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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1 Historia de los géneros Ophiotaenia 'y Proteocephalus

El Orden Proteocephalidea fue establecido por Mola en 1928, y forma parte de uno de
los 13 Ordenes en que se divide a la subclase Eucestoda (Schmidt, 1986); los miembros de
este orden son en su mayoria pardsitos de peces, anfibios y reptiles (Freze, 1965), sin embargo
recientemente Cafieda-Guzmaén et al. (2001), registraron el primer proteocefilido parasito de
un mamifero. Los miembros de este orden se caracterizan por la combinacién de los siguientes
rasgos: un escélex con ventosas simples y foliculos vitelinos generalmente laterales. El orden
se divide en dos familias: Proteocephalidae, La Rue, 1911 y Monticellidae, La Rue, 1911, que
se distinguen, la primera por tener glandulas vitelégenas medulares, mientras que en la
segunda son corticales. Mas de 300 especies han sido incluidas en estas dos familias,
distribuyéndose en 12 subfamilias y 46 géneros; poco mas de la mitad de las especies del
grupo parasitan a de peces de agua dulce, principalmente siluriformes de América del sur
(Arandas-Rego ef al., 1998). La taxonomia de este grupo nc es en particular dificil, excepto al
nivel de familia y subfamilia, las cuales se diferencian por la relacion entre los 6rganos
internos y las bandas musculares longitudinales.

La familia Proteocephalidae a su vez se divide en siete subfamilias, separadas por
varias caracteristicas como son: la existencia de rostelo, posicion de las glandulas vitelégenas,
la presencia de metaescolex, 6rgano apical cénico espinoso y organizacién de los testiculos.
De ellas, la subfamilia Proteocephalinae Mola, 1929 se caracteriza por la ausencia de rostelo,
la presencia de gldndulas vitelégenas laterales extendidas en la totalidad de la longitud del
proglétido, en su mayoria por la ausencia de metaescolex, de érgano apical cénico espinoso y
por poseer testiculos medulares (Schmidt, 1986). De los seis géneros que componen a esta
subfamilia, se distinguen: Ophiotaenia La Rue, 1911 y Proteocephalus Weinland, 1858 como
los mas ricos en numero de especies.

Los miembros de ambos géneros poseen un escélex inerme, cuatro ventosas simples
con una quinta en algunas especies; cuello préSéﬁté; poros genitales alternados irregularmente;
bolsa del cirro desarrollada; testiculos extendidos en un solo campo anterior al ovario; vagina

anterior, posterior o dorsal con relacién a la bolsa del cirro; ovario bilobulado, transversal al
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extremo posterior del progldtido; glandulas vitelégenas laterales; ttero central con ramas
laterales. Son parasitos cosmopolitas de peces de agua dulce, anfibios y reptiles (Schmidt,
1986). Estos géneros difieren basicamente en el arreglo de los testiculos, ya sea en uno o en
dos campos; de tal manera, que Arandas-Rego (1994) sefialé en la diagnosis correspondiente
al género Ophiotaenia: “Escélex y caracteristicas internas como en Proteocephalus, excepto
por los testiculos, distribuidos en dos campos laterales, en peces, anfibios y reptiles.
Cosmopolita™.

El género Proteocephalus ha sido objeto de numerosos trabajos con el fin de discutir su
independencia de otros géneros como Ichtyotaenia y en especial con la separacién existente
entre el primer género y Ophiotaenia: Harwood (1933), en un anilisis sobre los caracteres
utilizados para la determinacién de Proteocephalidae encuentra dificil la separacién de los
géneros Ophiotaenia y Proteocephalus por la diferencia en la disposicion de los testiculos, ya
sea en uno o dos campos, por lo que asigné la categoria de subgénero para Ophiotaenia.

