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Resumen: Se describe una nueva especie de Panisus, P. chicamoi sp. nov., del rio Chicamo, en la cuenca del Segura (Murcia,
Espafia). Se incluye la descripcion morfoldgica y la secuenciacion molecular del fragmento citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COl),
ADN barcode. Complementariamente se han realizado andlisis filogenéticos con los métodos maxima verosimilitud (ML) y vecino
mas cercano ‘neighbor-joining’ (NJ) empleando secuencias del COI presentes en GenBank, identificadas a nivel de género
pertenecientes a la familia Hydryphantidae. En ambos analisis filogenéticos, P. chicamoi sp. nov. queda incluido en el clado que
conduce a Panisus, y dentro de este clado, claramente diferenciada de las otras dos especies presente en Europa, P. michaeliy
P. torrenticolous.
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On a new species of Panisus (Acari, Hydrachnidia) from the Iberian Peninsula

Abstract: A new species of Panisus, P. chicamoi sp. nov., from the Chicamo river, in the Segura basin (Murcia, Spain) is de-
scribed. The morphological description and the molecular sequence of the cytochrome c oxidase subunit | (COIl) fragment, barcode
DNA, are included. Phylogenetic analyzes have been carried out with maximum likelihood (ML) and neighbor-joining (NJ) methods
using COI sequences present in GenBank, identified at the genus level belonging to the Hydryphantidae family. In both phyloge-
netic analyzes, P. chicamoi sp. nov. is included in the clade that leads to Panisus, and within this clade, clearly differentiated from
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the other two species present in Europe, P. michaeli and P. torrenticolous.

Keywords: Water mites, new species, Chicamo stream

Taxonomia/Taxonomy: Panisus chicamoi sp. nov.

Introduccioén

Como parte de un proyecto de elaboracion de una Fauna
Ibérica de acaros acuaticos (Acari, Hydrachnidia), se esta
realizando la revision de distinto material recogido a lo largo
de varios afios en distintas localidades de la Peninsula Ibérica
(P.D).

El entorno limnoldgico de la cuenca del rio Segura
(sureste de la P. 1) retine caracteristicas de un clima semidri-
do, con marcados extremos climatologicos en un ciclo anual
(Belmar et al., 2013).

En el tramo superior de este rio se ha encontrado un re-
presentante de la familia Hydryphantidae del género Panisus.
La peculiaridad de sus placas dorsales y ventrales, entre otros
caracteres, lo singularizan como una nueva especie. Por otro
lado, la secuencia de su ADN barcode (Hebert et al., 2003),
lo incluye dentro del conjunto de los Panisus europeos, pero
su distancia genética confirma su naturaleza de nueva espe-
cie.

Material y métodos

Método de muestreo

Muestra tomada con una red circular de 30 cm de didmetro y
250 pm de luz de malla. En la zona de muestreo el arroyo era
somero y tenia un fondo piedra, grava y limo (Fig. 1 muestra
un aspecto del habitat). En la zona de muestreo se midieron
las siguientes variables pH, conductividad y temperatura del
agua. La muestra obtenida se preservo a 4 °C en alcohol
etilico 100 %, para su posterior estudio morfologico y mole-
cular.
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Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacién.
El aislamiento del ADN total se realizd con una sola muestra,
empleando un método de extraccion de ADN no destructivo
segun se describe en (Pesic et al., 2012). El método de ex-
traccion se realizo utilizando el kit de extraccion de ADN,
Qiagen BioSprint 15 DNA Blood Kit (Qiagen Iberia S.L.,
Madrid, Spain) segun protocolo de tejidos. Al finalizar la
etapa de digestion de la muestra, se recupero el exoesqueleto
del ejemplar, el cual constituye el holotipo de la nueva espe-
cie. La conservacion del exoesqueleto como voucher morfo-
logico se realizo en glicerina hasta la realizacion de una pre-
paracion permanente mediante un procedimiento estandar
(Valdecasas, 2008). El voucher del holotipo se ha depositado
en la coleccion de Hydrachnidia del Museo Nacional de
Ciencias Naturales (Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas) con niimero de catalogo MNCN 20.02/19901.
Como marcador filogenético, se empleo el gen mito-
condrial citocromo oxidasa subunidad 1 (COI). Mediante la
técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se
amplificé un fragmento de 658 pares de bases del COI utili-
zando la pareja de cebadores LCO1490 y HCO2198 (Folmer
etal., 1994). La PCR se realiz6 en un volumen de 25 pl con
1X de tampodn de reaccion (MyTaq™, Bioline), 0.5 pM de
cada de uno de los cebadores y 1 U de la ADN polimerasa
MyTaq™ (Bioline) empleando como ADN molde 2 pl de la
extraccion de ADN. Las condiciones del ciclo de la PCR
fueron, una etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante
1 minuto, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
durante 30 segundos, hibridacion a 45 °C durante 30 segun-
dos y una extension a 72 °C; seguida de una extension final



