bueyera)
Passer domesticus
(Gorrién comun)
Passer domesticus
(Gorrién comun)
Motacilla alba
(Lavandera blanca)
Muscicapa striata
(Papamoscas gris)
Phoenicurus
ochruros
(Colirrojo tizén)
Fringilla coelebs
(Pinz6n vulgar)
Parus sp.

Pluvialis squatarola
(Chorlito gris)
Himantopus
mexicanus
(Cigutefiela cuello
negro)

Calidris alpina

(Correlimos comun)

Tringa totanus
(archibebe comun)
Larus argentatus
(Gaviota argéntea)
Fulica atra (Focha
comun)

Sevilla (Gines)

Montellano
(Sevilla)
Sevilla

Montellano
Montellano

Utrera
(Sevilla)
Montellano

Cadiz

Montellano

Montellano
Rusia

Isla Mayor
(Sevilla)
California
(USA)

Isla Mayor
(Sevilla)
Isla Mayor
(Sevilla)
Utrera
(Sevilla)
Isla Mayor
(Sevilla)

GenBank
Especie Hospedador Procedencia Acceso a GenBank
hospedador

Tinaminyssus melloi Columba livia Zaragoza Presente estudio
(Paloma comun)

Tinaminyssus melloi Columba livia Utrera Presente estudio
(Paloma comun) (Sevilla)

Tinaminyssus columbae Columba livia Zaragoza Presente estudio
(Paloma comun)

Tinaminyssus columbae Columba livia Sevilla Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Presente estudio

Acceso a GenBank
AM?238444
Acceso a GenBank
EU889329

Acceso a GenBank
AM?238442
Acceso a GenBank
AJ421838

Acceso a GenBank
AJ421834

Acceso a GenBank
AJ421833

Acceso a GenBank
L34326
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4.3.6 Anadlisis de las secuencias de ADN

Las secuencias del fragmento ITS1-5.8S-ITS2 completo del operdn ADNr, asi como las del
primer espaciador interno transcrito (ITS1), el gen 5.8S ADNr y el segundo espaciador interno
transcrito (ITS2), fueron analizadas para conocer la composicion cualitativa y cuantitativa de

nucle6tidos y su longitud.

Dichas secuencias se alinearon y analizaron mediante los programas Clustal W y MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) version 11.01 (Tamura et al., 2021; Jukes. ,1969),
con cuyos datos se elaboraron matrices de distancia genética y porcentajes de similitud en

comparacién por parejas. Se tuvieron en cuenta las siguientes variaciones:

1. Variaciones interespecificas: Es decir, diferencias entre secuencias de distintas especies,
obteniendo informacidn sobre la conservacion de los fragmentos a estudiar.

2. Variaciones interpoblacionales: Nos permite observar las posibles diferencias en
especimenes de una misma especie, que podrian estar favorecidas por provenir de

distintas localizaciones geograficas o por proceder de hospedadores de distinta especie.

4.3.7 Anadlisis filogenético

La interpretacion de los arboles filogenéticos es fundamental para comprender las relaciones
entre los organismos, sus caracteristicas o caracteristicas, su ecologia e incluso su biologia
gendémica y del desarrollo (Staton, 2015). Las filogenias aportan grandes cantidades de datos
bioldgicos en un todo integrado (Baum & Offner, 2008), ya que es posible estudiar las relaciones
evolutivas de la gran mayoria de niveles taxondmicos existentes a través de la observacion de la

evolucién de los genes o de regiones del ADN que varian ampliamente (Nei, 1996).

Los arboles filogenéticos creados a partir de una secuencia de aminoacidos o de
nucledtidos se conoce como “gene tree”. Estos arboles, puede diferir de la verdadera filogenia de
las especies (arbol de especies) o de otros “gene trees” ya que puede existir polimorfismo
genético, tasas dispares de mutaciones o incluso errores en el proceso (desde la toma de muestra

hasta en el mismo proceso de extraccion o secuenciacion) (Cummings et al., 1995)
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Método de inferencia bayesiana (I1B):

Es un tipo de inferencia estadistica en la que mediante las evidencias se deduce la
probabilidad de que una hipotesis pueda ser o no cierta (Berger, 1999). Siendo este parametro
utilizado en el estudio de la filogenia, se generan arboles filogenéticos basdndose en la relacion
entre la funcién de la verosimilitud y distribuciones anteriores y posteriores. Este método se

gjecutdé mediante el programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003)
Método de maxima verosimilitud (Maximun Likelihood):

