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I. INTRODUCCION 

GENERALIDADES 

La clase Trematoda dentro del phylum Platyhelminthes, fue propuesta originalmente 

por Rudolphi en 1808 para incluir un grupo de gusanos pardsitos caracterizados por la 

presencia de una ventosa en el cuerpo. Algunos afios més tarde, Burmeister dividié a los 

tremdtodos en tres grupos, de acuerdo con la naturaleza de sus érganos adhesivos, 

Malacobothrii, Pectobothrii y Aspidobothrii. Van Beneden elevé a los trematodos al rango de 

clase en 1858, dividiéndola a su vez en dos érdenes, con base en las caracteristicas de su ciclo 

de vida: digenéticos y monogénicos, a los cuales Carus en 1863 nombra como Digenea y 

Monogenea respectivamente. Posteriormente, en 1936, Faust y Tang reconocieron tres 

subclases de Trematoda, denominandolas Monogenea, Digenea y Aspidogastrea. Sin embargo, 

en afios recientes los Monogenea han sido colocados como una clase independiente dentro de 

los Platyheiminthes (Prudhoe & Bray, 1982). 

Los digéneos, dentro de los Trematoda son uno de los grupos de gusanos pardsitos 

més comunes y abundantes; después de los nematodos, son los que presentan probablemente la 

mayor riqueza especifica, Los digéneos se caracterizan por ser endoparasitos de toda clase de 

vertebrados, principalmente, de peces marinos; como adultos o como juveniles, habitan casi 

en cualquier 6rgano del cuerpo de vertebrados. Su desarrollo ocurre en por lo menos dos 

huéspedes. El primero puede ser un molusco, 0 més raramente un anélido. Muchas especies 

incluyen en sus ciclos biolégicos un ségundo y algunas veces, un tercer huésped intermediario 

(Schmidt & Roberts, 1977). 

Estos pardsitos se caracterizan por la presencia de dos ventosas musculares con forma 

de copa, generalmente sin ganchos u otros 6rganos accesorios de fijacién; por los poros 

genitales que normalmente abren sobre la superficie ventral entre las ventosas y por un poro 

excretor posterior (Noble et al., 1989). 

La mayoria de los trem&todos digéneos son aplanados dorsoventralmente y de forma 

oval, aunque los hay tan gruesos como anchos; algunas especies son filiformes, redondas, o 

més anchas que largas. El cuerpo est4 cubierto por un tegumento sincicial que es anucleado y



que se conecta por estrechos procesos citoplésmicos con los Ilamados citones tegumentales 

que, contienen al nucleo y que se localizan por debajo de la membrana basal. La musculatura 

est4 compuesta por misculos externos circulares, longitudinales y diagonales. Al tegumento se 

le asocian las funciones tanto respiratoria como de absorcién y proteccién. La superficie 

externa del tegumento se encuentra aumentada por proyecciones digitiformes designadas como 

microtrichas (Noble et al., 1989). 

El sistema digestivo generalmente incluye una boca anterior, terminal o subterminal, 

rodeada por la ventosa oral; la boca se continua con una faringe musculosa, la cual 

ocasionalmente esté ausente. Algunas veces se presenta un pequefio tubo (prefaringe), que 

conecta la boca con la faringe. Raramente, la faringe desemboca directamente en un ciego 

sencillo, haciéndolo la mayorfa de las veces en un par de estructuras tubulares o ciegos 

intestinales, o abre en un esdfago, el cual se bifurca en estos ultimos. En algunas formas, los 

ciegos tienen diverticulos laterales, pero en otras se comunican directamente con una vesicula 

excretora situada posteriormente, o excepcionalmente pueden desembocar al exterior por 

poros anales. El tipo de alimentaci6n es suctorial, asociado con el proceso de adhesién de la 

ventosa oral y de la faringe muscular (Prudhoe & Bray, 1982). 

El sistema excretor, que probablemente posee tanto una funcién osmorreguladora 

como excretora, consiste de células en flama o protonefridios embebidos en el parénquima y 

situados en los extremos laterales del cuerpo. La vesicula excretora es basicamente en forma 

de “V”, “Y” 0 “T” y desemboca al exterior a través de un poro excretor terminal o subterminal, 

también denominado nefridioporo y que se ubica en el extremo posterior del cuerpo (Prudhoe 

& Bray, 1982). 

La organizacién del sistema nervioso es escalonado, tipico de los platelmintos. Tienen 

un par de ganglios cerebrales conectados por comisuras supraesofagicas. De éstos salen varios 

nervios anteriores y hay tres pares principales de troncos nerviosos -dorsal, lateral y ventral- 

que inervan las partes posteriores del cuerpo. Los nervios ventrales, por lo comin, estan mas 

desarrollados y un nimero variable de comisuras unen a éstos y a otros nervios longitudinales. 

Las ramas proporcionan terminaciones motoras y sensoriales a los masculos y tegumento. La 

porcién anterior, especialmente la ventosa ventral, esté bien provista de terminaciones 

sensoriales (Schmidt & Roberts, 1977),  



- Los tremdtodos digéneos son en su mayoria hermaftoditas, algunas formas son 

gonocoristicas y dioicas. Como regla general, poseen dos testiculos; la presencia de uno o més 

de dos es poco frecuente, aunque caracteristico de dos o tres familias de tremAtodos. Cada 

testiculo presenta un vaso eferente que se conecta con el otro para formar el vaso deferente, 

este abre, por lo regular, en una bolsa del cirro en donde se expande en una vesicula seminal 

interna para almacenar esperma. Estrechandose nuevamente el tubo, forma un conducto 

eyaculador delgado, que se extiende por el resto de la longitud de la bolsa del cirro y forma, en 

su terminacién distal, el cirro muscular. El cirro es el 6rgano ‘copulador masculino, que se 

invagina y evagina en la bolsa del cirro para transferir el esperma al sistema reproductor 

femenino del otro individuo. El cirro puede estar desnudo o cubierto de espinas de diferentes 

tamafios. El conducto eyaculador suele estar rodeado por numerosas gléndulas prostaticas 

unicelulares. En este punto, una dilatacién forma 1a pars prostatica. El sistema reproductor 

femenino posee un ovatio, generalmente oval 0 redondo, que puede estar lobulado o aun 

ramificado. El corto oviducto tiene un esfinter proximal, el ovicapto, que controla el paso de 

los huevos. El oviducto y la mayoria de los canales femeninos son ciliados. El receptaculo 

seminal se forma como una bolsa externa de la pared del oviducto, grande o pequefio, pero 

casi siempre presente. En la base del receptaculo seminal frecuentemente se forma un tubo 

delgado, el canal de Laurer, que termina ciego en el parénquima o se abre a través del 

tegumento. Siguiendo Jas aberturas o abertura comin del receptaculo seminal y del canal de 

Laurer, el oviducto esté rodeado por una acumulacién de células, conocidas como glandulas 

de la-cdscara, y en conjunto representan a la glandula de Mehlis, cuya secrecién pasa dentro de 

una porcién modificada del oviducto conocida como ootipo. Las glandulas vitelégenas 

pueden formar un 6rgano compacto, el vitelarium, o un par de tales érganos, pero en muchas 

familias las glandulas estén dispuestas en foliculos en dos campos simétricos. Desde el ootipo, 

el oviducto continua, pero inmediatamente se ensancha para formar el Utero, el cual contiene 

muchos huevos y generalmente ocupa una gran porcién del cuerpo con sus numerosas asas. La 

porcién distal del utero es algunas veces muscular, glandular o forrado con espinas, y 

representa a la vagina o metratermo. Generalmente, el metratermo desemboca al exterior cerca 

de la abertura masculina, casi siempre ambas aberturas abren en un atrio genital. El poro  



genital es variable en posicién, pero frecuentemente esta localizado sobre 0 cerca de la linea 

media de la superficie ventral del cuerpo (Prudhoe & Bray, 1982). 

, EI ciclo de vida de fos tremdtodos puede presentar numerosas modificaciones. En 

general, se inicia cuando los huevos salen del huésped definitivo junto con Jas heces (esputo u 

orina). Caen en el medio acuatico y pueden ser comidos 0 no por el primer huésped 

intermediario, que generalmente es un caracol o rara vez un anélido. En el caso de que sean 

ingeridos por el caracol, los huevos eclosionan en el intestino y liberan ai miracidio. Por otro 

lado, los huevos pueden eclosionar en el medio acuatico y liberar un miracidio ciliado libre 

nadador el cual, busca y penetra al caracol. Dentro del molusco, el miracidio, da origen a un 

esporocisto, dentro de éste se originan redias, y dentro de cada una de las redias, cercarias; 

siempre asexualmente. Las cercarias salen del molusco, pueden penetrar directamente al 

_ huésped como en el caso de las especies de la familia Schistosomatidae, o bien enquistarse, 

constituyendo una nueva fase larvaria llamada metacercaria. Esta puede enquistarse en hierbas 

acudticas, insectos, moluscos, crustaceos, Jarvas de insectos, peces, anfibios, reptiles o 

mamiferos que actian como segundos huéspedes intermediarios, que, al ser comidos por un 

huésped definitivo, aleanzan su estado adulto, maduran y se cierra el ciclo (Lamothe, 1983). 

Sin embargo, hay variaciones de las cuales las més comunes son: (1) més de una generaci6n de 

esporocistos o redias, (2) supresién, ya sea de las generaciones de esporocistos o redias y (3) 

la supresién de las metacercarias (Prudhoe & Bray, 1982). 

EL GENERO Glypthelmins 

El género Glypthelmins fue establecido por Stafford (1905) para incluir a Distomum 

quietum Stafford, 1900, pardsito del intestine de Rana catesbeiana, R. virescens e Hyla 

pickeringii en Canada; de esta forma, la especie tipo del género es G. guieta (Stafford, 1900) 

Stafford, 1905. Desafortunadamente en ninguno de los trabajos de Stafford (1900 y 1905) se 

presenté una diagnésis completa y precisa del género, ni se le asigné a una categoria 

taxondémica superior. 

Posteriormente, Cort (1919) erigié el género Margeana, con base en un digéneo 

pardsito del intestino de Rana aurora de California, E. U., al cual denominé M. californiensis



Cort, 1919, sefialando su afinidad con Brachycoelium hospitale (Sttaford, 1900), en cuanto al 

tamafio y forma del cuerpo, asi como a la posicién y las dimensiones de Ja ventosa ventral y la 

posicién de los érganos genitales; con base en lo anterior, Cort incluyé a Margeana en la 

subfamilia Brachycoeliinae Looss, 1899, mencionando que dicha inclusién requeria de una 

revisi6n basada exclusivamente en las caracteristicas del aparato digestivo y de la vesicula 

excretora, 

' En un estudio sobre G. quieta, Miller (1930) refirié una gran variacién en las 

dimensiones de su cuerpo, producto de la contraccién y extensién, la cual afectaba también a 

algunos de los érganos internos en organismos vivos; ademas realizé observaciones acerca de 

los cambios producidos por los procesos de fijacién y aplanamiento de los pardsitos. 

Adicionalmente, incluyé una redescripcién de G. quieta y una revisién de la descripcién 

original de Margeana californiensis, legando a la conclusién de que ambas especies 

compartian rasgos morfoldgicos similares; la tnica diferencia evidente que enconiré entre 

ellas, fue la presencia de prominentes glandulas perifaringeas en G. quieta, mientras que M. 

californiensis carecia de las mismas. Por lo anterior, decidié sinonimizar al género Margeana 

con Glypthelmins, por lo que M. californiensis paso a ser G. californiensis (Cort, 1919) 

Miller, 1930. Asimismo, Miller (1930) propuso remover el caracter presencia 0 ausencia de 

glandulas perifaringeas de la descripcién original del género. Aunque enlista siete especies [G. 

quieta; G. linguatula (Rudolphi, 1819) Travassos, 1924; G. parva Travassos, 1924; G. 

repandum (Rud., 1819) Travassos, 1924; G. elegans Travassos, 1926; G. staffordi Tubangui, 

1928; y G. californiensis (Cort, 1919), Miller, 1930 ] expresa la necesidad de someter al 

género a una revisién exhaustiva, debido a que las caracteristicas de algunas de las especies 

mencionadas, no correspondfan con las referidas en la descripcién original del género 

Glypthelmins, establecida por Stafford (1905). 

En un estudio sistemdtico de los tremAtodos de la subfamilia Plagiorchiinae Pratt, 

1902, Olsen (1937) acepté la propuesta de Miller para incluir en el género Glypthelmins a las 

especies con y sin gléndulas perifaringeas; asimismo, presenté una clave para las especies 

consideradas por Miller y a la cual, adicioné otras dos G. subtropica Harwood, 1932, parasito 

_ deR. catesbeiana y R. sphenocephala en Houston y Huntsville, Texas y G. shastai, Ingles, 

1936 como pardsito de B. boreas en Shasta County, E. U.



Caballero (1938), realiz6 una revisién taxonémica de las especies de Giypthelmins 

conocidas hasta ese momento proponiendo una clave para aquellas que consideré validas, con 

base en los siguientes caracteres: presencia o ausencia de glindulas perifaringeas, asi como de 

prefaringe; relacién de los didmetros de la ventosa oral y el acetabulo, y la situacién y tamafio 

de los testiculos, En su clave, Caballero incluyé diez especies validas, aquellas enlistadas por 

Miller (1930) y Olsen (1937) y una adicional, G. rugocaudata (Yoshida, 1916) Yahata, 1934 

parasito de R. nigromaculata en Japon. Por ultimo, sitia al género en la subfamilia 

Brachycoeliinae y siguiendo el criterio de Johnston, eleva ésta a nivel de familia 

(Brachycoelidae Johnston, 1912). 