de 72 °C, durante 10 minutos. El amplicon resultante de la
PCR se comprobo en un gel de agarosa al 2 %, purificandose
con ExoSAP-IT (Thermofisher Scientific) siguiendo el pro-
tocolo del fabricante. La reaccion de secuenciacion se llevo a
cabo mediante la tecnologia BigDye v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems) procesandose en un ABI 3100
Genetic Analyzer (Secugen, Madrid). Los cromatogramas
asociados a la secuencia se visualizaron y editaron con el
programa Sequencher version 5.0 (Gene Codes Corporation,
USA). La secuencia se verifico con la base de datos de Gen-
Bank (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) utilizando el
‘software’ en linea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi). La secuencia de ADN obtenida se deposi-
to en la base de datos GenBank (‘accession number’
OL806731). La secuencia nucleotidica obtenida del COI,
conjuntamente con las secuencias descargadas de GenBank
para la familia Hydryphantidae, fueron alineadas empleando
la metodologia “multiple sequence comparison by log expec-
tation” (Edgar 2004) implementada en el programa AliView
(Larsson, 2014) con parametros por defecto.

Analisis de datos moleculares

El andlisis de reconstruccion filogenética para examinar las
relaciones evolutivas se llevo a cabo mediante los métodos de
maxima verosimilitud (ML) y vecino mas cercano (‘neighbor-
joining’, NJ) implementados en MEGA X (Kumar et al.,
2018). Solo las muestras del alineamiento multiple con un
haplotipo unico se incluyeron en el analisis. La seleccion del
mejor modelo de sustitucion de nucleotidos se realizo con el
programa jModeltest (Posada, 2008). El analisis de maxima
verosimilitud (ML) y vecino mas cercano (NJ) se realizd con-
siderando el modelo GTR+G+I, con un bootstrap de 500 répli-
cas implementados en el programa MEGA X (Kumar et al.,
2018). La visualizacion y edicion de los arboles filogenéticos
se realizo mediante FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014) (http://
tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Las distancias genéticas entre las secuencias se calcula-
ron utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica Tamura-
Nei (Tamura y Nei, 1993), con una tasa uniforme de sustitu-
cion entre sitios para todas las posiciones usando el programa
MEGA X (Kumar et al., 2018).

Tratamiento de imagen
Las imagenes han sido adquiridas con un microscopio confo-
cal Leica SPE, a 10x, 20x y 40x seco, excitadas con un laser
a 488 nm y recogida en la franja de los 546 — 670 nm. Las
pilas de imagenes han sido procesadas con Amira ver 5.4.3 y
Fiji/Imagel ver 1.53f (ver Valdecasas, 2008 para mas detalle
sobre la metodologia con este microscopio). Las imagenes en
ultravioleta (UV) han sido obtenidas con el equipo descrito
en Valdecasas (2021), consistente en una camara Sony a7RIII
con una lente zoom de 70 — 200 mm 2.8 y un objetivo Mitu-
toyo de 10x con 0,28 de Apertura Numérica (AN). La camara
y lentes estaban sobre un rail automatico Wemacro, con
tomas de imagenes, en este caso, espaciadas 4 pm. La se-
cuencia de imagenes ha sido tratada con Helicon Focus ver.
7.7.5 Pro. La presentacion final de las imagenes de ambos
procedimientos ha sido mejorada con Photoshop ver. CS5
Extended, para realzar su visibilidad en pantalla e impreso.
La descripcion morfologica es posterior a la etapa de
digestion durante el procedimiento de extraccion de ADN. Se
incluyen las imagenes del idiosoma tanto dorsal como ventral
obtenidas por microscopia confocal y con la luz UV. Dada la
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menor penetracion de la luz UV ha sido posible, en este caso,
obtener una mejor representacion de la textura del idiosoma.
El resto de estructuras han sido adquiridas con el microscopio
confocal.

Para la terminologia general, asi como para la referente
a las placas dorsales de la familia Hydryphantidae seguimos a
Cook (1974: pags. 478 — 479). Las medidas se dan en pm.

Resultados

Familia: Hydryphantidae

Subfamilia: Euthyadinae

Género: Panisus
Ver Smit (2020) para una diagnosis reciente del género.

Panisus chicamoi sp. nov.