Por su parte, Freze (1965), diferenci6 a las especies de los géneros principalmente por
la clase del huésped parasitado y las caracteristicas del esc6lex, considerando ademas algunos
otros caracteres morfologicos como el tamafio de la gliandula de Mehlis, la p}esencia de
espinas tegumentarias en cuello y escélex, la preformacién del titero y la relacién entre el
ancho y el largo de los proglétidos; con respecto a los huéspedes, situé a los proteocefalidos
que parasitan a peces teledsteos en el género Proteacephalus (sin. Ichtyotaenia Lonnberg
1894), a los que parasitan culebras en el género Ophiotaenia, los parisitos de anfibios en
Batrachotaenia, los de tortugas en Testudotaenia y aquellos que parasitan boas en el género
Crepidobothrium.

Mas tarde, Brooks (1978a, 1978b) analizando cinco de las caracteristicas propuestas
por Freze (1965) para diferenciar los géneros: huésped, tamaiio relativo de la glandula de
Mehlis, presencia o ausencia de espinas tegumentarias, extension de glidndulas vitelégenas y
ancho relativo de los progldtidos; consider6 a Testudoraenia y Batrachotaenia como
sinénimos de Ophiotaenia; ademas analizé los caracteres por los que difieren Ophiotaenia y
Proteocephalus, concluyendo que la preformacion del utero y la presencia de esfinter vaginal,
no constituyen diferencias sustanciales entre estos géneros, por lo que establecié a
Ophiotaenia como sinénimo de Proteocephalus. Ademas este autor sugiriéo que el género

Proteocephalus tiene un origen polifilético. )

N



Posteriormente, Shoop y Corkum (1982) al realizar la descripcién de Proteocephalus
micruricola y De Chambrier y Vaucher (1984) al describir a Proteocephalus gaspari,
concordaron con Brooks (1978a) en considerar a Ophiotaenia sinénimo de Proteocephalus.

Sin embargo, la clasificacién propuesta por Schmidt (1986) mantiene la separacion de
especies en los géneros Proteocephalus y Ophiotaenia, con base en la caracteristica de poseer
los testiculos en-uno y dos campos respectivamente.

Miéas tarde, De Chambrier (1989a y b), al efectuar la revision del género
Crepidobothrium, observé el arreglo de dos campos testiculares convergentes en algunas
especies del mismo, rasgo similar al que exhiben las especies de los géneros Proteocephalus y
Ophiotaenia y con base en esto ratificé la sinonimia de estos tltimos.

De Chambrier y Vaucher (1990)!, discutieron acerca de la clasificacién de los
proteocefalidos sustentada en la disposicion medular o cortical de las glandulas viteldgenas
con relacidén a la musculatura longitudinal, sefialando que ésta se complica por la existencia de
miembros de la familia Proteocephalidae que poseen una distribucién intermedia entre ambas
disposiciones, a la que denominan “paramuscular”. Algunas de estas especies pertenecen a los
geéneros Ophiotaenia 'y Proteocephalus (v. gr. O. ranae y P. paraguayensis) y debido a la
carencia de ésta informacién en un gran nimero de especies, los autores prefieren no
aventurarse a proponer modificaciones en la clasificacion del gmi)o, sin embargo, coinciden
con Brooks (1978a) al sugerir que el género puede tener un origen polifilético.

Por su parte, Garcia (1993)2 al realizar un anailisis taxonémico de las especies
americanas del gér.:.5 Proteocephalus, concluyé que no existen elementos morfoldgicos,
fisiol6gicos, ni ontogénicos en los géneros Ophiotaenia, Testudotaenia y Batrachotaenia, que
se puedan correlacionar y que permitan considerar su independencia de Proteocephalus, por lo
que considera deben ser sinébnimos de este ultimo.

Por otro lado, Arandas-Rego (1994) propuso un esquema de clasificacion basado en la
morfologia de los miembros del Orden Proteocephalidea, en donde mantiene la independencia

de estos géneros de la misma manera que Schmidt (1986). Posteriormente (Arandas-Rego,

! De Chambrier y C. Vaucher.1990. Proteocephalidea: Un pas vers une nouvelle classification? Bulletin de la
société francaise de Parasitologie. No 8 Suppl 1. Resumenes del Congreso Internacional de Parasitologia. Paris
20-24 de agosto de 1990.

2 Garcia, P.L. 1993. Andlisis del estado taxonémico de las especies americanas del género Proreocephalus
Weinland, 1858, (Cestoda: Proteocephalidea). Tesis de Maestria. Facultad de Ciencias. UNAM. 128 pp.