El método de maxima verosimilitud se basa en encontrar el arbol evolutivo mas probable a
partir de los datos obtenidos. Sin embargo, la probabilidad se observa segun el tipo de hipoétesis
realizada (en nuestro caso, el arbol), significando esto que las probabilidades de diferentes arboles
son completamente distintas (Schmidt, 2009) Es de interés puntualizar que es necesario encontrar
el método e hipdtesis adecuada para nuestro andlisis. En nuestro caso utilizamos el programa
MEGA 11.01 (Tamura K. y Nei M.,1993; Jukes y Cantor, 1969) y FigTree version 1.4.4.

En la creacidén de ambos tipos de arboles filogenéticos se tiene en cuenta la eleccidn de un
taxon de referencia externa, conocido comunmente como “outgroup”. Es de importancia aclarar
también que deben enraizarse, es decir, se valora esta secuencia permitiendo distinguir si el
caracter estudiado es correspondiente a un antecesor con respecto a las otras secuencias o si dicho

caracter ha evolucionado y el rumbo que ha tomado (Lyons-Weiler et al., 1998).

En nuestro estudio, todos los andlisis filogenéticos se realizaron con los conjuntos de datos
del fragmento 1TS1-5.8S-1TS2 y las secuencias se alinearon utilizando el programa Clustal W

version 2.0 (Larkin et al., 2007). Los alineamientos se ajustaron manualmente.

Las relaciones filogenéticas se analizaron mediante métodos incluidos en el programa MEGA
11.01 de Tamura et al., (2011),

La estimacidn filogenética de Méaxima verosimilitud (ML)se realizé utilizando el paquete
(PHYML) de Guindon y Gascuel (2003) y el método ML incluido en MEGA 11.01. Por otra

parte, las inferencias bayesianas (B) se realizaron a partir de Mr. Bayes 3.1.2.

Para el andlisis bayesiano, realizamos tres ejecuciones independientes de cuatro cadenas de
Markov durante 10 millones de generaciones, muestreando cada 500 generaciones. Las

probabilidades posteriores bayesianas se convirtieron en porcentajes.
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Para la inferencia ML, se utilizé el programa JMODELTEST (Posada, 2008) para determinar
el modelo de sustitucidn mas adecuado para los datos obtenidos para especies de la familia
Rhinonyssidae (ITS1, 5.8S, ITS2). Los modelos de evolucion se eligieron para el anélisis
posterior segun el criterio de informacién de Akaike (Huelsenbeck y Rannala, 1997; Posada y
Buckley, 2004).

El modelo de sustitucién de nucle6tidos que mejor se ajusto fue el modelo JC.

El apoyo a la topologia del arbol se examind mediante bootstrapping (opcion heuristica)
(Felsenstein, 1985) sobre 1000 réplicas.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4 RESULTADOS

En el analisis de las secuencias alineadas mediante los programas Mega version 11.01'y
Clustal W versién 2.0 se obtiene un alineamiento para el marcador ITSs de 576 pares de bases,

encontrandose 197 posiciones conservadas y 353 variables.

Se observa una escasa variabilidad entre las longitudes de las distintas secuencias, que

oscilan entre 449 y 536 pb, siendo la media de 506 pb.

En cuanto a la composicion nucleotidica (Tabla 4), se encuentra un mayor contenido en
adenina y timina: 29,6% y 31,7% respectivamente, mientras que la cifra de citosina es la menor,
con 14,5% seguida de guanina, con 24,2%. Para la recoleccion de estos datos no se tiene en cuenta

los valores del elemento externo.

Tabla 4. Composicion nucleotidica de las secuencias descritas en el trabajo.