Considerando la sugerencia de Miller, acerca de la revisién del género, Rankin (1944) 

realiz6 un estudio sistematico sobre las especies del género Glypthelmins, parasitas de anfibios 

de Estados Unidos, Canada y de material proveniente de Panamé. Para dicho trabajo, empled 

las claves de Olsen (1937) y Caballero (1938), encontrando que, al tratar de identificar a los 

pardsitos a nivel especffico, estas claves eran inoperantes, por lo cual decidié basarse en 

caracteres que no presentaran tanta variacién, como aquellos utilizados por los autores 

mencionados. De esta manera, utilizé rasgos como la presencia y forma del metratermo, y la 

extension de las asas uterinas y de las, glandulas vitelégenas, lo que le permitié separar y 

diferenciar a las especies. Rankin (1944) incluyé también una discusién relacionada con ta 

variacién morfolégica de adultos de la especie G. quieta, con base en cientos de ejemplares 

vivos colectados de Rana catesbeiana de Seattle, Washington, E. U.. El autor consideré sdélo 

cuatro especies validas: G. quieta, G. elegans, G. linguatula y G. repandum, sinonimizando a 

las especies G. californiensis, G. parva, G. rugocaudata, G. shastai, G. staffordi, y G. 

subtropica con Ja especie tipo. 

Ruiz (1949) realizé un trabajo comparativo entre las especies Glypthelmins elegans 

Travassos, 1926, Choledocystus eucharis Pereira & Cuocolo, 1941 y C. vesicalis Ruiz & 

Leao, 1942, todas pardsitas de anuros de Brasil, y en el cual transfirié a la primera especie al 

género Choledocystus Pereira y Cuocolo 1941 y sinonimizé las dos restantes con C. elegans 

(Travassos, 1926) Ruiz, 1949, a la cual definié como especie tipo. ‘Adiciona una diagnosis del 

género Choledocystus en términos mas completos, diferenciéndolo de Plagiorchis Lithe, 1899 

y de Ghpthelming Stafford, 1905, tomando en cuenta rasgos de algunas especies  



pertenecientes al ultimo género. Finalmente, colocé a C. intermedius Caballero, Bravo y 

Cerecero, 1944 como un miembro mas de Choledocystus. 

Byrd, 1950 (in: Babero, 1951a) acepto las propuestas de Rankin, pero transfirié a 

Glypthelmins repandum , Travassos, 1924 al género Microderma Mehra, 1931, manteniendo 

como especies validas a G. quieta, G. linguatula y G. elegans. Aparentemente, considera a 

Glypthelmins como el género dentro del cual: se debia incluir a la especie C. elegans. 

Siguiendo con la problemdtica taxonédmica de las especies pertenecientes al género 

Glypthelmins, Babero (1951a) mencioné dos alternativas que desde su punto de vista, podrian 

corregir la sistematica del grupo; por una parte, sugirié crear un género nuevo para situar a las 

especies de Sudamérica y por otro lado, corregir la diagnosis genérica, de forma que las 

caracteristicas empleadas en la misma englobaran a estas especies. La propuesta de estas 

alternativas surgieron del estudio de los tipos y paratipos disponibles de las especies asignadas 

a este género, del estudio de la literatura disponible hasta ese momento, asi como de la 

discusién y comentarios personales de investigadores que habian trabajado con Glypthelmins. 

En una comunicacién personal, Freitas mencioné a Babero que las especies del género podian 

ser divididas en dos grupos : a) las especies con glindulas perifaringeas y sin asas uterinas 

desarroliadas en la zona pretesticular y b) especies sin glandulas perifaringeas y con asas 

uterinas desarrolladas en la zona pretesticular. Babero consideré que con base en esta tiltima 

caracteristica, deberfa crearse un nuevo género para incluir a G. linguatula, G. repandum, G. 

palmipedis, G. simulans y G. proximus. Difirid de la opinién de Byrd (1950) al no incluir a G. 

repandum como un miembro de Microderma, debido a que este género se caracteriza por la 

ausencia de un eséfago y la posesién de una vesicula seminal espiralada; por lo que expres6 la 

necesidad de realizar un estudio mds detallado de G. elegans, ya que ésta habia sido 

transladada a Choledocystus. En este mismo afio, Babero (1951b) describis un digéneo 

colectado en el intestino de una “rana verde” de México, para el cual creo ef género 

Rauschiella con Ja especie R. tineri Babero, 1951; al examinar ejemplares de G. repandum, 

encontr6 ciertas semejanzas entre esta especie y R. fineri, por lo que sugirié su transferencia al 

género Rauschiella. 

Mas adelante, Cheng (1959) reestablecié el género Margeana con base en la ausencia 

de glandulas perifaringeas, con lo cual defendié el valor de este caracter, como diagndstico a 

 



  

nivel genérico. Por fo tanto, en su trabajo solo toma en cuenta tres especies validas del género 

Glypthelmins y a 11 pertenecientes a Margeana. Ademis, erigid al género Reynoldstrema para 

transferir a Glypthelmins africana, ya que segin él, las caracteristicas que presenta esta 

especie, no correspondian con las diagnésticas para los géneros Glypthelmins y Margeana. 

Byrd & Maples (1963) rechazaron el reestablecimiento de Margeana, bas4ndose en el 

hecho de que algunos organismos no presentan dichas gléndulas. Enfatizan que de acuerdo a la 

técnica de tincién que se utilice, la apariencia de las glindulas es muy variable, ya que con 

algun colorante utilizado a veces se observan perfectamente, mientras que al utilizar uno 

diferente no se tifien 0 se observan tenuemente. Transfieren la especie G. pennsylvaniensis 

Cheng, 1961 a Choledocystus. Por Ultimo proponen un nuevo género, Repandum Byrd & 

Maples 1963, al cual transladan a las especies, G. repandum, G. palmipedis y G. sera. 

Nasir (1966) sinonimizé los géneros Margeana, Choledocystus, ‘Reynoldstrema y 

Repandum con Glypthelmins, en el cual incluy6 20 especies validas. 

Posteriormente Nasir & Diaz (1970) propusieron una clave para identificar 13 especies 

de Glypthelmins, bas4ndose en fas caracteristicas del ciclo de vida ~ conocido solo para tres 

especies - y en caracteres morfoldgicos de los organismos. 

En su obra, Yamaguti (1971) acepté la sinonimia de Margeana, Choledocystus y 

Repandum con Glypthelmins, enlistando un total de 23 especies validas para el género. 

Sullivan (1976) menciond que el género Glypthelmins lo constituian 28 especies, a las 

cuales dividié en dos grupos de acuerdo con la forma de Ia vesicula excretora; en uno de los 

grupos colocé a las especies con vesicula excretora en forma de “Y”, en el otro agrupé a las 

que presentaban una vesicula excretora parecida a una “I”. Como resultado de estas 

observaciones, incluyé en el primer grupo a las formas Sudamericanas, representadas por 

quince especies (dos de las cuales fueron registradas en América Central y una en México). A 

las formas Norteamericanas, asi como a una forma Centroamericana y a las descritas para el 

Sureste de Asia, Japén y Korea, las colocé en el segundo grupo. Por lo anterior y por 

presentar las especies caracteristicas tanto de la familia Plagiorchiidae como de la 

Macroderoididae, propuso que aquellas especies con vesicula en forma de “Y” deberian ser 

restringidas a la familia Plagiorchiidae, mientras que las restantes con vesicula en forma de “I” 

fueran colocadas en Ja familia Macroderoididae. Adicionalmente, hizo una correccién de la 

 



diagnosis del género, enfatizando que los pardsitos pertenecientes al mismo poseen una 

vesicula excretora en forma de “I”, por lo que solo consideré a G. quieta, G. rugocaudata, G. 

staffordi, G. shastai y G. facioi como especies validas, colocdndolas en 1a familia 

Macroderoididae. Por ultimo hizo una redescripcién de G. facioi parasito de R. pipiens de 

Costa Rica. 

Brooks (1977) aplicé la metodologia cladista con el fin de inferir fa historia evolutiva 

de tres géneros pertenecientes a la subfamilia Plagiorchioidae: Mesocoelium, Opistoglyphe y 

Glypthelmins, todos pardsitos intestinales de anuros. Este. autor examiné las implicaciones 

acerca de la interrelacién entre la hipétesis cladista y la zoogeografia de los tres géneros, 

poniendo especial atencién en el género Glypthelmins, debido a que sus especies tienen una 

distribucién cosmopolita, y por lo tanto le sirvieron como un modelo para estudios evolutivos. 

Analiz6 un total de 19 especies pertenecientes al género, transfiriendo al mismo a R. tineri por 

poseer una vesicula excretora en forma de “I”. 

Prudhoe & Bray (1982) colocaron al género Glypthelmins dentro de la familia 

Plagiorchiidae, sefialando que lo componian 27 especies. Sin embargo, estuvieron en 

desacuerdo con Yamaguti (1971), debido a que no consideraron ai género Choledocystus 

como sinénimo de Glypthelmins, ya que para ellos la ausencia de receptaculo seminal y la 

extension lateral de las ramas uterinas mds allA de los ciegos y cerca de las glandulas 

vitelogenas, son diferencias suficientes para reconocer a Choledocystus como un género 

aparte. Por otra parte, reestablecieron la validez del género Rauschiella, ya que los organismos 

representantes de este género poseen una vesicula seminal enrrollada y 1a extensién de las 

ramas uterinas no llega hasta la parte posterior del cuerpo, como en el caso de Glypthelmins. 

A partir de lo anterior, se pone de manifiesto que la clasificacién de este grupo de 

digéneos pardsitos de anuros, es ain inestable en taxa supraespecificos, desconociéndose con 

certeza las relaciones genealégicas entre los géneros sefialados, dada la incertidumbre para 

reconocer su validez taxonémica. Adicionalmente, diferentes autores que han trabajade con el 

género Glypthelmins no han llegado a un acuerdo en relacién al ntimero total de especies que 

lo constituyen, ya que no comparten los mismos criterios para sinonimizar los géneros 

Margeana, Choledocystus, Reynoldstrema, Repandum y Rauschiella con Glypthelmins. Esta 

controversia se debe principalmente a: I) la inadecuada caracterizacién genérica; II) 
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Insuficiente informacién disponible para los investigadores que han revisado a algunas de las 

especies del género y III) la estrecha relacién de otros géneros con Glypthelmins. 

Los Ultimos listados de las especies validas del género, se remontan a la década de los 

7 0's, cuando Yamaguti (1971) enlista un total de 23 especies; posteriormente Prudhoe & Bray 

(1982) consideran 27 especies pertenecientes a Glypthelmins. . 

Debido a que no existe consenso entre los diferentes autores acerca del numero total de 

especies y el presente trabajo no trata acerca de la validez o sinonimia de ellos con 

Glypthelmins, enlistamos un total de 32 especies, las cuales han sido consideradas en algun 

momento dentro del género Glypthelmins (Tabla 1). 
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EL DNA RECOMBINANTE 

Tradicionalmente, los caracteres morfolégicos han constituido la tinica base para la 

mayoria de los estudios taxonémicos, generando el sistema basico de clasificacién para gran 

parte de los taxa. En la medida que estos sistemas se pretenden refinar, se han usado datos 

adicionales como: nimero de cromosomas, citoquimica, micromorfologia, anatomia y 

ultraestructura, entre otros (Nieto & Llorente 1989). 

El enorme y reciente desarrollo tecnolégico ocurrido en la biologia molecular, ha 

producido técnicas que han repercutido y revolucionado los estudios en casi todas las ramas de 

la biologia. En particular, las nuevas técnicas del DNA recombinante y el perfeccionamiento de 

los métodos para secuenciar Acidos nucléicos, han contribuido con una gran cantidad de 

caracteres moleculares, extraordinariamente utiles en estudios de taxonomia y sistemética. En 

la década pasada, estas técnicas comenzaron a utilizarse en la caracterizacion e identificacién 

de helmintos parasitos de animales domésticos y del hombre, con lo que se han constituido en 

una herramienta adicional para la taxonomia (Rollinson et al., 1986). 

La incorporacién de los caracteres moleculares, ha sido Util en el estudio de taxa donde 

los caracteres morfolégicos, por si solos, no permiten resolver los problemas taxondémicos. 

Estos pueden provenir de biomoléculas como proteinas y dcidos nucléicos, e incluyen 

reacciones inmunoldgicas, isoenzimas, secuencias de proteinas, hibridacisn de DNA, patrones 

de bandeo con enzimas de restriccién tales como los RFLP’s (polimorfismo en la longitud de 

los fragmentos de restriccién), los RAPD’s (polimorfismo del DNA amplificado al azar), el 

“fingerprinting” (huella digital) del DNA y las secuencias de genes, como es el caso de los 

ribosomales (Gonzalez, 1997). - 

Las técnicas moleculares permiten definir relaciones entre organismos con una gran 

precision y se han definido distintos marcadores moleculares que pueden ser usados de 

acuerdo a la distancia evolutiva de los que se analizan (desde especies hasta taxa superiores). 

El potencial de los marcadores moleculares es enorme. Por ejemplo, se han utilizado para 

estudiar la variabilidad genética de distintos grupos de seres vivos, para detectar cambios en el 

genoma o para determinar la estructura de las poblaciones. Ademds, ayudan a clasificar a los 

individuos a nivel de especie, a conocer el origen y evolucién de fos distintos grupos de  
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organismos (Valverde & Paredes-Lépez, 1996). El empleo de estas metodologias ha venido a 

robustecer la filogenia de practicamente todos los grupos de seres vivos, desde las bacterias 

hasta los primates (Hillis et al., 1990). 