MATERIAL EXAMINADO. Holotipo: Hembra adulta colectada
en el rio Chicamo, La Umbria, municipio de Abanilla, Mur-
cia (38.245620, -1.007237; 306m.s.n.m.), el 14-03-2019.
Numero en la coleccion de Hydrachnidia del Museo Nacional
de Ciencias Naturales: MNCN 20.02/19901. En la zona de
muestreo se obtuvieron los resultados de las siguientes varia-
bles: pH = 7,4; conductividad = 3,45 mS; temperatura del
agua: 20,1 °C. La Fig. 1 muestra un aspecto del habitat.

CARACTERES DIAGNOSTICOS.

Estructura indentada de la placa dorsal anterior. Anchura
uniforme de las placas acetabulares. Cuticula de las placas
con ‘porosidad’ fina en el centro, muy grande rodeandolas y
mas finas en la periferia.

DESCRIPCION. Hembra.

Color del cuerpo rojo. Longitud aproximada del cuerpo,
1101; anchura a la altura del IV par de patas 611. La estructu-
ra del dorso sigue el plan general del género, tal y como lo
delimita Cook (1974) (Fig. 2 A y 3 A). Placa dorsal anterior
indentada, ojo medio no detectable y postocularia localizada
lateralmente en esta placa: longitud 214; anchura aproximada
230 (Fig. 4). Ojos laterales encapsulados. Dorsocentralias
redondeados y el 5% par soldado, como es caracteristico del
género Panisus. Dorsolateralias redondeados con extensiones
irregulares hacia la periferia exterior. El patron de la escultura
en las placas dorsales y ventrales es el mismo: ‘poros’ relati-
vamente finos en el interior, rodeadas por un circulo de ‘po-
ros’ grandes, seguidos de poros mas pequefios hacia la perife-
ria (Fig. 5). Las coxas ocupan la mitad de la cara ventral
aproximadamente (Fig. 2 B y 3 B). El area genital esta situa-
da entre la 3™ y 4% coxas. Solapas genitales de anchura cons-
tante; longitud/anchura: 130/46. Los acetabulas son esféricos,
estando el segundo par cercano al tercero. Didmetro acetabu-
las: 27 —37. Una seda en la parte anterior de las placas aceta-
bulares, cerca del tlltimo tercio del primer par de acetabulas y
una fila de sedas en el margen interior de las solapas acetabu-
lares (Fig. 6). Longitud/maxima anchura capitulum: 175/136.
Poro excretor rodeado de un anillo esclerotizado. Palpo tipico
del género Panisus, con una seda dorsal en P-1, 5 sedas en P-
II, y 1 seda en P-IIT (ver, por ejemplo, Laska, 1957; Tu-
zovsky, 1994). Otras sedas menores quedan caracterizadas en
laFig. 7. Longitud dorsal de los segmentos del palpo: P-I: 35;
P-1I: 72; P-III: 42; P-IV: 107; P-V: 40. Queliceros (Fig. 8),
longitud de la base: 170; de la quela: 51. Patas sin sedas na-
dadoras, con seda cortas y gruesas como se ilustra en la Figs.
9y 10. Longitud de los 4 ultimos segmentos de las patas:



Fig. 1. Rio Chicamo, La Umbria, Murcia. Habitat donde se encontré Panisus chicamoi sp. nov. Fig. 2. Panisus chicamoi sp. nov. A) Vi-
sién dorsal. B) Vision ventral. Microscopio confocal. Fig. 3. Panisus chicamoi sp. nov. A) Visién dorsal. B) Visién ventral. Adquisicién
uv.
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Fig. 4-6. Panisus chicamoi sp. nov. 4. Placa dorsal anterior. Microscopio confocal. 5. Dorsocentralia y dorsolateralia 4. Microscopio

confocal. 6. Solapas genitales. Microscopio confocal.

I-Leg: 70, 85, 101, 106; II-Leg: 80, 112, 113, 126; I1I-Leg:
81, 126, 124, 148; IV-Leg: 107, 223, 142, 147. La hembra
tenia tres huevos en su interior. Diametro de los huevos, 163 -
189.

ETIMOLOGIA. El nombre de la especie hace referencia al rio
donde se ha encontrado, un medio acuatico con una ecologia
singular.

EXTRACCION DE ADN, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION.
La amplificacion por PCR del tinico ejemplar de P. chicamoi
sp. nov. fue positiva para el gen COI, obteniéndose una se-
cuencia de 658 pares de bases, tras la eliminacion de las
secuencias de los cebadores de sus extremos, mediante el
programa Sequencher version 5.0 (Gene Codes Corporation,
USA). El alineamiento final fue de 597 pares de bases.
Hydrachna conjecta (mimero acceso GenBank JN018103.1),
se utilizd como grupo externo para posteriores analisis mole-
culares.