Especie Longitud (pb) T(U) C A G Total
Tinaminyssus melloi (Zaragoza) 475 32,3 13,5 30,7 235 473,0
Tinaminyssus melloi (Utrera) 520 31,9 13,5 30,6 24,0 520,0
Tinaminyssus columbae (Utrera) 502 30,9 15,3 28,7 25,1 502,0
Tinaminyssus columbae (Zaragoza) 502 30,9 15,3 28,7 25,1 502,0
Tinaminyssus minisetosum 502 315 15,1 289 245 502,0
Tinaminyssus streptopelioides 520 30,6 13,3 31,6 245 5190
Tinaminyssus streptopeliae 524 29,0 135 32,8 24,6 524,0
Tinaminyssus bubulci 449 30,5 13,4 31,4 24,7 4490
Ptilonyssus hirsti (Montellano) 494 30,0 16,4 29,8 23,9 4940
Ptilonyssus hirsti (Utrera) 494 31,0 16,2 29,4 235 520,0
Ptilonyssus motacillae 520 33,8 13,5 29,2 234 517,0
Ptilonyssus muscicapae 514 329 140 27,8 25,3 514,0
Ptilonyssus motacillae phoenicuri 514 33,7 144 27,0 249 5140
Ptilonyssus fringillae (Montellano) 531 328 14,7 29,4 23,2 531,0
Ptilonyssus fringillae (Rusia) 533 33,0 148 29,3 22,9 5330
Rhinonyssus. echinipes 502 32,7 12,7 30,9 23,7 502,0
Rhinonyssus himantopus 468 31,2 188 26,5 235 468,0
Rhinonyssus neglectus 506 324 126 30,4 245 506,0
Rhinonyssus tringae 489 325 13,1 28,8 25,6 489,0
Sternostoma boydi 540 30,4 15,0 29,3 25,4 540,0
Sternostoma fulicae 536 30,6 14,2 29,9 254 536,0
Dermanyssus sp. (Outgroup) 515 33,0 159 29,1 21,9 5150
Media 506,4 31,6 145 29,6 24,3 5074
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Respecto a las longitudes del fragmento ITS1, 5,8S e ITS2, se reflejan en la tabla 5 en
pares de base. Los limites de los ITS fueron determinados usando las zonas conservadas que

flanquean las secuencias del 18S, 5.8 S y 28S segun Navajas et al., 1999 y de Rojas et al., 2002.

Tabla 5. Longitud en pares de bases de los espaciadores internos transcritos 1y 2 (ITS1-1TS2)
y del gen 5.8 del ADNr

Especie ITS1 5.8S ITS2
Tinaminyssus melloi (Zaragoza) 218 184 -
Tinaminyssus melloi (Utrera) 218 182 90
Tinaminyssus columbae (Utrera) 200 182 90
Tinaminyssus columbae (Zaragoza) 200 182 90
Tinaminyssus minisetosum 201 181 90
Tinaminyssus streptopelioides 218 182 90
Tinaminyssus streptopeliae 218 182 94
Tinaminyssus bubulci 198 181 -
Ptilonyssus hirsti (Montellano) 214 189 -
Ptilonyssus hirsti (Utrera) 214 189 87
Ptilonyssus motacillae 214 191 82
Ptilonyssus muscicapae 213 189 82
Ptilonyssus motacillae phoenicuri 213 189 82
Ptilonyssus fringillae (Montellano) 226 188 87
Ptilonyssus fringillae (Rusia) 226 188 89
Rhinonyssus. echinipes 206 177 89
Rhinonyssus himantopus 197 181 90
Rhinonyssus neglectus 210 177 89
Rhinonyssus tringae 193 177 89
Sternostoma boydi 236 184 90
Sternostoma fulicae 232 184 90
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Tabla 6: Matriz de distancias genéticas (esquina inferior izquierda) y % de similitud entre las mismas (esquina superior derecha) entre las distintas especies
consideradas en este estudio.

T T T P. hirsti P P-motaci P. P R
T. melloi T. melloi T. columbae colum‘mba minis.etos stre toielioid T streptopeli T.s bubulci (Montell P hirsti  P.motaci muscica llae fringillae frin illae g’ himaﬁto Roneglectu R.tringae  S. boydi S.fulicae Dermanyssus
(zaragoza) (Utrera) (Zaragoza) ¢ (Utrera) um P eg ae : ano) (Utrera) llae 26 P phoenicu  (Montell (Rl?sia) echinipes N P s - ring - Doy . sp. (Outgroup)
ri
T.melloi
(Zaragoza)
0,00
T. melloi (Utrera)
T.columbae 0,23
(Zaragoza)
T.columbae 0,23
(Utrera)
o 0,20
T. minisetosum
T.streptopelioide 0,18
s
0,14
T.streptopeliae
0,25
T. bubulci
P. hirsti 0,36
(Montellano)
Ptilonyssus hirsti 0,38
(Utrera)
0,29
P. motacillae
_ 0,32
P. muscicapae
P. motacillae 0,28
phoenicuri
P. fringillae
(Montellano) s
P. fringillae 0,33
(Rusia)
0,45
R.echinipes
0,54
R himantopus
0,43
R. neglectus
_ 0,44
R tringae
. 0,33
S. boydi
i 0,34
S. fulicae
Dermanyssus sp. 0,35
(Outgroup)
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Figura 3: Arbol filogenético de diferentes géneros y especies de la familia Rhinonyssidae basado en el fragmento ITS1-5.85-1TS2. La filogenia se ha inferido mediante los métodos Bayesiano (B)