MARCADORES MOLECULARES 

Algunos marcadores moleculares que se han utilizado en estudios de helmintos 

incluyen: hibridizacién del DNA gendémico con oligonucledtidos, secuencias de genes 

ribosomales, RAPD’s, RFLP’s, entre otros. 

a) RAPD's 

Los RAPD’s detectan cambios en la secuencia del DNA en un sitio arbitrario en el 

genoma. Estos cambios se manifiestan en el mimero y longitud de los productos amplificados. 

Los polimorfismos resultan de cambios en la secuencia de los sitios de unién del “primer” 

(iniciador), lo cual impide la unin de éste con el DNA como ocurre con las mutaciones, o con 

cambios que alteran el tamafio de las secuencias complementarias en el DNA e impiden la 

amplificacién, tales como inserciones, deleciones e inversiones. 

Los polimorfismos obtenidos en los productos de amplificacién, en el caso de 

helmintos pardsitos, han sido utilizados como marcadores genéticos, con los cuales se pueden 

diferenciar aislados y especies de géneros de helmintos que morfolégicamente son muy 

parecidos (ej. Globodera (Roosien et al., 1993); Steinernema (Bandi et al., 1993); Trichinella 

(Bandi et al., 1993); Metastrongylus (Kaukas et al., 1994), Ancylostoma (Liu & Berry, 1995) 

y Necator (Leignel et al., 1997)}; por otro lado, los RAPD’s pueden usarse para la elaboracién 

de mapas genéticos y adicionalmente permiten analizar la variacién intraespecifica en 

individuos pertenecientes a la misma especie; asimismo, son utilizados para la realizacién de 

andlisis filogenéticos. 

b) RFLP’s 

Los RFLP’s involucran la extraccién y purificacién del DNA de un individuo y su 

digestion con enzimas de restriccién para formar una mezcla de fragmentos que difieren en su 

longitud, de acuerdo con la distribucion especifica de los sitios de corte a través de la mol¢cula 
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de DNA. Los fragmentos producidos por ef corte de la enzima son el producto de cada 

combinacién de enzima - DNA. , 

En parasitologia, los RFLPs, han sido utilizados principalmente para separar ¢ 

identificar ejemplares de monogéneos pertenecientes al género Gyredactylus (Cunningham et 

al., 1995), asi como a nematodos entomopatogénicos del género Steinernema (Reid & 

Hominick, 1993). 

c) SECUENCIAS DE GENES 

Los genes ribosomales son utilizados ampliamente como marcadores moleculares, ya 

que en la mayoria de los eucariontes, los genes ribosomales estén organizados en grupos de 

unidades repetidas en cadena (una tras otra), que constituyen la unidad de transcripcion. Cada 

unidad estd separada por espaciadores no transcritos (Valverde & Paredes-Lopez 1996). La 

unidad de transcripcién codifica para los genes 18S, 5.88, 288 y para los espaciadores 

externos (ETS) e internos (ITS). Las copias multiples de este complejo de genes son idénticas 

dentro de un organismo dado (exceptuando pseudogenes facilmente diferenciables) debido a 

procesos de recombinacién génica que mantienen la homogeneidad de secuencia en todas las 

copias de los genes ribosomales (Blair et al., 1996; Carranza et al., 1996). 

Las diferentes tasas de evolucién entre y dentro de estos genes y espaciadores, 

proporcionan informacién Gtil sobre un amplio rango de niveles de divergencia (Blair et al, 

1996). Los espaciadores de transcripcién internos, localizados entre los genes 18S y 28S y 

separados por el gen 5.88, son las regiones menos conservadas utilizadas en estudios 

sistematicos de diferentes taxa de helmintos (Leignel et al., 1997). Principalmente por razones 

historicas, el gen de la subunidad 18S (el mds conservado de los genes ribosomales), ha sido 

ampliamente utilizado para estudiar las relaciones filogenéticas entre distintos grupos de 

platelmintos (Johnston et al., 1993; Cunningham ef al., 1995; Nadler, 1995). Dado que es un 

gen grande, proporciona una gran cantidad de informacién validada estadisticamente, por otro 

lado, es una molécula que evoluciona muy lentamente; las regiones que lo constituyen, 

presentan tasas evolutivas desiguales. Ademés, la presencia de muchas copias por genoma ysu 

homogenizaci6n a través de evolucién concertada, reduce grandemente la variacién 

intraespecifica (Carranza et al., 1996).  
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Il. ANTECEDENTES 

De acuerdo con Lamothe ef ai., (1997), en el Catdlogo de la Coleccién Nacional de 

Helmintos existen registros aislados de los pardsitos de 18 especies de anfibios, de las 295 

enlistadas para México (Flores, 1994). En la Tabla 2 se presenta el registro de los trabajos en 

los que se ha encontrado a alguna de las tres especies del género Glypthelmins registradas en 

México. Los anuros con el mayor némero de hallazgos han sido los pertenecientes al género 

Rana con seis registros realizados en cinco especies del mismo, distribuidas en el Distrito 

Federal, Estado de México y Veracruz; siguiéndole en numero, el género Bufo con dos 

registros en los estados de Chiapas y Oaxaca. 

Las especies G. californiensis y G. quieta, est4n restringidas a los hospederos del 

género Rana, mientras que G. intermedia ha sido localizada solo en B. marinus. El habitat mas 

parasitado por las dos primeras, ha sido el intestino delgado; por su parte G. intermedia se ba 

encontrado parasitando al higado, vesicula biliar y conductos biliares. 

Tabla 2. Registros de las especies de Glypthelmins (Stafford, 1900) Stafford, 1905 en México. 
  
  

  

ESPECIE HOSPEDERO HABITAT DISTRIBUCION AUTOR 

Glypthelmins californiensis Rana montezumae Intestino México, D. F. Caballero & Sokoloff , 
(Cort, 1919) Miller, 1930 Rana pipiens delgado 1934, 

Rana montezumae Intestino Xochimilco, D. F. ~ Caballero, 1942. 

Rana pipiens delgado Ciénaga de Lerma 

Rana montezumae Intestino San Pedro Tlaltizap4n, Leén, 1992. 

Estado de México 

Rana dunni Intestino Lago de Patzcuaro, Pulido, 1994, 
. Michoacin 

Rana berlandieri Intestino Los Tuxtlas, Veracruz Guillén, 1992. 
Rana vaillanti 

Glypthelmins intermedia Bufo marinus Higado y Rio Huixtla, Huixtla, Caballero et al., 1944. 
(Caballero, Bravo & Zerecero, vesicula Chiapas 
1944) Yamaguti, 1958 biliar 

Bufo marinus Conductos Tuxtepec, Oaxaca Bravo, 1948. 

biliares 

Glypthelmins quieta Rana montezumae Intestino Xochimilco y Lago de In: Lamothe et al., 
_ (Stafford, 1900) Stafford, 1905 Texcoco 1997,  



15 

If. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La inguietud de realizar el presente estudio, surgié de la controversia relacionada con 

la taxonomia de las especies incluidas en el género Giypthelmins. Esta controversia esta 

sustentada principalmente por tres caracteristicas: I) variacién morfolégica intra e 

interespecifica; II) descripcién de especies con un nimero minimo de ejemplares y IH) la 

similitud morfolégica existente entre Glypthelmins y otros géneros de trematodos digéneos. 

Derivado de lo anterior, en México existen algunos trabajos en los cuales, se a 

registrado a Glypthelmins californiensis (Le6n, 1992 y Pulido, 1994), sefialando haber 

encontrado problemas pata identificarla. Debido a ésto, realizamos observaciones de 

ejemplares depositados en la Coleccién Nacional de Helmintos (CNHE), con lo cual nos 

percatamos que los organismos depositados por estos autores, bajo el nombre de G. | 

californiensis, no corresponden en su totalidad a esta especie, es decir, existe una mezcla de 

G. californiensis con otra especie de morfologia similar. Esto nos motivé a realizar recolectas 

de anfibios en las localidades en las que trabajaron los autores mencionados, asi como en otras 

localidades del pais, con el fin de obtener material suficiente para realizar un estudio 

morfolégico de mayor profundidad y de esta manera, evidenciar las diferencias morfolégicas 

existentes entre las especies recolectadas para determinarlas correctamente. A la par del 

estudio morfolégico, se obtuvo material helmintolégico que fue preservado para realizar un 

andlisis molecular de las especies recolectadas, con el fin de utilizar los resultados de este 

andlisis como una herramienta complementaria a 1a identificacién efectuada con bases 

morfolégicas. Este andlisis consistié en purificar DNA genémico total de cada una de las 

especies para que, posteriormente, se amplificaran alrededor de 1500 partes de bases, 

incluyendo las regiones V4 y V7 del gen ribosomal 18S y de esta forma obtener secuencias de 

nucleétidos, que permitieran la comparacién y diferenciacién de las especies a nivel molecular. 

Por otro lado, la obtencién de ios datos de las secuencias de los genes ribosomales 18S, nos 

permitio establecer las relaciones de parentesco entre las especies -de Glypthelmins, 

recolectadas en este estudio.  
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IV. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

- Diferenciar a las especies Glypthelmins quieta, G. californiensis y G. facioi con base en 

caracteres morfolégicos y moleculares. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Realizar un andlisis morfométrico de G. quieta, G. californiensis y G. facioi recolectadas en 

diferentes huéspedes y localidades de México, as{ como en una de los Estados Unidos y una de 

Canada; evidenciando los caracteres morfoldgicos diferenciales de cada una de ellas. 

- Secuenciar parte del gen ribosomal 18S (~1500 pb), incluyendo las regiones variables V4 y 

V7 de cada una de las especies de Giypthelmins recolectadas. 

- Integrar los marcadores moleculares como herramientas complementarias de la morfologia, 

para lograr ja diferenciacién de especies de helmintos. . 
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V. MATERIALES Y METODOS 

El presente estudio forma parte de un proyecto de investigacién mds amplio que se 

/ realiza en el Instituto de Biologia de la UNAM. En éste, se pretende inventariar a los helmintos 

que parasitan a anfibios y reptiles en diversas regiones de México. Asimismo, este trabajo se 

relaciona con un proyecto de colaboracién entre el Instituto de Biologia y el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, en el que se intenta combinar informacién morfolégica y 

molecular para solucionar problemas taxondémicos, asi como establecer relaciones filogenéticas 

entre taxa particulares de helmintos. 

a) RECOLECTA DE HOSPEDEROS 

Para la realizacién del presente estudio, se efectuaron recolectas durante los meses de 

junio, septiembre y diciembre de 1996 y marzo, abril, mayo, septiembre y octubre de 1997 én 

diferentes localidades del Estado de Michoacan: Lagos de Patzcuaro, Zacapu; Manantiales de 

Cointzio; en la regién de “Los Tuxtlas, Veracruz, en las Lagunas Escondida y El Zacatal; en el 

Estado de México en la Ciénaga de Lerma; en el Estado de Jalisco en el Estero Chamela y en 

Tuxtepec, Oaxaca en la Presa Presidente Miguel de la Madrid; los anfibios se obtuvieron a 

partir de la captura que con fines comerciales se efectia en los Lagos de Patzeuaro y Zacapu, 

asi como en la Ciénaga de Lerma; en las localidades restantes, los anuros se capturaron 

manualmente o con la ayuda de redes, depositandolos en sacos de lona, para su posterior 

transporte al Laboratorio de Helmintologia del Instituto de Biologia de la UNAM. 

b) ESPECIES DE HOSPEDEROS RECOLECTADAS 

Las recolectas realizadas en las ocho localidades mencionadas y en los diferentes 

periodos, arrojaron un total de quince especies pertenecientes al grupo de los anuros, cuya 

referencia incluyendo el tamafio de muestra de cada uno, se presenta en la Tabla 3.



Tabla 3. Especies de huéspedes recolectados en México 

  

ESPECIE LOCALIDAD MUESTRA 

Bufo marinus Presa Presidente Miguel de la Madrid, 18 
Tuxtepec, Oaxaca 

Bufo marinus Chamela, Jalisco 1 

Bufo valliceps 

Eleutherodactylus rhodopis 

Gastrophrine elegans 

Leptodactylus melanonotus 

Leptodactylus labialis 

Pachymedusa dachnicolor 

Rana brounorum 

Rana dunni 

Rana forreri 

Rana megapoda 

Rana montezumae 

Rana neovolcanica 

Rana vaillanti 

Smilisca baudini 

TOTAL 

Laguna Escondida, “Los Tuxtlas”, Veracruz 4 

Laguna El Zacatal, “Los Tuxtlas”, Veracruz 1 

Laguna El Zacatal, “Los Tuxtlas”, Veracruz 2 

Laguna Escondida, “Los Tuxtlas”, Veracruz 2 

Laguna Escondida, “Los Tuxtlas”, Veracruz 4 

Chamela, Jalisco 2 

Laguna El Zacatal, “Los Tuxtlas”, Veracruz 14 

Lago de Zacapu, Michoacan 74 
Lago de Paétzcuaro, Michoacan 18 

Chamela, Jalisco . , 12 

Manantiales de Cointzio, Michoacan 27 

Ciénaga de Lerma, Estado de México 84 

Manantiales de Cointzio, Michoacan - 41. 