1995) analiz6 el esquema de Woodland usado hasta ahora y propuso una nueva clasificacion
para el orden Proteocephalidea, basandose en cuatro aspectos: morfologia, ontogenia, ciclos de
vida y distribucién de especies, donde de nueva cuenta mantiene la validez de los géneros
Ophiotaenia y Proteocephalus.

La distribucion de las especies de estos géneros es cosmopolita (Schmidt, 1986;
Arandas-Rego, 1994) y ambos estian representados en nuestro pafs: Ophiotaenia con cuatro
especies registradas en anfibios y reptiles de siete localidades, mientras que para
Proteocephalus se han registrado ocho especies, tres en serpientes, una en anfibios y cuatro en
peces, distribuidas en once localidades. Ademads, existen 23 registros de larvas de

Proteocephalus sp. en peces y en un anfibio de diferentes localidades (Tabla 1).



Tabla 1. Listado de las especies de los géneros Proteocephalus y Ophiotaenia registradas en México.?

Especie

Huésped

Localidad

Proteocephalus brooksi
P. chamelensis

P. pusillus

P. singularis
Proteocephalus sp.

(plerocercoide)

P. torulosus

Peces
Rhamdia guatemalensis
Gobiomorus maculatus
Goodea atripinnis
Atractosteus tropicus
Micropterus salmoides
Alloophorus robustus
Atractosteus tropicus
Cichlasoma urophthalmus
Goodea atripinnis
Allotoca diazi
Ophisternon aenigmaticum
Potamarius nelson
Cichlasoma pasionis
Cichlasoma urophthalmus
Ictalurus meridionalis
Lepomis megalotis
Atractosteus tropicus
Ictalurus meridionalis
Ictalurus dugesi
Ictalurus dugesi
Ictalurus dugesi
Ictalurus meridionalis
Ictalurus meridionalis
Atractosteus tropicus
Potamarius nelson

Cyprinus carpio

Lago de Catemaco, Ver.
Estero Chamela, Jal.

Lago de Patzcuaro, Mich.
Laguna Chiribital, Tab.

Presa Vicente Guerrero, Tab.
Lago de Patzcuaro, Mich.
Laguna El Rosario, Tab.
Estuario Celestin, Yuc.

Lago de Patzcuaro, Mich.
Lago de Patzcuaro, Mich.
Lago de Catemaco, Ver.

Presa La Angostﬁra, Chis.

Rio Camellones Chontales, Chis.
Mitza, Yuc.

Presa Chicoasén, Chis.
Laguna de Salinillas, Oax.

Rio Jonuta, Tab.

Rio Jonuta, Tab.

Isla de los Alacranes, Chapala, Jal.
Chapala, Chapala, Jal.

San Antonio Tlayacapan, Jal.
Rio San Pedro, Balancan, Tab.
Laguna Emiliano Zapata, Tab.
Laguna Emiliano Zapata, Tab.
Presa Chicoasén, Chis.

C. A. La Rosa, Coah.

3 Informacién obtenida de la base de datos del proyecto de Conabio U007: Actualizacién y depuracién de la base
de datos de la Coleccién Nacional de Helmintos.

5



Tabla 1. Listado de las especies de los géneros Proteocephalus y Ophiotaenia registradas en México.

Continuacion :

Especie

Huésped

Localidad

Anfibios

Ophiotaenia filaroides

Rana montezumae
Rana dunni
Ambystoma tigrinum

Rana tarahumarae

Lago de Texcoco, Edo. de Mex.
Lago de Patzcuaro, Mich.
Laguna de Zumpango, Edo. de Mex.

Yecora, Son.