y de Méaxima Verosimilitud (ML), y muestra topologia bayesiana. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba Bootstrap (1.000 réplicas) se
muestra en las ramas (B/ML). Las probabilidades posteriores bayesianas (BPP) se han convertido en porcentajes. También se muestran esquemas de los queliceros que presentan los distintos

géneros.
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4.5 DISCUSION

45.1 Sobre el estudio de las secuencias consideradas y sus relaciones.

La cuestion de la delimitacion de especies en la genética molecular sigue siendo un
problema por resolver, porque no existe un limite objetivo en el que se pueda indicar que dos
especies son distintas (Morelli and Spicer, 2007). Sin embargo, Dobler y Farrell (1999) han
observado que en el caso de los organismos parasitos “el flujo de genes entre las poblaciones de
parasitos en diferentes especies de hospedadores puede ser limitado, incluso si los parasitos no

son 100% especificos". Esta estructura puede favorecer la formacion de razas, o la especiacion.

En este trabajo pretendemos resolver en la medida de lo posible algunas de estas

situaciones en especies de la familia Rhinonyssidae.

Asi, cuando se alinearon los fragmentos de la region ITS1-5.8S-TS2 de las especies
consideradas en el presente estudio se obtuvo un alineamiento con 576 posiciones incluyendo los
gaps, con 197 conservadas y 353 variables. Estos valores son similares a los obtenidos para otros
andlisis de este fragmento en otras especies de rinonisidos (de Rojas et al., 2002; de Rojas et al.,
2006).

Asimismo, la longitud del marcador considerado en las diferentes especies estudiadas y
gue se muestran en la tabla 5, son también similares a los obtenidos por de Rojas et al., (2006),
para especies del género Rhinonyssus, entre 515 pb para R. tringae y 533 en R. vanellus 0 584 pb
para Sternostoma boydi (de Rojas et al., 2002) asi como los de otros representantes de la

superfamilia Dermanysoidea como Dermanyssus longipes (FM179377).

En la tabla 5 se muestran las longitudes en pares de base de los espaciadores internos
transcritos 1y 2 (ITS1-1TS2) y del gen 5.8s del ADNr. La longitud del ITS1 vari6 entre los 232
pb en Sternostoma fulicae y los 193 en Rhinonyssus tringae. EI gen 5.8 S ADNr oscilé entre 189
pb en Ptilonyssus hirsti y 177 en Rhinonyssus echinipes. EI ITS2 fue menos variable en tamafio,
todas las especies con valores muy cercanos a 90. Estos valores son muy parecidos a los
encontrados por de Rojas et al., 2002 y de Rojas et al., 2007. Ademaés, cuando se consulta la base
de datos GenBank, los miembros de la superfamilia Dermanysoidea (Dermanyssus longipes
FM179377 y Androlaelaps casalis AM903317 muestran valores similares para el ITS1y para el

gen 5.8s ADNT, siendo el ITS2 sensiblemente mas corto (73 y 62 pb respectivamente).

Respecto al porcentaje en el contenido de las distintas bases queda reflejado en la tabla 4.
Como puede observarse, es practicamente idéntico al obtenido por de Rojas et al. (2002) para un

menor nimero de especies de rinonisidos.
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En cuanto a la variabilidad de los distintos fragmentos, y como era de esperar, el gen 5.8S
ADNIr es la region mas conservada, mientras que el ITS1 es la méas larga y variable. Finalmente,
el ITS2 es el fragmento més corto y curiosamente bastante conservado. Este hecho ya habia sido
observado por Navajas et al. 1999 en 4caros de la familia Phytoseiidae y por de Rojas et al., 2002

en representantes de Rhinonyssidae.