La verificacion de la secuencia mediante el software en
linea Nucleotide Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) con la base de datos de GenBank (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.
gov/genbank/) obtuvo un porcentaje de identidad compatible
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con su pertenencia al género Panisus. La secuencia de ADN
obtenida se depositd en la base de datos GenBank con el
namero de acceso (OL806731).

ANALISIS FILOGENETICO

La Fig. 11 muestra un arbol basado en ML y la Fig. 12 el
equivalente basado en NJ, ambos analisis basados en secuen-
cias publicas para los géneros de la familia Hydryphantidae.
La Fig. 13 muestra el detalle del clado correspondiente a las
especies de Panisus. Los arboles filogenéticos obtenidos
mediante maxima verosimilitud (ML) y neighbor-joining
(NJ) presentaron una topologia similar para el clado del géne-
ro Panisus. En ambos casos, todas las especies de Panisus
forman un clado monofilético, pero se diferencian claramente
en los ejemplares correspondientes a P. michaelis, P. chica-
moi sp. nov.y P. torrenticolous.

La distancia genética interespecifica oscil6 en el inter-
valo de 0.18-0.21, con una media de 0.19. La distancia gené-
tica entre P. michaeli 'y P. torrenticolus fue de 0.21, entre P.
michaeli 'y P.chimacoi sp. nov. de 0.18 y entre P. chimacoi
sp. nov. y P. forrenticolus de 0.21. La distancia genética
intraespecifica solo se pudo determinar para P. michaeli
siendo de 0 (un unico haplotipo).



Fig. 7-10. Panisus chicamoi sp. nov. 7. Palpo. A) Microscopio confocal. B) Dibujo con camara clara. 8. Quelicero. A) Microscopio con-
focal. B) Dibujo con camara clara. 9. I-Leg y II-Leg. Microscopio confocal. 10. lll-Leg y IV-Leg. Microscopio confocal.
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Fig. 11-12. Arbol filogenético generado usando el
método: 11. maxima verosimilitud (ML) con valores
de bootstrap, a partir de secuencias COIl para
especies de la F. Hydryphantidae. 12. neighbour-
joining (NJ) con valores de bootstrap, a partir de
secuencias COl para especies de la F. Hydryphan-
tidae.

Discusion

Segtin Di Sabatino et al. (2010) hay tres es-
pecies de Panisus en la fauna europea, P.
michaeli Koenike, 1896, P. torrenticolus
Piersig, 1898 y P. lundbladi Bader, 1981.
Esta tltima basada en un ejemplar recogido
por Lundblad en Espaiia en un acueducto en
Ribas (Girona) y que el mismo Lundblad
habia identificado como una hembra de P.
michaeli. La estructura indentada de la placa
dorsal anterior permite distinguir a P. chima-
coi sp. nov. facilmente de las otras tres espe-
cies, aun teniendo en cuenta que, segun los
autores mencionados, P. lundbladi, cercana a
P. michaeli, no esta bien delimitada y pudiera
entrar en el rango de variacion de P. michaeli.
La reticulacion de las placas dorsales y ven-
trales, con un patron de dentro a fuera de
reticulos pequefios, grandes y pequefios es
peculiar de P. chicamoi sp. nov. exclusiva-
mente. Tuzovskiy (1994) describid Panisus
major de la provincia de Kemerovo (Rusia).
El rango de tamafio de las hembras duplica al
unico ejemplar de P. chicamoi sp. nov., y
tiene una estructura de los asi denominados
‘poros cuticulares’ muy diferentes a esta
ultima especie.

Por otro lado, los analisis filogenéticos
basados en NJ y ML delimitan un clado mo-
nofilético en las tres especies de Panisus de
las que se han podido obtener datos molecula-
res. El porcentaje de similitud entre P. chica-
moi sp. nov. con P. michaeli y P. torrentico-
lus permiten confirmar que el organismo
encontrado en el rio Chicamo merece la dis-
tincion de especie.

Finalmente, se confirma que, en deter-
minadas circunstancias, como con vouchers
fluorescentes a la luz ultravioleta que han
sido sometidos a un procedimiento de extrac-
cion de ADN no destructivo, su visualizacion
puede ser equivalente o superior a la de mi-
croscopia confocal, para caracterizar la textu-
ra de su cuticula (Valdecasas, 2021).
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Fig 13. Detalle arboles filogenéticos de los géneros de F. Hydryphantidae basados en A) ML y B) NJ, con valores de bootstrap, a partir de
secuencias COl. Sélo se muestra la parte correspondiente al clado Panisus y taxones hermanos adyacentes.
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