Laguna Escondida, “Los Tuxtlas”, Veracruz 31 

Laguna El Zacatal, “Los Tuxtlas”, Veracruz 5 

340 

18 
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¢) OBTENCION DE HELMINTOS 

Cada hospedero recolectado fue sacrificado por el método de descerebracién, _ 

introduciendo una aguja de diseccién en la cavidad craneana; de cada individuo se registré la 

longitud hocico-cloaca (LHC) y su sexo, mediante la presencia de sacos bucales en los machos 

o la ausencia de los mismos en las hembras o por la observacién directa de las génadas. 

Posteriormente se les practicé un examen helmintologico, que consistié en principio en la 

revision cuidadosa de la superficie del cuerpo y de las cavidades bajo el microscopio 

estereoscopico; el examen interno, se realiz6 mediante un corte longitudinal sobre la linea 

media de la regién ventral del cuerpo, previo a la extraccién de los érganos internos se 

revisaron la cavidad y los mesenterios; una vez efectuado lo anterior, los érganos se separaron 

del cuerpo del huésped y se colocaron en cajas de Petri con solucién salina al 0.65 %. Los 

pulmones, estémago e intestino se revisaron desgarréndolos con agujas de diseccién; el 

higado, bazo, rifiones y coraz6n se revisaron comprimiéndolos entre dos vidrios y 

observandolos bajo el microscopio estereoscépico. 

La extraccién de los helmintos recolectados se realiz6 con la ayuda de pinceles finos, 

colocéndolos en cajas de Petri con solucién salina al 0.65 % con la finalidad de realizar 

observaciones en vivo y para su posterior fijacion. 

d) OBSERVACIONES IN Vivo 

Para ello, se colocé a los pardsitos en una preparacién temporal con soluci6n salina al 

0.65 % y se observaron bajo el microscopio dptico. Los objetivos principales de dichas 

observaciones fueron los siguientes: a) asegurar que los gusanos colectados pertenecieran al 

género en cuestién; b) separar a los digéneos de las diferentes especies de Glypthelmins, con el 

fin de hacer un andlisis morfolégico y molecular de las mismas y c) obtener imAgenes 

digitalizadas de las especies, para evidenciar la presencia de Jas espinas tegumentales que se 

pierden durante el procesamiento de los ejemplares. Las imagenes digitalizadas se obtuvieron 

con ayuda de software y equipo de computo (Image Pro. 3.1).
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e) FIJACION 

La fijacién de los ejemplares se realiz6 de dos maneras de acuerdo al estudio al que 

serian sometidos; en el caso de los ejemplares que serian utilizados en el estudio morfoldgico, 

se les sacrificé agregdndoles agua caliente o liquido de Berland, con el fin de evitar la 

contraccién corporal de los mismos; posteriormente fueron colocados entre porta y 

cubreobjetos, aplicando por capilaridad liquido de Bouin como fijador y manteniéndolos de 

esta manera durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, los ejemplares se colocaron en 

frascos homeopaticos con alcohol 70 % debidamente etiquetados, conservandolos en esta 

sustancia hasta su posterior procesamiento. 

Por otra parte, para el andlisis molecular, los ejemplares identificados in vivo se 

desmontaron de las preparaciones semipermanentes y se les colocé en una caja de Petri con 

solucion salina limpia y se les quité el exceso de tejido y mucus, proveniente del huésped, con, 

la ayuda de pinceles finos. Posteriormente se les transfirié a frascos homeopéticos con alcohol 

etilico absoluto, con el fin de conservar adecuadamente a los organismos para la subsecuente 

extracci6n y purificacién del DNA gendmico. 

ANALISIS MORFOLOGICO 

a) PROCESAMIENTO 

Para su identificacion, los digéneos conservados en alcohol al 70 % se tifieron con 

diferentes técnicas y colorantes como: paracarmin de Mayer, tricrémica de Gomori y 

hematoxilina de Delafield; después de su tincién, se aclararon en salicilato de metilo antes de 

ser montados en preparaciones permanentes con balsamo de Canada. 

b) EsrupDIO MORFOMETRICO 

Esta parte del estudio, consistié en medir a los ejemplares de las distintas especies del 

género Glypthelmins con ayuda de un microscopio dptico calibrado y un ocular micrométrico,
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se realizaron extracciones en fenol y en cloroformo, seguidas por precipitaciones alcohdlicas. 

Por ultimo, una muestra de 1 jl del DNA purificado fue examinado en un gel de agarosa al 1% 

en buffer de Tris-Boratos (TB). 

b) AMPLIFICACION DEL DNA POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

(PCR) — 

Con el fin de amplificar los genes ribosomales 18S de las tres especies de Glypthelmins, 

se preparé una mezcla de reaccién para PCR, la cual contenfa 70.5 ml de dH,O, 10 pl dNTP’s 

0.2 mM, 10 yl de buffer compuesto por KCI 50 mM y Tris-Cl 10 mM; 0.5 yl dithiotreitol 1 

mM, 5 pl MgCh; 1 pl de templado, 1 pl de cada oligonucledtido (100 pmol/A) y 1 pl de la 

DNA polimerasa 2U/yl. La mezela de reaccién contenia un volumen final de 100 pl Los 

oligonuclestidos utilizados para la amplificacién del DNA fueron los siguientes: JLR1 5° 

CCTGGATCCAGCAGCCGCGGTAA 3’ y JLR23 3’ CTAAAACGGCCATGCTCCCC 5’. JLR9 Ss 

GAAACTTAAAGGAATTCACGG 3° y JLR25 3° CCGTAGGTGAACCTGCGG S’.GLY1 3° 

CATTGATCTGGAGCGAAAG 5’ y JLR30 5°GAAACGGCTGTCACATCC 3’. 

Las mezclas de reaccion fueron colocadas en un termociclador con el siguiente programa: 

1- 94°C 3 min 

2~ 50°C . 3 min 

3.- 72°C 3 min 

4.- 94°C ’ 1 min 

5.- Repetir 5 veces a partir del 2 

6.- 50°C 1 min 

T= 72°C 1 min 

8.- 94°C 1 min 

9.- Repetir 30 veces a partir del 6 

10.- 50°C 5 min 

11.-72°C 10 min 

12.- 4°C 24 br 

Al finalizar la PCR, los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1% en 

buffer de Tris-Boratos (TB), aplicando en cada carril 5 il de la mezcla de cada reaccién.
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Para la purificacién de los fragmentos amplificados, a los 95 jl restantes de cada 

reaccion, se‘les adicioné 18 jl de azul de bromofenol y se les aplicé en carriles de un gel de 

agarosa al 1% en buffer de Tris-Acetatos (TAE). Las bandas correspondientes a cada uno de 

los fragmentos fueron recortadas del gel, con la finalidad de ser purificadas utilizando el kit 

Wizard (Promega), cuyo protocolo consistia en colocar. por separado a los fragmento 

amplificado en tubos de microfuga, a los cuales se les adicioné 1 mi de resina del kit y se les 

incubé a 65 °C durante 10 min. Al terminar el tiempo de incubacién, el contenido de cada tubo 

se deposité por separado en una jeringa de 5 ml, cuya punta debfa portar una columna de 

purificacion. Enseguida, se colocé el émbolo a cada jeringa y se dejé que el liquido 

descendiera por si s6lo; posteriormente se agregaron 2 ml de isopropanol al 80%, Al dejar de 

fluir este Ultimo, se quité con cuidado las columnas y se centrifugaron 25 s a 12,000 g con el 

fin de eliminar el isopropanol. Posteriormente, se adicionaron 50 yl de agua bidestilada a cada 

columna y se dejé transcurrir 5 min. Por ultimo, se centrifugaron las columnas a 12,000 g, por 

25 s y se recuper6 el contenido en tubos de microfuga esterilizados. 

c) SECUENCIACION DEL DNA DE DOBLE CADENA POR PCR 

La secuencia de los fragmentos de DNA se obtuvo por medio de la combinacién de 

PCR ¢ inhibicién de las cadenas por dideoxinucledtidos ddNTP’s propuesto por Sanger et al., 

1977 (Fig. 1), utilizando el kit de secuenciacién ciclica “Termosecuenasa” (Amersham Lab.). 

La reaccién de marcado consistié en colocar por separado 5 pl de DNA de los productos 

purificados, en tubos de PCR y adicionéndoles a cada uno 2 jl del buffer de reaccién, tpl de 

los oligonucledtidos JLR 9, 23, 25, 28, 30 y Gly 1 (uno en cada tubo); 1 yl de 7-deaza-dGTP, 

1 ul de dCTP, 0.5 pl [ oS } dATP (10 Ci y 2 pl de Termosecuenasa DNA polimerasa. 

Enseguida se colocaron los tubos en el termociclador, con un ciclo de 30-60 veces de la 

siguiente forma: 95°C/15 s y 50°C/30 s. Mientras se realizaba la reaccién de marcaje, 

separadamente en cuatro tubos diferentes, se colocaron 4 pl de los dideoxinucledtidos ddA, 

ddC, ddG y ddT. 

Al concluir la reaccion de marcado, muestras de 3.5 1 se colocaron en tubos que 

contenfan a los dideoxinucleétidos (A, C, G y T). Este paso se repitié con cada
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oligonucledtido utilizado para secuenciar. Se colocé una vez mds a los tubos en el 

termociclador con un ciclo de 30 veces: 95 °C/30 s; 72 °C/60-120 s. Al concluir ei ciclo, la 

reaccién fue bloqueada adicionando 4 yl de solucién de terminacién a cada tubo y 

manteniéndoseles a 4 °C hasta realizar la electroforésis de secuencia. 

d) ELECTROFORESIS EN GEL DE SECUENCIA 

Las muestras de reaccién fueron previamente calentadas 2 min a 65 °C y cargadas en 

un gel de poliacrilamida al 6%, compuesto por 30 g de urea ultrapura, 14 ml de H,0, 9.5 ml de 

acrilamida al 38%, que contenia bis-acrilamida al 2%; 14 ml de buffer TBE 5X, 550 pl de 

persulfato de amonio (50 mg/ml) y 20 11 de Temed. Antes de colocar las muestras en el gel, se 

calentaron a 55 °C, efectuando una precorrida de 45 min a 1,400 voltios y 40 miliamperios. 

e) ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS Y ANALISIS FILOGENETICO 

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron alineadas manualmente en un programa 

de procesamiento de texto Word (Versién 7) y a partir de ésto, se construyé una matriz de 

datos, la cual fue utilizada subsecuentemente para ‘reconstruir una hipdtesis filogenética, 

utilizando el programa PAUP (Versién 3.1.1, Swofford, (1993)). El anilisis consistié en una 

bisqueda de branch-and-bound y un bootstrap con 1,000 replicaciones.
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35g.ATP y Polimerasa (concentraciones limitantes de dNTPs) dATP y Polimerasa       
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ddCTP ddGTP ddATP ddTTP 

primer- TC primer- TCG primer- TCGA primer- T 

primer- TCGAC primer- TCGACCCG primer- TCGACCCGGA primer- TCGACT 

primer- TCGACC primer- TCGACCCGG 

primer- TCGACCC 
primer- TCGACCCGGAC 
  

Separar los fragmentos en una electroforésis 
      

Fig. 1. Método de secuenciacion por combinacién de PCR e inhibici6n de las cadenas por 

dideoxinuclestidos propuesto por Sanger et al., 1977.
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Vi. RESULTADOS 

Los resultados del presente trabajo estan divididos en dos secciones: en fa primera, se 

presenta el analisis morfolégico de las especies de Giypthelmins (G. quieta, G. californiensis y 

G. facioi) recolectadas en. diferentes localidades del pais, asi como en una de los Estados 

Unidos (G. quieta) y en una de Canada (G. californiensis); para ello se presenta una 

redescripcién de cada una de las especies, incluyendo datos morfométricos e ilustraciones de 

las mismas. 

En la segunda parte, se presentan los resultados del estudio molecular, en el cual se 

secuenciaron casi 1,490 pares de bases de los genes ribosomales 18S de cada especie. Las 

secuencias fueron analizadas y alincadas manualmente en un procesador de textos con fines 

comparativos, a partir de lo cual se cuantificé el nimero de nucledtidos distintos entre ellas, 

pata caracterizar las diferencias intraespecfficas. Posteriormente, estas secuencias fueron 

alineadas incluyendo como grupo externo al digéneo Heronimus mollis, considerado como 

miembro basai en la filogenia de los digenéos (Brooks & McLennan, 1993). Este 

procedimiento permitiéd establecer las relaciones de parentesco entre las tres especies de 

Glypthelmins consideradas en el presente estudio. 

ANALISIS MORFOLOGICO 

Para la realizacién del estudio morfolégico de las especies de Glypthelmins, se 

utilizaron ejemplares recolectados en cinco localidades del pais, Ciénaga de Lerma, Estado de 

México; Lagos de Zacapu, Pétzcuaro y Manantiales de Cointzio, Michoacan; Laguna 

Escondida, “Los Tuxtlas”, Veracruz (Fig. 11), asi como de una de los Estados Unidos 

(Watson Creek, Nebraska) y una de Canad4 (Columbia Britanica); ademds, se analiz6é material 

depositado en Ja Coleccién Nacional de Helmintos, el cual sirvié para fines comparativos. 

Cinco de las 15 especies de anuros revisadas, estuvieron parasitadas con alguna especie de 

Glypthelmins (Tabla 7). 
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Se estudiaron 91 ejemplares de G. quieta, provenientes de cinco localidades y cuatro 

especies de anuros.. En el caso de G. californiensis, se analizaron 53 ejemplares recolectados 

en cuatro localidades y cuatro especies de ranas. Con respecto a G. facioi solamente pudieron 

ser analizados siete gusanos, recolectados de R. vaillanti (“Los Tuxtlas”, Ver.). En Ja Fig. 11 

se ponen de manifiesto las localidades en donde se logré la obtencién de alguna de las tres 

especies del género. 