Por otra parte, cuando se compararon por pares el fragmento 1TS1-5.8S- ITS2 de todas
las especies consideradas en este estudio, se obtuvieron porcentajes de similitud y distancias

genéticas para cada pareja de taxa (Tabla 6).

Del anélisis de los datos de distancias genéticas y porcentajes de similitud pueden
deducirse aportaciones significativas. Asi, observamos que existen especies como T. columbae y
T. minisetosum gue son muy similares desde el punto de vista morfoldgico y sélo la longitud de
sedas dorsales parece un caracter valido para su separacion. La distancia entre ambas es de s6lo
0,05y el porcentaje de similitud de 96% el mas alto para especies aceptadas como diferentes. De
forma analoga, T. streptopeliae de Streptopelia decaocto y T. streptopelioides procedente de
Streptopelia turtur son dos especies practicamente indiferenciables y posiblemente sus citas en la
literatura han sido, a menudo, intercambiadas. No obstante, la distancia genética es mas del doble
que en el caso anterior y su porcentaje de similitud del 90,8%, por lo que pueden considerarse

especies cripticas, como ya adelant6 de Rojas et al., (2018).

Los mismos valores en distancias y porcentajes de similitud presentan especies de otros
géneros como Sternostoma fulicae y S. boydi (0,10 y 91,5%) procedentes de especies de aves
acuaticas, lo que ha podido influir en el intercambio de los parasitos al compartir habitat proximo

sus hospedadores.

Otro grupo de especies con caracteres morfoldgicos tremendamente similares son las
especies del “grupo coniventris™ del género Rhinonyssus (R. echinipes, R. tringae y R. neglectus)
cuyos hospedadores comparten también habitats acuaticos. En este caso, las distancias genéticas
oscilan entre 0,07 y 0,08 y la similitud entre el 94,1 y el 93,5%. La enorme distancia que se
muestra entre R. himantopus y el resto de las especies de este género incluidas en este estudio
puede deberse, por una parte, a que esta especie no se incluye en el denominado grupo coniventris,
y por otra porque los acaros han sido localizados en Himantopus mexicanus, ave que no se
encuentra en Europa. Seria interesante poder estudiar 4caros procedentes de la cigiiefiuela europea

Himantopus himantopus.
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La situacion de las especies del género Ptilonyssus es particular. Asi podemos establecer
dos grupos de especies en funcién de sus distancias genéticas. En uno de ellos la distancia entre
las dos especies que lo constituye (P. hirsti y P. fringicolla) es de 0,18 con un porcentaje de
similitud del 85,9%. El otro grupo incluye tres especies (P. motacillae, P. muscicapae y P.
motacillae phoenicuri), en este caso las distancias entre ellos oscilan alrededor de 0,1 entre 91,30
y 93,20%.

En latabla 7 puede observarse el resumen de distancias y % de similaridad intergenéricas,

interespecificas e intrapoblacionales.

Tabla 7: Variabilidad de las distancias genéticas (JC) y % de similaridad intergenéricas,
interespecificas e intrapoblacionales.

Nivel Distancia genética (JC) %
Género
Tinaminyssus-Sternostoma 0,26-0,34 77,6-81,1
Tinaminyssus-Rhinonyssus 0,33-0,54 70,5-79,5
Tinaminyssus-Ptilonyssus 0,22-0,39 73,8-82,8
Sternostoma-Rhinonyssus 0,32-0,42 72,7-77,8
Sternostoma-Ptilonyssus 0,23-0,32 76,4-82,5
Ptilonyssus-Rhinonyssus 0,31-0,48 71,7-79,3
Especie
Tinaminyssus 0,05-0,27 82,5-96
Sternostoma 0,1 91,5
Ptilonyssus 0,07-0,47 72,6-94,1
Rhinonyssus 0,08-0,3 78,3-93,2
Poblaciones
T. melloi (Zaragoza-Utrera) 0 100
T. columbae (Utrera-Zaragoza) 0 100
P. hirsti (Montellano-Utrera) 0,04 96,7
P. fringillae (Montellano-Rusia) 0.01 99,5
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45.2  Sobre el estudio filogenético de las especies incluidas en el alineamiento.