O. magna Rana montezumae Xochimilco, D.F.

O. filaroides Rana montezumae Xochimilco, D.F.
Proteocep hfﬂus Sp- Ambystoma dumerili Lago de Patzcuaro, Mich.
(plerocercoide)

O. perspicua

O. racemosa

P. micruricola

P. nattereri

P. variabilis

Reptiles
Nerodia erythrogaster
Crotalus cinereus
Thamnophis melanogaster
Thamnophis macrostemma
Thamnophis macrostemma
Micrurus diastema
"Culebraroja"
Thamnophis eques
Thamnophis melanogaster
Thamnophis melanogaster
Thamnophis eques
Thamnophis melanogaster
Thamnophis eques
Thamnophis melanogaster
Thamnophis melanogaster

Thamnophis melanogaster

Presa Rodrigo Gémez, Nvo. Ledn.
Tasquillo, Hgo.

Lago de Pitzcuaro, Mich.

Ciénaga de Lerma, Edo. de Mex.
Xochimilco, D.F.

Valle Nacional, Oax.

Mapastepec, Chis.

San Pedro Tlaltizapan, Edo. de Mex.
Lago de Cuitzeo, Mich.

Lago de Patzcuaro, Mich.

Lago de Patzcuaro, Mich.

Lago de Chapala, Jal.

Lago de Chapala, Jal.

San Pedro Tlaltizapan, Edo. de Mex.
Lago de Zacapu, Mich.

Lago de Zirahuén, Mich.




1.2 Criterios morfolégicos para la determinacion de especies

La utilizacién de caracteres morfolégicos para la identificacion de los helmintos y en
particular de proteocefilidos a distintos niveles es fundamental; la anchura y longitud de
estructuras, la presencia o ausencia de Organos y el numero de éstos, son algunas
caracteristicas utilizadas para su determinacion.

A partir de un andlisis de criterios para la diferenciacion de las especies del género
Proteocephalus, La Rue (1911;1914) dio paso al establecimiento de rasgos morfoanatémicos
basicos con los que se han establecido la mayoria de las especies descritas (Garcia 1993)2.
Estas caracteristicas son: la presencia de dérgano apical en el escélex, la posicion del poro
genital en el mafgen de los proglétidos, la relacion entre la longitud de la bolsa del cirro y el
ancho de los segmentos, el nimero de testiculos, el nimero de ramas uterinas y la apertura
vaginal en el poro genital con respecto a la del aparato reproductor masculino.

Posteriormente, Harwood (1933), Freze (1965), y Brooks (1978a) adicionaron
caracteristicas como el desarrollo de la capa muscular longitudinal interna, la dimensién del
escoOlex y el estrobilo, la forma del ovario, la disposicién de las asas uterinas, el ari'eglo de los
testiculos, el tamafio de la oncdsfera y las membranas que la envuelven, la presencia o
ausencia de espinas tegumentarias y poros uterinos, entre otras mas. Sin embargo, el uso de
algunas de estas caracteristicas se ve restringido, principalmente por la wvariabilidad
intraespecifica que se puede encontrar y la dificultad para la observacién de ciertos rasgos.

Mas adelante, Garcia (1993)2, propuso y empled los siguientes rasgos como criterios
diagnosticos a nivel especifico: la longitud total del estrébilo, la presencia o ausencia del
organo apical (tipo y grado de desarrollo), la clase de vertebrado a la que parasitan, la relacién
entre la longitud de la bolsa del cirro y ancho de los segmentos maduros, la abertura de la
vagina con respecto a la bolsa del cirro, la posicién del poro genital en el margen del
proglétido, distribucion y nimero de testiculos, el mimero de ramas uterinas y por ultimo, la
disposicion de glandulas vitelogenas.

Finalmente, los estudios ultraestructurales de microtricos, espermatozoides y la
oncosfera, pueden dar un mayor apoyo a la identificacion especifica, sin olvidar que la
morfologia de estructuras como el escdlex -que en ocasiones puede presentar caracteres

especificos en algunos taxa (Scholz ef al, 1998)-, forma y dimensiones del estrébilo, la
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posicion de los foliculos vitelinos con respecto a la posicién de la bolsa del cirro y la vagina,
son caracteres con un gran peso en la determinacién de especies ademas de que en algunos
casos solo a través de la combinacion de varios caracteres se hace posible la distincion

morfoldgica entre taxa similares (Scholz y Hanzelova, 1998).
1.3 Caracteres moleculares

En general, se puede considerar que los estudios moleculares y los estudios
morfolégicos se complementan; los caracteres moleculares son fttiles donde los morfolégicos
son limitados; éstos han servido para comparar hipdtesis filogenéticas, que en algunos casos
concuerdan con las establecidas o bien generan nuevas; por lo anterior, durante los tultimos
diez afios, estos caracteres han sido muy utilizados en estudios sistematicos. Otro aspecto
interesante de los caracteres moleculares es que los productos resultantes de la expresidon
génica pueden ser alterados por el medio, mientras que el genoma generalmente no se
modifica por condiciones ambientales (Hillis, 1987; Hillis y Moritz, 1990).