A continuaci6n se presenta la redescripcién de las tres especies de Glypthelmins recolectadas: 

Familia © Macroderoididae McMullen, 1937 

Subfamilia Glypthelminthinae © Yamaguti, 1971 (pro Glyptheiminae Cheng, 1959) 

Género Glypthelmins Stafford, 1905 

Glypthelmins quieta (Stafford, 1900) Stafford, 190S 

(Figuras 2, 3, 4) 

La siguiente redescripcién, esta basada en el estudio de 91 adultos sexualmente 

maduros, recolectados del intestino de cuatro especies de ranas: R. catesbeiana (Watson 

Creek, Nebraska, Estados Unidos), R. dunni (Lagos de Patzcuaro y Zacapu, Michoacan), R. 

montezumae (Ciénaga de Lerma, Estado de México) y R. neovoleanica (Manantiales de 

Cointzio, Michoacén). Los datos merfsticos de fos ejemplares recolectados en las distintas 

localidades se presentan en la Tabla 4. 

Los gusanos in vivo son de color blanco, excepto en la regién media posterior del 

cuerpo, la cual presenta una coloracién café o amarilla debido a la gran cantidad de huevos que 

contiene el utero. 

Los ejemplares montados en preparaciones, presentan cuerpo alargado, siendo 

ligeramente més ancho en la regién posterior a los testiculos; los extremos son redondeados, 

aunque el posterior es mds pronunciado que el anterior, que es aguzado; el tegumento es 

grueso y se encuentra provisto de pequefias espinas, excepto en el extremo posterior del 

cuerpo; las cuales son mds abundantes en la regién anterior y conforme se van aproximando al 

extremo posterior, disminuyen en numero hasta desaparecer. Las espinas dispuestas en los 

bordes del cuerpo se presentan afiladas, mientras que las situadas en {a superficie corporal 
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asemejan escamas. Desafortunadamente, en preparaciones semipermanentes se pierden, lo cual 

hace dificil su observacién. 

La ventosa oral es subterminal, esférica y ligeramente mds ancha que larga; el acetabulo 

se sitia en el primer tercio del cuerpo, anterior a los testiculos y por debajo de !a bifurcacién 

cecal. Es de forma circular y de menor tamafio que la ventosa oral. La relacion existente entre 

las dos ventosas es de | : 0.63 de largo por 1 : 0.54 de ancho. 

En el centro de la ventosa oral se abre la boca; no se observé 1a prefaringe que refiere 

Miller (1930) en la redescripcién de la especie; la faringe es grande, redonda y musculosa; a 

cada lado presenta prominentes glandulas perifaringeas, agrupadas en forma de racimo; 

anteriormente se extienden hasta el borde anterior de la faringe y posteriormente sobrepasan el 

nivel de la bifurcacién cecal; los conductos de las mismas se dirigen anteriormente y 

desembocan en el borde anterior de la ventosa oral. A continuacién se encuentra el esdéfago, 

generalmente igual de largo que la faringe; no posee paredes musculosas y se bifurca para dar 

origen a los ciegos intestinales que se localizan laterodorsalmente, extendiéndose casi hasta el 

borde posterior del cuerpo. El ciego izquierdo es ligeramente m4s ancho y largo que el 

derecho. 

El aparato reproductor masculino consta de un par de testiculos intercecales, 

localizados en Ja regién preecuatorial del cuerpo y posteriores al acetabulo; son de forma 

redondeada, casi simétricos y situados uno al lado del otro. El testiculo derecho es ligeramente 

mas anterior que el izquierdo. De cada uno de los bordes anteriores de los testiculos, se 

originan los conductos eferentes, que se unen para formar un espermaducto que desemboca en 

la bolsa del cirro por su extremo posterior; la bolsa del cirro es alargada y voluminosa, 

generalmente dispuesta a la derecha y por debajo del acetabulo, extendiéndose mas allé del 

borde anterior del mismo; aloja a la vesicula seminal que es bipartita, siendo la parte posterior 

més voluminosa que la anterior; ésta se comunica con la glindula prostdtica y ésta a su vez con 

el cirro, el cual es sinuoso, liso y desemboca en ei poro genital, situado por delante del 

acetdbulo y posterior a fa bifurcacién cecal. 

El ovario es esférico u ovoide, intercecal, ventral, preecuatorial y esta situado hacia el 

lado izquierdo del acetébulo, al mismo nivel o ligeramente hacia atras de éste; en algunas 

ocasiones, su borde interno penetra en el drea del acetdbulo o puede estar ligeramente 
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- separado del mismo. El receptdculo seminal se localiza en el drea que dejan entre si el ovario, 

el testiculo izquierdo, el acetdbulo y la porcién posterior de la bolsa del cirro, siendo de menor 

tamafio que el ovario; de forma esférica, posterior al acetébulo y de dificil observacién. 

El titero és sinuoso, formado por numerosas asas transversales que van desde la region 

‘ anterior de los testiculos, hasta el borde posterior del cuerpo. Ocupando el area intracecal, 

cecal y en ocasiones la extracecal, en todos los ejemplares el utero corre ventralmente a los 

testiculos. En la regién en donde estd el ootipo, ‘la glandula de Mehlis y el canal de Laurer, el 

titero presenta una abundante cantidad de huevos, por lo que estas estructuras no pudieron ser 

observadas. Anteriormente a los testiculos, el itero asciende mediante un asa delgada, la cual 

pasa ventral al receptéculo seminal y al nivel del acetdbulo forma el metratermo, el cual es 

glandular y abre en el poro genital. 

Formadas por ‘pumerosos foliculos de formas diversas, las gléndulas vitelégenas 

presentan gran variabilidad con respecto a su distribucién a lo largo del cuerpo, ya que en 

algunas ocasiones pueden extenderse hasta el nivel anterior de la faringe, localizarse en la 

region media del esdfago o bien, en la parte en fa cual se origina la bifurcacién cecal. 

Posteriormente se distribuyen hasta casi la mitad de la longitud de los ciegos, es decir, 

sobrepasan por mucho el borde posterior de los testiculos. Los foliculos ocupan una posicién 

dorsal, ventro-lateral y extracecal e intercecal, correspondiendo al area extracecal el mayor 

mimero de ellos. En la regién anterodorsal del acetabulo, las glandulas vitelgenas confluyen 

medialmente, sin sobrelaparse. 

Los huevos operculados presentan céscara amarilla y son mas largos que anchos. 

La vesicula excretora tiene forma de “I” y abre en un poro excretor, localizado en el extremo 

posterior del cuerpo. 

Hospederos: Rana catesbeiana, R. dunni, R. megapoda, R. montezumae y R. neovolcanica 

Habitat: Intestino anterior 

Ejemplares: Depositados en la CNHE con Nos. de catélogo 3271, 3272, 3273, 3274, 3275, 

3276, 3277, 3278 y 3279
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1.0mm 

  

  
Fig, 2, Preparacién total de G. quieta, Vista ventral. Parasito de Rana neovolcanica 

(Manantiales de Cointzio, Mich.). 

 



0.3mm 

  
Fig. 3. Preparacién total de G. quiefa en estado inmaduro. Vista ventral. Pardsito de ‘Rana 

montezumae (Ciénaga de Lerma, Edo. Mex.). 

 



  
Fig. 4. Detalle de la faringe y de las gléndulas perifaringeas de un ejemplar de G. quieta, 

recolectado de Rana neovolcanica (Manantiales de Cointzio, Mich.). 
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Familia © Macroderoididae McMullen, 1937 . 

Subfamilia Glypthelminthinae Yamaguti, 1971 (pro Glypthelminae Cheng, 1919) 

Género Glypthelmins Stafford, 1905 _ 

Glypthelmins californiensis (Cort, 1919) Miller, 1930 

(Figuras 5, 6, 7) 

La presente redescripcién esté basada en el estudio de 53 ejemplares adultos, 

colectados en las ranas de las especies R. aurora (Columbia Britanica), R. dunni (Lagos de 

Pdtzcuaro y Zacapu) y R. montezumae (Ciénaga de Lerma). Las medidas de los ejemplares de 

cada area de estudio se presentan en la Tabla 5. 

Los individuos de la especie presentan un cuerpo alargado u oval, con el extremo 

anterior y posterior redondeados. Los ejemplares in vivo estén cubiertos por numerosas 

espinas, abundantes en la regién anterior, con excepciédn de la ventosa oral; posterior al 

acetdbulo, éstas van disminuyendo en numero hasta desaparecer en el ultimo tercio del cuerpo. 

En organismos montados, las espinas en los bordes del cuerpo no se observan, debido a que 

éstas se desprenden durante el procesamiento de los mismos. Al igual que otras especies del 

- género, las espinas de la superficie del cuerpo son similares a escamas. 

La ventosa oral es subterminal y de apariencia subesférica, ya que en todos los 

digéneos estudiados, ésta es mds ancha que larga; el acetabulo es esférico y de menor tamafio 

que Ja ventosa oral; esta ubicado en Ja regién preecuatorial, por delante de los testiculos y 

posterior al poro genital. La relacién existente entre la ventosa oral y el acetdbulo es de 1 : 

0.58 de largo por 1: 0.55 de ancho; considerando a la primera como }. 

El aparato digestivo se inicia con la boca, que se abre en el centro de la ventosa oral y 

se continia con una pequefia prefaringe, observada solamente en un ejemplar, que desemboca 

en la faringe, con forma globosa y muscular, rodeada ventral, dorsal y lateralmente por 

pequefias glandulas perifaringeas amorfas; dichas estructuras se tifien claramente, haciéndolas 

facilmente distinguibles de otras estructuras, como lo son las glandulas vitelégenas. 

Dorsalmente, sobrepasan ligeramente el borde posterior de la faringe y a diferencia de las 

glandulas perifaringeas de otras especies del género como G. quieta y G. pennsylvaniensis, 

jamés ocupan el d4rea comprendida entre el esdfago y la bifurcacién cecal. Ademés, los 
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conductos de las glandulas estan dirigidos hacia la prefaringe. La relacién que hay entre la 

ventosa oral y la faringe es de 1 : 0.50 de largo por 1 : 0.53.de ancho. El es6fago, corto, se 

bifurca para dar origen a los ciegos intestinales, los cuales se extienden paralelamente al cuerpo 

hasta terminar cerca del extremo posterior. El ciego izquierdo es ligeramente més largo que el 

derecho, pero menos ancho que este Ultimo. 

Los testiculos estén localizados en la regién ecuatorial del cuerpo, son completamente 

intercecales y de forma esférica; se ubican én la regién posterior al acetdbulo y estan situados 

uno al lado del otro. El testiculo derecho, desplazado ligeramente hacia adelante, es un poco 

mas anterior que el izquierdo. Det borde anterior de cada testiculo se originan los conductos 

eferentes, que atraviesan el drea del acetdbulo y se incorporan a la bolsa del cirro en su 

extremo posterior. Dispuesta ventralmente y hacia el lado derecho del acetabulo, la bolsa del 

cirro es alargada y voluminosa, siendo ms larga que ancha; aloja a la vesicula seminal 

bipartita, a la glandula prostatica y a un cirro liso; por ultimo, desemboca en el poro genital, 

situado a corta distancia del acetaébulo, sobre la linea media ventral. 

El ovario, situado al lado izquierdo del acetabulo, es de forma redonda; en algunos 

ejemplares est sobrelapado ligeramente por el mismo. En algunas ocasiones, el borde 

posterior del ovario se translapa con el borde anterior del testiculo izquierdo. El receptéculo 

seminal esférico, se localiza dorsalmente al ovario, al testiculo izquierdo y a las asas uterinas 

ascendentes, por lo que no se puede observar con facilidad. 

El utero sinuoso y completamente intercecal, est4 formado por numerosas asas 

dispuestas transversalmente, que se extienden desde el borde anterior de los testiculos hasta 

casi el final del cuerpo. Al nivel de los testiculos, las asas pasan por debajo de estas 

estructuras, por lo que en algunas ocasiones los llegan a cubrir por completo al igual que al 

ootipo, a la glandula de Mehlis y al canal de Laurer, por lo que en ninguno de los ejemplares 

pudieron ser observadas estas tres estructuras; al llegar a la regién en donde se ubica el 

acetabulo, el asa ascendente forma el metratermo glandular, que recorre el area del acetabulo y 

de la bolsa del cirro y finalmente desemboca en el poro genital, situado en el espacio 

comprendido entre la bifurcacién cecal y el acetabulo. 

Las gléndulas vitelégenas estén constituidas por numerosos foliculos que se encuentran 

distribuidos anteriormente desde la faringe y en algunas ocasiones, desde el borde posterior de
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la ventosa oral. Posteriormente se extienden hasta el borde posterior del ovario; en muy pocas 

ocasiones llegan hasta el borde anterior de los testiculos y solamente en un ejemplar se 

observaron hasta el borde posterior del testiculo izquierdo. Los foliculos estén distribuidos 

dorsal, ventral y lateralmente a los ciegos intestinales. En la regién dorsal, a nivel de la 

bifurcacién cecal, los foliculos confluyen entre si, formando un continuo entre los dos 

extremos del cuerpo. 

"Los huevos son de cdscara amarilla, presentan un opérculo en el extremo anterior; son 

més largos que anchos. / 

El aparato excretor esté constituido por una vesicula excretora con forma de “Y”, que 

se extiende anteriormente hasta el borde posterior de los testiculos; el poro excretor esté 

situado en el extremo posterior del cuerpo. 