A pesar de que los primeros estudios sobre acaros rinonisidos datan de finales del siglo
XIX'y principios del pasado siglo, en la literatura solo se localizan trabajos puramente
morfométricos. En ellos se describen nuevos géneros y especies, muchas de ellas descritas
en base a criterios morfoldgicos poco significativos y que bien pudieran ser convergentes.
De ahi las numerosas descripciones de nuevos géneros y especies que, en muchas

ocasiones, han sido sinonimizados.

No es hasta 1979 cuando Pence trata de abordar una filogenia en esta familia de acaros.
Pence, basdndose en las observaciones de Castro, 1948 hipotetiz6 que un caracter bastante
estable, ya que esta relacionado con la nutricion, seria la morfologia de los queliceros.
Segun esta hipotesis, los rinonisidos procederian de algin ancestro de los Macronysidae
con los que, la morfologia de sus queliceros guarda cierta similitud con los del género

Tinaminyssus (Pence,1979).
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Tinaminyssus

Figura 4: Filogenia propuesta por Pence, 1979. (Esquema tomado de
Pence, 1979)

Con laaplicacion de las técnicas de biologia molecular a la resolucion de problemas taxonémicos
y filogenéticos en la década de los noventa del siglo XX, comenzaron a resolverse gran parte de
estos problemas en distintos grupos de parasitos. Sin embargo, estas técnicas no han sido

aplicadas a la familia Rhinonyssidae hasta el presente siglo (de Rojas et al., 2001).

En este estudio, tratamos de ampliar los datos moleculares de nuevas especies de rinonisidos

ausentes en bases de datos, como GenBank, y establecer relaciones filogenéticas entre ellas.

Asi, del arbol filogenético elaborado segln lo expuesto en Material y Métodos y mostrado en el

capitulo de Resultados (figura 4) pueden deducirse varias cuestiones.
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La topologia del arbol mostrada corresponde al elaborado con el método de inferencia Bayesiana
y es similar a la que obtuvo para el método de Maxima Verosimilitud, si bien en este Gltimo caso
los valores de Bootstrap eral ligeramente inferiores a la probabilidad bayesiana. En ambos casos
los cuatro géneros considerados en este estudio se mostraron en clados diferentes. Esta
observacion coincide con la propuesta morfol6gica de Pence, 1979 respecto a la clasificacion en

géneros en base a la morfologia de los queliceros.

Asi el clado del género Sternostoma y el que agrupa los otros tres géneros de rinonisidos estan
bien apoyados por valores de BPP (100 y 85% respectivamente). Sin embargo, el que agrupa las
diferentes especies de Ptilonyssus mostré los valores mas bajos de apoyo (59 de BPP y 68% de
Bootstrap). Este hecho hace pensar que para la resolucion de relaciones filogenéticas por encima
del nivel de género este marcador debe ser completado con el estudio de otros que puedan
clarificar la situacion. Asi, aunque de Rojas et al., 2007 indican que el fragmento de ITSs es
adecuado para establecer relaciones filogenéticas y no asi el 165 ADNm, hay que tener en cuenta

gue en este trabajo solo trata especies del complejo coniventris del género Rhinonyssus.

Precisamente, el clado que incluye especies del género Rhinonyssus es el peor apoyado, lo que
puede deberse a la introduccion de una especie R. himantopus de un hospedador distribuido s6lo
en América Himantopus mexicanus y que no se incluye en el complejo coniventris, por lo que
morfolégicamente son muy diferentes. De ahi que incluso las distancias genéticas y los
porcentajes de similitud con el resto de las especies de este género sean del orden de la
diferenciacion intergenérica Por este motivo, seria interesante estudiar las especies de la

cigliefiuela europea Himantopus himantopus.

Respecto al clado que incluye las especies del género Tinaminyssus todas aparecen en una rama
comun con un apoyo del 99-91%. Dentro de este grupo, se pueden distinguir dos ramas diferentes
en funcion de las caracteristicas morfologicas: el complejo “melloi” (T. melloi, T.
streptopelioides, T. streptopeliae) y el complejo “columbae ” (T. minisetosum, T. columbae) (Fain
1962a). Sin embargo, T. bubulci, un parésito de aves ciconiformes debia parecer mas distante del
grupo de las especies de Tinaminyssus que parasitan a las aves columbiformes, lo que concuerda
parcialmente con datos morfoldgicos, pero se distancia de caracteres ecolégicos o de proximidad
filogenética de los hospedadores. Por lo que seria conveniente ensayar nuevos marcadores

moleculares que pudieran resolver esta aparente contradiccion.