Los eucéstodos representan un problema para los sistématas en los estudios
morfoldgicos por varias razones, entre las que se encuentran: la accesibilidad al material, la
fragilidad de los organismos, descripciones incompletas o no estandarizadas e informacién
aparentemente conflictiva derivada de varias fuentes de caracteres (Mariaux, 1996). Por ésto,
los andlisis con caracteres moleculares representan una herramienta importante para su
estudio. A la fecha »¢ Liais realizado estudios donde se aplican diferentes técnicas de biologia
molecular en este gran grupo (secuenciacion de genes y andlisis enzimaticos, entre otros);
entre éstos destacan: el anilisis de las relaciones evolutivas entre los ordenes de la Clase
Cestoidea (Olson y Caira; 1999) o dentro de la Subclase Eucestoda (Mariaux, 1998), dentro
del Orden Proteocephalidea (Zehnder y Mariaux, 1999), sobre la posicion filogenética de tres
de los ordenes de la subclase Eucestoda (Kodedova et al., 2000) y sobre las relaciones
filogenéticas de especies de los géneros Taenia (Okamoto, et al., 1995), Bothriocephalus
(Verneau, et al., 1997) y Proteocephalus (Sketikova, et al., 2001), por mencionar algunos.

Asimismo, comparaciones enzimdticas y de ADN han sido de gran ayuda tanto para la
diferenciacion de especies (De Chambrier et al., 1992), como para la sinonimizacién de otras
(Snabel et al., 1994; Turcekova y Kralova, 1995).



En cuanto a los géneros Ophiotaenia y Proteocephalus, los estudios moleculares han

arrojado resultados que sugieren un posible origen polifilético (Zehnder y Mariaux, 1999;

Kodedova et al., 2000), sin embargo estos autores no abordaron directamente esta

problematica, al referirse a niveles taxondmicos superiores. Actualmente para estos dos

géneros existen secuencias en GenBank de siete y 21 especies respectivamente,

correspondientes a los genes ribosomales 168, 18S, 28S, citocromo oxidasal y para el factor
de elongacion 1 alfa (Tabla 2).




Tabla 2. Numeros de acceso de las secuencias de algunos genes ribosomales y mitocondriales de
especies pertenecientes a los géneros Proteocephalus y Ophiotaenia disponibles en el GenBank.

Especie 28S 188 Col 16S Factor la
O. europaea AJ388598T 798398° 798399° A)389520'
Z98400°
O. gallardi AJ388615' AJ389516!
O. grandis AJ388632! AJ389514'
O. jarara AJ388607' AJ275055° AJ389492'
O. ophiodex AJ388620' AJ389493!
O. paraguayensis AJ388629' AJ275052° AJ389506'
O. sanbernardinensis AJ388637 AJ275049° AJ389511'
P. ambloplitis AJ388633' AJ389505!
P, chamelensis AJ275233°A3275234° A£267297° AJ275215°
P. exiguus AJ388626' X99976* AJ389485!
P, filicollis AJ388636' AF335506’ AJ389484'
P. hemiolopteri AJ388622'
P. hobergi AJ275062° A)275221°
P. macrocephalus AJ388609° AF3355077 AJ389487!
P. midoriensis AJ388610' AJ389481'
P. neglectus AF026116°
P. osculatus AJ388619" AF335508’ AJ389489"
P. paraguayensis 798392% 72983933
298394°
P. percae AJ388594 AF3355097 AJ389483'
P. perplexus AJ275228° AF124472? AJ275216° AF124805°
P. pirarara AJ388616' AJ275054° AJ389513!
P. plecoglossi AJ388606' AJ389490'
P. pollanicola AJ388599" AJ389486'
P. renaudi AJ388638' AJ275043% AJ389503!
P. sanbernardensis 798395° Z98396°
Proteocephalus sp AJ275230° AJ275217°
P. tetrastomus AJ388635' AF335510° AJ389488!
P. torulosus AJ388601' AF3355117 AJ389482!