Hospederos: R&. aurora, R. dunni, R. montezumae 

Habitat: Intestino anterior y medio 

Ejemplares: Depositados en la CNHE con Nos. de catdlogo 3280, 3281 , 3282, 3283 y 3284 
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0.5mm 

  
Fig. 5. Preparacién total de G. californiensis. Vista ventral. Parasito de Rana montezumae 

(Ciénaga de Lerma, Edo. Mex.).



  
8.3m 

  
Fig. 6. Preparacién total de G. californiensis en estado inmaduro. Vista ventral. Pardsito de 

Rana montezumae (Ciénaga de Lerma, Edo. Mex.).



  
  

  

  
Detalle de la faringe y de las glindulas perifaringeas de un ejemplar de G. 

Fig. 7. 
enido de Rana montezumae (Ciénaga de Lerma, Edo. Mex.). 

californiensis, obt
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Familia | Macroderoididae + McMullen, 1937 

Subfamilia  Gypthelminthinae Yamaguti, 1971 (pro Glypthelminae Cheng, 1959) 

Género  Glypthelming_—Stafford, 1905 
Glypthelmins facioi Brenes, Arroyo, Jiménez & Delgado, 1959 

(Figuras 8, 9, 10) 

El andlisis morfolégico presentado a continuacién, esté basado en cinco ejemplares 

sexuaimente maduros y dos inmaduros, provenientes de R. vaillanti. Las medidas de las 

estructuras morfolégicas se presentan en la Tabla 6. 

Digéneos de cuerpo alargado, con los extremos redondeados; presentdndose el ancho 

maximo generalmente en la regién posterior a los testiculos. El tegumento est cubierto por 

pequefias espinas, mds evidentes en la regién anterior, desde donde disminuyen en ntimero 

hasta desaparecer en el ultimo tercio del cuerpo. Las espinas sobre la superficie del cuerpo se 

presentan como escamas, pero en los bordes son puntiagudas y al igual que en las dos especies 

anteriores estds se pierden durante el procesamiento de los ejemplares. 

La ventosa oral es subterminal y subesférica, siendo mds ancha que larga; el acetabulo 

de menor tamafio que la ventosa oral, se localiza en la region preecuatorial del cuerpo, anterior 

a los testiculos y por debajo del poro genital. La relacién existente entre las medidas de la 

ventosa oral y el acetabulo es 1 : 0.62 de largo por 1 : 0.53 de ancho. 

La boca es casi redonda, se abre en el centro de la ventosa oral y se continia con una 

pequefia prefaringe, observada solamente en un ejemplar en estado inmaduro. La faringe es 

muscular y globosa, mds ancha que larga y no presenta glandulas perifaringeas. Existe una 

relacién de 1 : 0.55 de largo por 1 : 0.55 de ancho, entre la ventosa oral y la faringe. Posterior 

a ésta estructura, se localiza el eséfago en cuyo extremo posterior se origina la bifurcacién 

cecal. A continuacién de ésta ultima, se localizan los ciegos intestinales, que se extienden 

lateralmente y finalizan préximos al extremo posterior del cuerpo. El ciego derecho es 

ligeramente mds largo y ancho que el izquierdo. 

Los testiculos est4én localizados ligeramente hacia adelante de [a linea media 

longitudinal del organismo, posteriores al acetébulo; son redondos, de bordes regulares y 

dispuestos diagonalmente; el testiculo derecho es més anterior y de menor tamafio que el 
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testiculo izquierdo. Al igual que en las otras dos especies estudiadas en este trabajo, del borde 

anterior de cada testiculo se originan los conductos eferente, que se unen e incorporan a la 

bolsa del cirro por su extremo posterior. La bolsa del cirro es alargada, se extiende de derecha 

a izquierda desde el nivel en donde se localiza el ovario hasta la regién preacetabular y se sitta 

a la derecha del acetdbulo. En su interior, se localiza la vesicula seminal bipartita, cuyo 

extremo anterior es esférico y de menor tamafio que el extremo posterior de la misma; la 

glandula prostatica es de dificil observacién y se continia con el cirro el cual, es liso y 

evertible. , 

El ovario, esférico y pretesticular, se localiza al lado izquiedo del borde posterior del 

acet4bulo; generalmente se dispone a cierta distancia del mismo o en algunas ocasiones, una 

parte puede sobrelaparse con esta estructura, El receptaculo seminal es esférico y de menor 

tamafio que los demés érganos reproductores; se localiza entre el ovario y el testiculo 

izquierdo, y ocasionalmente puede estar junto al borde anterior del testiculo derecho. ; 

E] dtero ocupa por completo el area intercecal del cuerpo; se extiende desde la regién 

testicular hasta el extremo posterior; esta constituido por numerosas asas, ausentes en la 

region pretesticular, que en algunas ocasiones llegan a invadir a los ciegos y que en la regién 

donde se localiza el testiculo izquierdo, pasan ventralmente al mismo, dificultando su 

observacién. En la regién pretesticular, las asas se continian con el metratermo, que 

desemboca en el poro genital, el cual se sitéa a-la mitad de la distancia que existe entre el 

acetabulo y la bifurcacién cecal. El] metratermo y la bolsa del cirro abren separadamente en un 

pequefio atrio genital. Debido a Ja gran cantidad de huevos presentes en la regién en donde se 

localiza el ootipo, la glandula de Mehlis y el canal de Laurer, no pudieron ser observados. 

Las glaéndulas vitelégenas se extienden desde el nivel de la bifurcacién cecal hasta la 

region posterior al testiculo izquierdo; estan constituidas por numerosos foliculos distribuidos 

lateralmente, sobrelapéndose en los ciegos dorsal y ventralmente sin confluir en el centro. Las 

gléndulas vitelégenas localizadas al lado derecho dei cuerpo, ocupan un 4rea mayor que las 

dispuestas al lado izquierdo del mismo. 

Los huevos son operculados, mds largos que anchos y presentan color amarillo - pardo. 

La observacién del aparato excretor solo es posible en ejemplares inmaduros, los cuales 

presentan una vesicula excretora en forma de “I”, que se extiende casi hasta alcanzar el borde
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posterior del testiculo izquierdo. A este nivel, se conectan dos conductos colectores que se 

_ dirigen oblicuamente hacia el extremo anterior del cuerpo, llegando a la regién postovarica en 

donde se bifurcan, formando otros dos conductos, dirigidos anterior y posteriormente. 

Hospedero: Rana vaillanti 

. Habitat: Intestino anterior 

Ejemplares: Depositados en la CNHE con No. de catélogo 3285



MOHCIIA ‘SCX SO], 9p uNBY :VIGNOISA WNNOVI 
“sisaqupred oxus orpouloid [2 A SopeAJoIUI SO] UBsoudxo 98 fu UD SEpEp UYISS SEPIPOU SB] 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

{¥10°0) 910°0 - 110°0 OHONF 
($Z0°0) £20°0 - €20°0 ODUVT (8010) 6Z1'0 ~ 8£0°0 OHONF 

SOAaNH (010) EZT'0 - 180°0 ODT 
(065°0) L€3°0 - LEv'0 VOXRINOZI O1NayYLaOV 

_(£€9°0) £86°0 - Z1€'0 VHOTIIC (2610) LE7'0- ZI1'0 OddIND TIC MORIAISOd ONTHIXY TY VIONVISIO 
SYNFOO TALIA SVINGNVTD Ad NOISNALXA (¥80°0) 0Z1'0 - 090°0 OHONY 

~ (€S0°0) 090°0 - S0°0 OHONF ($971) Z18°1 - LE8"0 ODUVT 
(€90°0) 690'0 - ¥50°0 ODUVT QHOWWA O9IID 

“TWNIWAS OTNOY.Lda Ta (22Z'0) $Z€0 - 0010 OddaIND THC MOTUTISOd ONTAIXG TY VIONVISIA 
ZITO) 1210 - 990°0 OHONF 6£L0°0) [E10 - 0900 OHONY 
GTO) 0810 - $40°0 ODUVT (2sz'1) Z18'1 - LE8°0 ODUVT 

ORIVAO o@ugin071 ODaID 
OdNaND TIC OduaND TIC AORITINV 

(¥ZS°0) $L9°0 - P8E'0 YORGAINY ONTAIX - TYLINTO O8Od FIONVISID (9€b'0) 61S°0 - L670 OWRILXG ~ TVDIO NOIOVIUNAIA VIONV.ISIC 
(ys0°0) 1$0°0 - $¥0'0 OHONF (OT) 621'0 - 090°0 OHONY 
(580°0) 060°0 - $20°0 ODT (BETO) E170 - $L0°0 ODUFT 

(20119380 J 0009.19%3) TYNIAAS VIQOISIA ODVAOQSa 
(€£0°0) 6£0°0 - £20°0 OHONV sO: 1 OHONY |: 
(€€0°0) 6£0'0 - £70°0 ODYVT ssoil ODUYT 

" GoLepTy Of9.4xq) TYNINAS VINOSAA TONTAVA - TVAO VSO.INGA NOIDV Tau 
OTT OHONY (ELT°O) ZE10 ~ 780°0 OHONY 
29°01 ODYPT ($60'0) 021°0 - 690°0 ODUFT 

ONNAY LAV - OMNI TAd VS10d NOV 1Taa TONRIVA 
(¢90°0) $£0°0 - £50°0 OHON¥ (260°0) 8010 - 090°0 OHONY | 
(9L1'0) $270 - 1710 ODYPT (840°0) 060°0 - 090°0 ODYFT 

O8dID Tad VS10d VYood 
(710) 981°0 - £60°0 OHONY (2070) 8220 - EST'0 OHONF 
(0ZT°0) LbT‘0 ~ 960°0 ODY¥T (OLT-0) 07 0 - ZET'O ODUVT 

OHDFUA OTIOILSAL [VO VSOLNAA 
(EET-0) 9S1°0 - ZOT'0 OHONY (815°6) $49°0 - LEr’0 OWIXPW OHONV 
(9210) OST'0- SOTO ODUPT (81S°0) 0990 - Ler'0 OTNGVLIOV TAC TAAIN ¥ OH DNV 

OGaaINOZI OTNDIISAL Grs'D L877 - TET ODUVT 
(9£0°0) 1S0°0 - $7Z0'0 OMAY LIV - TVLINAD OUOd VIONVISIA ; oOaranod 

€'°0: 1 OHONV L SOGIGA SAUVTGWAA Id OUAANN 
20: 1 ODEVT Tyue][rea UE OwddIdSOH 

OTNGY LAV - TVAO VSOINTA NOIVIad 9 VdIdNOOSd VNGDVI avVarivooT 
  

      

HUupI[IDA *Y Ip SOpeyoe[O901 GCG I ‘opespod 3? ZouSune “oAOHY ‘soudig, 10190f “op sorepdutefo SO[ OP SBPIPsy[ °9 e[quy  



  

0.5mm 

      
Fig. 8. Preparacién total de G. facioi. Vista ventral. Parasito de Rana vaillanti (Laguna 

Escondida, “Los Tuxtlas”, Ver.).



  

0.3mm 

  
Fig. 9. Preparacién total de G. facioi en estado inmaduro. Vista dorsal. Pardsito’ de Rana 

vaillanti (Laguna Escondida, “Los Tuxtlas”, Ver.). :



  

  
Fig. 10. Detalle de la faringe de un ejemplar de G. facioi, recolectado de Rana vaillanti 

(Laguna Escondida, “Los Tuxtias”, Ver.). 

; 

 



Tabla 7. Especies de anuros parasitados por alguna de las tres especies de Glypthelmins, 

obtenidas en el presente estudio. 
  

  

  

LOCALIDAD ' HOSPEDERO ESPECIE 

Ciénaga de Lerma, Rana montezumae Glypthelmins californiensis 

Estado de México , 

Glypthelmins quieta 

Lago de Patzcuaro, ” Rana dunni Glypthelmins californiensis 

Michoacan 

Glypthelmins quieta 

Lago de Zacapu, Rana dunni Glypthelmins californiensis 

Michoacan 

Glypthelmins quieta 

Laguna Escondida, Rana vaillanti Glypthelmins facioi 

“Los Tuxtlas”, Veracruz 

Manantiales de Cointzio, Rana neovolcanica Glypthelmins quieta 

Michoacén Rana megapoda Glypthelmins quieta 
——— 

    

 



  

  
1 Cidnaga de Lerma O G.californiensis 

2 Lago de Pdtzcuaro . 

3 Lago de Zacape- % G. facioi 

4 Laguna Escondida . . 

5 Manantiales de Cointzio * G.quieta     
  

Fig. 11. Distribucién en la Republica Mexicana de las tres especies de Glypthelmins estudiadas 
" eneste trabajo.
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ANALISIS MOLECULAR 

A partir de DNA genémico de alto peso molecular (> 23kpb), extraido de gusanos 

maduros de G. quieta (R. montezumae), G. californiensis (procedente de R. dunni) y G. facioi 

(R. vaillanti), se obtuvieron las secuencias parciales de os genes ribosomales 18S de cada una 

de ellas. Dichas secuencias equivalen a casi el 75% del gen completo. La amplificacién de los 

fragmentos de genes ribosomales 18S, se realiz6 por PCR usando como iniciadores un par de 

oligonucledtidos que se unen a secuencias especificas muy conservadas en los genes 

ribosomales de los eucariontes. Los fragmentos amplificados fueron secuenciados directamente 

por la técnica de terminacién de cadena con dideoxinucleétidos (Fig. 12). 