En lo que concierne al género Ptilonyssus, es el mas numeroso de la familia Rhinonyssidae. En la
actualidad, no hay consenso entre los expertos sobre sus limites taxonémicos y el nimero de
especies que deberian incluirse. Sin embargo, segun cualquiera de los conceptos taxonémicos, el

namero de especies supera el centenar (Dimov, 2020).
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Algunos autores (Strandtmann, 1956, 1960; George, 1961; Bregetova 1967; Cerny, 1970, de
Rojas et al. 2018; Dimov, 2020) consideran que una de las principales caracteristicas del género
Ptilonyssus es la presencia de un gran escudo podosomal y uno o dos pequefios escudos pigidiales
en la cara dorsal del idiosoma. Basandose en la quetotaxia de estos escudos, algunas especies del
género se combinaron en complejos de especies: “motacillae”, “sairae”, “hirsti”, “lanii”,
“orthonychus” y “pari” (Dimov 2020). A la vista de los resultados obtenidos, de las cinco
especies de este género que se han estudiado, tres pertenecen al grupo motacillae y dos al grupo
hirsti. Estos dos grupos aparecen diferenciados con apoyos no muy altos (59-68%). No obstante,
el agrupamiento de especies dentro de cada grupo obtiene unos apoyos en todos los casos y tanto
para ML como para Bl cercanos al 100%. Llama la atencion la diferente morfologia de los
queliceros en ambos grupos (Figura 4) y que este caracter no haya sido tenido en cuenta en la

formacidn de los complejos de especies por diferentes autores.

De todo lo expuesto se deduce que si bien el fragmento ITS1-5.8S-ITS2 resuelve distintos
problemas taxonomicos y filogenéticos a nivel de especie, seria necesario ensayar nuevos
marcadores moleculares gue resolvieran relaciones intergenéricas. Incluso la seria conveniente la
combinacion de marcadores nucleares y mitocondriales o diferentes dominios del 28S ADNr

nuclear para solventar estas situaciones.
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5 CONCLUSIONES

El fragmento 1TS1-5.8S-ITS2 es atil para resolver problemas taxondémicos y
filogenéticos a nivel de especie en la familia Rhinonyssidae. No obstante, seria
conveniente ensayar nuevos marcadores moleculares, o la combinacion de varios de ellos,

para la resolucion de las relaciones intergenéricas.

Se confirma la existencia de grupos de especies en el género Tinaminyssus, si bien habria
que confirmar la inclusion de T. bubulci (parésito de Ciconiformes) en un grupo de

especies paréasitas de Columbiformes.

De igual forma, se confirma la existencia de grupos de especies en el género Ptilonyssus
en base a datos moleculares y un caracter morfolégico ancestral, la forma de los

queliceros.

T. streptopelioides y T. streptopeliae se consideran especies cripticas que parasitan

Streptopelia turtur y Streptopelia decaocto.

Las especies Ptilonyssus motacillae y P. fringillae que fueron consideradas sindnimas

deben considerarse especies distintas y pertenecientes a grupos de especies diferentes.

La subespecie Ptilonyssus motacillae phoenicuri y P. motacillae presentan distancias
genéticas y porcentajes de similitud del rango de las utilizadas para diferenciar especies,
por lo que proponemos que Ptilonyssus motacillae phoenicuri se considere Ptilonyssus

phoenicuri.

Tanto las parejas de especies P. phoenicuri-P. motacillae como T. columbae-T.
minisetosum presentan distancias genéticas y porcentajes de similitud parecidos y de los

mas bajos por lo que pueden considerarse especies en “status nascendi”.

El elevado numero de especies, alrededor de 600, agrupadas en 11 géneros unido a la
compleja diferenciacion morfol6gica de los grupos de especies proximas y la escasez de
datos moleculares sobre la familia Rhinonyssidae, aconseja que se realicen estudios
moleculares para la resolucion de los problemas en la clasificacion de especies de esta

familia.
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