Las secuencias parciales de los genes ribosomales 18S de las tres especies, constituidas 

-por 1488 nucledtidos en el caso de G. quieta y G. californiensis y de 1486 en G. facioi se 

presentan alineadas en la Fig. 13. Las secuencias incluyen las regiones variables V4 y V7; la 

primera se localiza entre los nucledtidos 618 y 810, lo cual nos indica que en nuestras 

. especies, ésta regién est4 constituida por 193 pares de bases, siendo la que presenta el mayor 

ndmero de diferencias entre los nucledtidos de las tres especies (21 substituciones en total). La 

regién V7 esta compuesta por un total de 147 pares de bases localizadas entre la posicién 

1,399 y la 1,545 del gen, esta regién s6lo presenta seis cambios en los nuclestidos de las tres 

especies. 

El andlisis comparativo de las secuencias se muestra en la Tabla 8, donde se puede 

- observar que el mayor ntimero de diferencias entre las secuencias, se presenta entre las 

especies G. quieta y G. californiensis, con 39 diferencias, 33 de las cuales corresponden a 

nucleétidos sustituidos y las seis restantes a inserciones. Entre las especies G. quieta y G. 

facioi existen 25 diferencias, 23 de las cuales son pares de bases distintos y dos inserciones. 

Por su parte G. californiensis y G. facioi exhiben un total de 32 cambios, 29 pertenecen a 

diferencias en los nucledtidos y tres a inserciones. La similitud total entre las secuencias de las 

especies expresadas en porcentaje arrojaron los siguientes resultados 2.62 %, 1.68% y 2.15% 

respectivamente. Para obtener el porcentaje anterior, se considero como 100 % al naimero 

total de nucledtidos de la secuencia consenso (1488 nucleétidos) y a las diferencias existentes 

entre las especies, como una variable para obtener la similitud total de cada una de ellas.
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La obtencién de las secuencias parciales de los genes ribosomales 18S permitié realizar 

un cladograma que se muestra en la Fig. 14. Este representa jas relaciones entre grupos 

hermanos de las especies estudiadas en este trabajo. Se observa que las especies G. quieta y G. 

californiensis son especies hermanas y a su vez G. facioi es la especie hermana de las dos 

anteriores. La especie Heronimus mollis representa al grupo externo.



  
Fig. 12. Parte de la secuencia de G. quieta obtenida a partir del método combinado de PCR e 

inhibicién de las cadenas por didcoxinucleétidos propuesto por Sanger, et al., 1977.
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Fig. 13. Secuencias alineadas de fos genes ribosomales 18S de las especies G. qui. 
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Tabla 8. Diferencias numéricas entre las secuencias de G. quieta, G. californiensis y G. 

facioi. Los nimeros en los cuadros en blanco corresponden al nimero de diferencias en 

nucledtidos entre las especies y los cuadros sombreados representan el porcentaje de similitud 

total entre las secuencias de las tres especies. 

  

  

  

  

  

  

    
  

G. quieta G. facioi 

G. californiensis 39 

G. facioi 25 

G. californiensis / 32 

G. quieta 2.15 % 

G.facioi ff 1.68 % 

G. californiensis 2.62 %         
       



  

EL mollis GO facial G guieia G caltforntensis 

LC. = 0.975 

Fig. 14. Relaciones filogensticas de tres especies de Glypthelmins basadas en las secuencias 

parciales de 1,491 nucledtidos de los genes ribosomales 18S (caracteres moleculares). G. quieta 

y G. californiensis son especies hermanas y a su vez G. facioi es hermana de las dos anteriores. 

Heronimus mollis representa el grupo externo.
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VI. DISCUSION 

El género Glypthelmins fue establecido por Stafford en 1905 para incluir a tremdtodos 

digéneos intestinales de anuros de Canada, designando como especie tipo a G. quieta. Stafford 

(1900, 1905) describid en forma incompleta a esta especie, presentando tnicamente 

ilustraciones en donde se observan dos caracteristicas prominentes: las glandulas perifaringeas 

y las vitel6genas. Desafortunadamente, la insuficiente descripci6n que dicho autor presenté, 

aunado con el establecimiento de nuevos géneros a partir de un mimero reducido de 

ejemplares, asi como la variacién intraespecifica y la ambigtiedad en las descripciones 

originales de las nuevas especies, a determinado que algunas especies aparentemente 

relacionadas con Glypthelmins hayan sido asignadas al menos a cinco géneros distintos: 

Margeana Cort, 1919; Choledocystus Pereira & Cuocolo, 1941; Rauschiella Babero, 1951, 

Reynoldstrema Cheng, 1959 y Repandum Byrd & Maples 1963. 

Uno de los caracteres taxonémicos que mayor controveérsia ha causado en el estudio de 

la sistematica del género Glypthelmins, es la presencia o ausencia de glandulas perifaringeas. 

Cort (1919), erigié la especie Margeana californiensis para incluir organismos con morfologia 

similar a la de Glypthelmins, pero con ausencia de tales gl4ndulas, por lo cual el autor confiere 

importancia genérica a dicho caracter. Posteriormente Miller (1930), realiz6 una revisién de la 

especie tipo del género Glypthelmins y de M. californiensis, legando a la conclusién que las 

dos compartian caracteristicas, por fo que transfirid a M. californiensis al género 

Glypthelmins. Para este autor, la ausencia de glindulas perifaringeas no es un cardcter 

distintivo entre los géneros, por fo que propuso que éste no debia considerarse dentro de la 

diagnosis genérica. A partir de ésto, han surgido opiniones encontradas entre los diferentes 

investigadores, acerca de la presencia o ausencia de glandulas perifaringeas como criterio para 

el establecimiento de otros géneros. De esta manera, Cheng (1959) reestablecié a Margeana, 

argumentando que la ausencia de estas estructuras en los ejemplares, es un cardcter importante 

dentro de la diagnosis genérica, Adicionalmente Majie-Garzén & Holeman-Spector (1974) 

concuerdan con Cheng ai considerar a Margeana como un género independiente de 

Glypthelmins.  
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A pesar del reestablecimiento de Margeana realizado por estos autores, la gran 

mayoria de los investigadores, entre ellos Miller (1930), Byrd & Maples (1963), Nasir & Diaz 

(1970), Yamaguti (1971), Brooks (1977) y Prudhoe & Bray (1982), concuerdan en considerar 

al mismo, como sindnimo de Glypthelmins, en base a que la ausencia de glandulas 

perifaringeas en Margeana no es considerada como una caracteristica distintiva del género; 

criterio que aqui compartimos. 

Las tres especies de Glypthelmins estudiadas en este trabajo, presentan caracteristicas 

distintivas que las sitian como miembros del género en cuestién tales como: a) presencia de 

dos testiculos situados uno junto del otro u oblicuamente, enteramente intercecales, b) poro 

genital localizado sobre la linea media del cuerpo, ¢) presencia de receptaéculo seminal d) 

vesicula seminal bipartita y e) vesfcula excretora en forma de “I” o “Y”. 

La identificacién de G. californiensis estuvo basada en la descripcién original de Cort 

(1919) y en los trabajos de Caballero (1944) y Caballero & Sokoloff (1934). El estudio de una 

gran cantidad de ejemplares de ésta especie nos permitis evidenciar caracteristicas 

morfolégicas que 1a distinguen de las dos especie restantes estudiadas en este trabajo, y las 

cuales son las siguientes: presenta pequefias glandulas perifaringeas que rodean dorsal y 

ventralmente a la faringe y cuyos conductos se dirigen hacia la prefaringe. Las glandulas 

vitelégenas son foliculares y en la mayoria de los ejemplares se distribuyen anteriormente, 

desde el borde posterior de Ia faringe u ocasionalmente desde el borde anterior de Ja ventosa 

oral, sin extenderse jamds més all del borde posterior de los testiculos; generalmente se les 

observa mucho antes del borde anterior de los mismos. Los foliculos confluyen dorsaimente al 

nivel de la bifurcacién cecal, formando un continuo entre las glandulas dispuestas lateralmente. 

Dos caracteres adicionales a los anteriores son la presencia de asas uterinas dispuestas 

enteramente dentro de los ciegos y la presencia de una vesicula excretora en forma de “Y” 

(Fig. 15). 

Cabe puntualizar que ni en la descripcidn original, ni en trabajos posteriores en los que 

se ha estudiado a ésta especie (G. californiensis), se ha mencionado Ja presencia de glandulas 

perifaringeas, por el contrario, Ja ausencia de estas estructuras, fue considerado como un



  

39 

caracter distintivo para erigir un género independiente de Glypthelmins. Por lo tanto, la 

presencia de dichas estructuras en nuestros ejemplares hace dudar de la buena identificacién de 

este material. Sin embargo, es importante mencionar que la descripcién original de G. 

californiesis, levada a cabo por Cort, fue a partir de observaciones de material in vivo, lo cual 

hace pensar que tales estructuras no fueron observadas, debido a que éstas se encuentran 

pegadas al contorno de la faringe y son de tamafio pequefio, por lo que en observaciones in 

vivo su observacién se dificulta. Por otro lado, la mencién en este trabajo de la presencia de 

dichas glindulas, no debe ser tomado como algo absoluto, sino que debe ser estudiado el 

holotipo y de ésta manera ratificar la ausencia 0 la presencia de las mismas, en la especie. Lo 

cual conllevaria a dar mayor peso al criterio de sinonimizar a Margeana con Glypthelmins en 

el caso de que estuvieran presentes en el holotipo o por otra parte, crear una nueva especie en 

la cual colocar el material obtenido en el presente estudio, si dichas estructuras efectivamente 

no estuvieran presentes. 

Adicionalmente, en trabajos sucesivos al de la descripcién original, los autores 

probablemente pasaron por alto la presencia de éstas glandulas, debido en cierta forma a que 

tenfan muy presente la idea de que la especie carecia de las mismas y por lo tanto, no Hevaron 

a cabo un estudio més profundo en relacién a la observacién de éstas estructuras. ‘Por otro 

lado, en los estudios posteriores a los afios 60's, tal vez a influido la idea externada por Byrd 

& Maples (1963), en la cual enfatizaron que de acuerdo al colorante que fuera utilizado para la 

tincion de los organismos, las glindulas podian teflirse total o parcialmente o bien, 

definitivamente no tefiirse, por lo que los autores no han hecho mucho caso de la presencia 0 

de la ausencia de las glandulas. No obstante, nuestras observaciones, basadas en el estudio de 

mas de 160 ejemplares, procesados con tres de los cuatro colorantes mencionados por los 

autores (paracarmin de Mayer, hematoxilina de Delafield y tricrémica de Gomori) nos 

permiten dudar de tal idea, pues las glindulas perifaringeas se tifieron claramente, tanto en 

adultos inmaduros como en adultos gravidos, independientemente del colorante utilizado. Por 

lo tanto, la observaci6n de tales estructuras no depende de la técnica de tincién usada, sino de 

la presencia de las mismas, asi como de la revisién cuidadosa de un elevado nimero de 

ejemplares.
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Anteriormente a la realizacién del presente estudio, G. californiensis habia sido 

recolectada en anuros de las especies Rana dunni del Lago de Patzcuaro, Michoacan, y en 

Rana montezumae y Rana pipiens det Distrito Federal y de la Ciénaga de Lerma, en el Estado 

de México, .asi como en Rana berlandieri y Rana vaillanti de \a regi6n de “Los Tuxtlas”, 

Veracruz. En este trabajo, ratificamos la existencia de G. californiensis en los huéspedes R. 

dunni det Lago de Patzcuaro, Michoacén y R. montezumae recolectada en la Ciénaga de 

Lerma, Estado de México. Sin embargo , uno de los registros que no pudo ser confirmado es 

el de la regién de “Los Tuxtlas”, debido a que los ejemplares recolectados de R. vaillanti 

efectivamente pertenecen al género Glypthelmins, pero la especie no corresponde a la sefialada 

por Guillén (1992). Adicionalmente, en este trabajo ampliamos el intervalo de distribucién 

geografica de G. californiensis en la Republica Mexicana, ya que también se le encontré como 

parasito de R. dunni del Lago de Zacapu, Michoacén (Fig.16, Tabla 9). 

La comparacién e identificaci6n del material perteneciente a Glypthelmins facioi se 

realizé a partir de la descripcidn original hecha por Brenes et al., (1959) y de la redescripci6n 

de la especie por Sullivan (1976). G. facioi se distingue de G. californiensis y G. quieta por la 

ausencia de glandulas perifaringeas; ademas, las espinas tegumentales posteriores se extienden 

nicamente hasta el inicio del ultimo tercio del cuerpo, rasgo que no comparten G. 

californiensis y G. quieta. Asimismo, los testiculos estén dispuestos oblicuamente, siendo el 

testiculo derecho més anterior que el izquierdo. Por otro lado, los foliculos vitelinos, se 

extienden, en el extremo anterior del cuerpo, ligeramente posteriores a la bifurcacién cecal; 

posteriormente, alcanzan a sobrepasar el borde posterior del testiculo izquierdo. La 

disposicién de las asas uterinas es intra e intercecal; finaimente, el tamafio de los huevos es 

menor en comparacién con el tamafio presente en otras especies, ya que miden en promedio 

0.025 mm de largo por 0.014 mm de ancho (ver Fig. 15). 

La especie G. facioi, descrita por Brenes ef al., (1959) como parasito de R. pipiens de 

Costa Rica y redescrita posteriormente por Sullivan (1976), fue considerada por Brooks 

(1977) como una especie aparentemente endémica del pais previamente mencionado. Sin 

embargo, en nuestro trabajo es registrada en el anuro R. vaillanti colectado en Laguna
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Escondida en “Los Tuxtlas”, Veracruz, con lo que se amplia el intervalo de distribucién 

geografica de la misma y se adiciona un nuevo registro de huéspedes (Fig. 16, Tabla 9). 

/ Por su parte, Glypthelmins quieta fue identificada, comparando los trabajos de Stafford 

(1900, 1905), Miller (1930) y Rankin (1944). Los ejemplares de dicha especie se diferencian 

por la presencia de glandulas perifaringeas prominentes en forma de racimo, las que en 

ejemplares preparados se observan ligeramente posteriores a la faringe, es decir, casi siempre 

se localizan en ei espacio comprendido entre la faringe y el inicio de la bifurcacién cecal, en 

cuya region algunas veces se llegan a sobrelapar con las glandulas vitelogenas; a pesar de lo 

anterior, se logra diferenciarlas debido a constitucién particular de las mismas. En 

observaciones in vivo, las estructuras citadas se ubican a los lados de la faringe. Tanto en 

gusanos preparados como in vivo los conductos de estas glandulas estén dirigidos 

_ anteriormente, desembocando en el borde inicial de la ventosa oral, Otra de las 

particularidades de la especie es la referente a la extensidn de las glandulas vitelégenas, cuyos 

folicutos se localizan anteriormente desde el borde posterior de la faringe, o pueden localizarse 

en la region media del eséfago o en el nivel en el cual se originan los ciegos; posteriormente se 

despliegan més allé del borde posterior de los testiculos. De igual modo, las asas uterinas se 

localizan en el 4rea intercecal, cecal y extracecal (Fig. 15). 

En México, G. quieta solamente habia sido registrada en el huésped R. montezumae del 

Lago de Texcoco y Xochimilco (ver Lamothe et al., 1997), por lo que en este trabajo se 

amplia el intervalo de distribucién geografica y se registran tres nuevos huéspedes parasitados 

por la misma, puesto que se recolect6 de los anuros R. montezumae de la Ciénaga de Lerma, 

Edo. Mex., R. dunni de los Lagos de PAtzcuaro y Zacapu, Mich. y R. neovolcanica y R. 

megapoda de los Manantiales de Cointzio, -Mich. (Fig. 16). Los huéspedes R. dunni R. 

neovolcanica y R. megapoda constituyen los nuevos registros de huéspedes (Tabla 9). 

Por tiltimo, nuestro trabajo permitié determinar, a partir del estudio de algunos lotes 

depositados en la CNHE, que varios ejemplares fueron erréneamente asignados a la especie G. 

californiensis. Los lotes catalogades con los nameros 1461, 1514 y 1561, recolectados en los 

huéspedes R. montezumae (San Pedro Tlaltizapan, Edo. de Mex.), Rana berlandieri (“Los
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Tuxtlas”, Ver.) y R. dunni (Lago de Patzcuaro, Mich.), respectivamente, fueron reexaminados 

y podemos decir que uno de los diez ejemplares, del lote 1561 corresponde a G. quieta. Por 

otro lado, el material con numero de catélogo 1461, no pertenece a la especie a la que fueron 

asignados, correspondiendo los ocho a G. quieta. Por su parte, los cinco digéneos catalogados 

con el nimero 1514 e identificados como G. californiensis, pertenecen a la especie G. facioi. 

Adicionalmente, se revisaron otros lotes de organismos asociados a alguna de las especies del 

género Glypthelmins (1181, 2495, 1562 y 1563); encontrando que éstos si fueron 

correctamente determinados y que sus poblaciones no se encuentran mezcladas, Todo to 

anterior es de gran importancia, como un primer paso para reexaminar las relaciones 

filogenéticas de este grupo de trematodos digéneos. 

La idea de integrar en este trabajo la secuenciacién de un marcador molecular (gen 

ribosomal 18S), se debié principaimente, a que el uso de secuencias génicas esta siendo 

aplicado actualmente para resolver problemas taxondmicos relacionados con un gran numero 

de organismos, desde bacterias hasta primates. Adicionalmente, algunas de las razones por las 

cuales, en el presente estudio utilizamos secuencias génicas fueron: el hecho de que aportan 

una mayor cantidad de informacién (potencialmente cada nucleétido de la secuencia) 

comparada con la proporcionada por caracteres morfolégicos; el que poseen diferentes 

propiedades estructurales y funcionales; que presentan diferentes tasas evolutivas y dan la 

resolucién més fina, ya que permiten muestrear en mayor detalle la variacién a nivel molecular. 

No obstante, las secuencias génicas no son la tnica fuente de datos, por lo que no deben 

reemplazar a otros, especialmente a los que no son moleculares. Por el contrario, un estudio 

taxonémico se debe basar en toda la informacién disponible, molecular y no molecular, para 

los organismos de interés. 

La aplicacién de secuencias parciales de los genes ribosomales 18S en el presente 

estudio, se sustenta principalmente en que este gen a sido ampliamente empleado en estudios 

relacionados con Plateimintos, ya que a permitido analizar relaciones entre especies muy 

cercanas (Johnston et a/., 1993) o relaciones muy lejanas a nivel de Clase o Phylum (Campos 

et al., 1998), debido principalmente a que, presentan regiones conservadas y regiones
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variables. Ademds, de que éstos genes est4n altamente repetidos en el genoma de todos ios 

eucariontes (~100 copias), lo que hace que sean facilmente detectados y caracterizados. Otra 

de las ventajas de que se encuentren formando grandes grupos de copias, permite una 

recombinaci6n continua que los homogeniza por evolucién conservada, lo que quiere decir que 

el gen que se logre clonar y secuenciar de un individuo de una especie, es idéntico a los otros 

genes del mismo individuo, y aun més sorprendente, la semejanza que existe con los genes de 

otros individuos de la misma poblacién o de una poblacién distante. 

A pesar de que tradicionalmente han sido utilizadas las secuencias del gen ribosomal 

18S en diferentes grupos de organismos, existen otros marcadores como los genes 

mitocondriales o los que codifican para las subunidades de la enzima citocromo oxidasa y el 

citocromo b, los cuales proporcionan una mayor cantidad de informacién a diferentes niveles, a 

diferencia del gen ribosomal 188. 

En Jo que respecta a este trabajo, la validez acerca de la existencia de tres especies 

pertenecientes al género Glypthelmins, fue ratificada a partir de la secuenciacién parcial de los 

genes ribosomales 18S, obteniéndose un total de 1,488 nucledtidos de las especies G. quieta y 

G. californiensis y de 1,486 pares de bases para G. facioi. Los datos obtenidos nos 

permitieron cuantificar las diferencias a nivel molecular entre las especies; la mayor cantidad de 

cambios entre las secuencias, lo presentan las especies G. quieta y G. californiensis, las cuales 

difieren en 39 nucledtidos. Por su parte, G. californiensis y G. facioi varian en 32 posiciones 

dentro de la secuencia y a la vez, G. facioi y G. quieta muestran 25 diferencias. El indice de 

similitud total obtenido al comparar las secuencias de las tres especies, nos proporcioné los 

siguientes datos 2.62 %, 2.15 % y 1.68 % respectivamente. Desafortunadamente, éstos 

resultados nos dan una idea somera acerca de las diferencias existentes entre los nucledtidos de 

las tres especies del género, ya que no fue posible hacer la comparacién con otras especies de 

géneros distintos a Glypthelmins, con lo cual se hubiera podido establecer que los valores 

obtenidos en este estudio, fueron significativos o no. Por otro lado, no existen trabajos en los 

cuales se manifieste un valor a partir del cual se establezca a nivel molecular la existencia e 

identidad de las especies. Por lo tanto, es necesario hacer la comparacién de secuencias de 

diferentes poblaciones de una especie, asi como la comparacién con otras especies y de ésta
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" manera fijar un valor a partir del cual se puedan distinguir a las especies. Por ultimo, la region 

que nos proporcioné la mayor parte de la informacién fue la regién variable V4, ya que en 

ésta, se ptesentaron un gran mimero de diferencias entre los nucledtidos. 

La existencia de tres especies de Glypthetmins, ratificada a partir de las secuencias 

parciales de los genes ribosomales 18S, conlleva a la reevaluacién del material que de éstas 

existe en la CNHE, obtenido de anuros de varias localidades de la Republica Mexicana. 

Adicionalmente, la informacién de las secuencias permitié examinar las relaciones filogen¢ticas 

entre las tres especies. De acuerdo con Brooks (1977) y Brooks & McLennan (1993), éstas 

tres especies de Glypthelmins constituyen un clado junto con otras cuatro especies 

congenéricas que habitan en Norteamérica, siendo G. facioi la especie hermana de G. quietay 

. G. californiensis, como puede apreciarse en la Fig. 17. 

El andlisis filogenético realizado a partir de los datos moleculares, considerando como 

grupo externo al miembro mas basal de la filogenia de los digéneos segin Brooks ef al, 

(1985) es decir, Heronimus, revel6é que las relaciones entre éstas concuerdan con lo obtenido 

con evidencias morfolégicas, con lo que se robustece el andlisis de 1a historia evolutiva del 

grupo. Interesante sera buscar explicaciones al patrén encontrado, tanto desde el punto de 

vista de la infeccién de los anuros, como desde el punto de vista biogeografico. Con respecto 

al primero, G. quieta muestra una escasa especificidad, ya que se ha encontrado parasitando al 

menos a 24 especies de anuros incluidos en cinco géneros, mientras que las dos especies 

restantes de Glypthelmins lo hacen tnicamente en el género Rana (siete especies en G. 

californiensis y dos en G. facioi). Por otro lado, con relacién a la biogeografia, el andlisis 

preliminar basado en la informacién que aportamos en este trabajo, revela la imperiosa 

necesidad de analizar con detalle el material de diferentes especies de Glypthelmins en Norte y 

Centroamérica, con el fin de ratificar los registros realizados y de establecer el intervalo tanto 

hospedatorio como distribucional de las mismas y una vez realizado ésto, reexaminar la 

hipétesis filogenética del género en busca de explicaciones a los procesos que determinan los 

patrones evolutivos encontrados.



 
 

   
 

Fig. 15. Diferencias morfolégicas entre las tres especies de Glypthelmins estudiadas en el presente trabajo. a) G. 

californiensis, b) G. facioi y c) G. quieta.
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Fig. 16. Mapa de distribucién de G. quieta, G. californiensis y G. facioi. 

 



  

Tabla 9. Lista de las especies de anuros registrados como hospederos de G. quieta, G. 

californiensis y G. facioi en el Continente Americano. 
  
  

Glypthelmins quieta Glypthelmins californiensis Glypthelmins facioi 

Acris crepitans Rana aurora Rana pipiens 

Bufo americanus Rana aurora draytoni x Rana vaillanti 

Bufo microscaphus Rana berlandieri 

Bufo woodhousei . Rana boyli 

Hylacrucifer Rana dunni 

Ayla crucifer crucifer Rana montezumae 

Hyla pickeringii Rana pipiens 

Pseudacris nigrita Rana pretiosa 

Pseudacris triseriata 

Rana aurora draytoni 

Rana blairi 

Rana catesbeiana 

Rana clamitans 

Rana chiricahuensis 

Mt Rana dunni 

™ Rana megapoda 

Rana montezumae 

XM Rana neovolcanica 

Rana palustris. 

Rana pipiens 

R. pipiens sphenocephala 

Rana septentrionalis 

Rana utricularia 

Rana virescens 

Rana yavapaiensis 

——————— 
SS 

* Nuevo registro de hospedero



  
  

b) 

G. shastai CG. intestinalis G.facioi Gi quieta G- californiensis 

Fig. 17 Comparacién de los cladogramas obtenidos a partir de datos moleculares (2) y datos 

morfolégicos (b), tomado de Brooks & McLennan (1993). Podemos observar que existe congruencia en 

cuanto las relaciones de parentesco establecidas por los dos métodos.
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VIII. CONCLUSIONES 

~ Se establece el registro de las especies: Glypthelmins quieta, Glypthelmins californiensis y 

Glypthelmins facioi, en cinco especies de anuros de México. 

- Se amplia el intervalo de distribucién geografica de las tres especies. 

- El Lago de Zacapu representa una nueva localidad para G. californiensis. 

- La Ciénaga de Lerma, los Lagos de Patzcuaro y Zacapu, asi como los Manantiales de 

Cointzio, constituyen nuevas localidades para G. quieta. 

- Se registra por primera a la especie G. facioi en el huésped R. vaillanti. 

- Los anuros Rana dunni, R. neovolcanica, R. megapoda y R. vaillanti constituyen nuevos 

registros, en cuanto a especies de huéspedes parasitados por alguna especie de Glypthelmins. 

- El material depositado en la CNHE con Nos. de catélogo, 1461, 1514 y 1561 no 

corresponde en su totalidad a la especie a la cual fue asignado. 

- La existencia de las especies G. guieta, G. californiensis y G. facioi es ratificada a partie de 

las diferencias existentes en las secuencias de 1,488, 1488 y 1486 nucleétidos de los genes 

ribosomales 188, de cada una de las especies. 

- La secuenciacién de los genes ribosomales 18S, es integrada como una herramienta 

complementaria a los caracteres morfolégicos para la diferenciacién. de especies de helmintos. 

- El andlisis de los datos moleculares permite establecer las relaciones de parentesco entre las 

especies, las cuales concuerdan con las derivadas a partir de caracteres morfolégicos, siendo 

G. facioi la especie hermana de G. quieta y G. californiensis.
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