Referencias: Zehnder y Mariaux, (1999)'; Olson y Caira, (1999)%; Zehnder y Mariaux, no publicado’; Kraldva et

al. (1997)*; Mollaret et al. (1997)%; Kodedova ez al. (2000)%; Sketikova et al. (2001).
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1.3.1 ADN ribosomal (rDNA)

Las biomoléculas proveen un registro de la filogenia de los organismos, desde épocas
recientes hasta los origenes de la vida en la tierra, esto debido a la diversidad en tasas de-
cambio de diferentes porciones del genoma. Se han encontrado un gran nimero de genes con
funciones bioquimicas fundamentales, comunes para todas las especies, que pueden ser
secuenciados, alineados y analizados con el fin de estudiar las relaciones filogenéticas entre
los organismos hasta la parte mas basal del 4rbol de la vida (Hillis y Moritz, 1990).

El ADN ribosomal es una de éstas biomoléculas. En los eucariontes, el complejo
ribosomal esta constituido por tres genes (Figura 1): el 18S rDNA, gen que ha sido el mas
utilizado por involucrar las tasas de evolucién més lentas dentro de los organismos y por lo
tanto, se ha usado para tratar de encontrar eventos evolutivos ancestrales; el gen 5.8S,
generalmente no es empleado en estudios filogené€ticos debido a su tamaiio relativamente
pequeiio y finalmente el gen 28S, que gracias a sus dominios de alta divergencia (las regiones
D1 a la D18) es utilizado generalmente para reconstruir eventos evolutivos recientes. Entre
estos genes, existen espaciadores de transcripciéon que poseen sefiales para proéesar el RNA
transcrito: un espaciador externo (ETS) esta localizado donde comienza el gen 18S y dos
espaciadores internos de transcripcion (ITS1 e ITS2) separan los genes 18S, 5.8S y 28S. Estas
regiones son las menos conservadas por lo que son utilizadas en estudios donde los grupos de
interés estan cercanamente emparentados. Finalmente, copias adyacentes repetidas del rDNA,
son separadas por espaciadores de no-transcripcion (NTS), también llamados espaciadores

intergénicos (Hillis y Dixon, 1991).

NTS |ETS 18S ITS1|5.8S|ITS2 28S

Figura 1. Arreglo del ADN ribosomal eucarionte (modificado de Hillis y Dixon, 1991).
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1.4 Utilidad del gen ribosomal 28S a diferentes niveles taxonémicos _

Para distinguir eventos evolutivos recientes es necesario utilizar regiones de DNA
variables (Hillis y Dixon, 1991); el gen ribosomal 28S y en particular ciertas regiones poseen
una tasa de cambio relativamente rapida. La subunidad 28S del rDNA es la de mayor tamafio
y posee un complejo patrén de variaciones en la tasa de sustitucion de nucleétidos; la variedad
de dominios del gen provee un conjunto de indicadores internos que son los mejor situados
para la evaluacion de relaciones filogenéticas en intervalos de tiempo cortos y largos (Qu er al.
1988). Qu et al. (1986), enfocandose en el extremo 5° del gen ribosomal 28S de la molécula
eucariota (cercana a 400 nucledtidos de longitud), utilizaron secuencias de representantes de
vertebrados, invertebrados, levaduras y plantas; sus resultados indican variaciones en las tasas
de sustitucién de nucledtidos para el dominio D1 en comparacidon a las regiones que lo
flanquean.

Barker er al. (1993), intentaron evaluar la utilidad del dominio D1 para realizar la
inferencia filogenética entre familias distantes y cercanamente emparentadas y a la vez en
cuanto a géneros y especies en la subclase Digenea. Sus resultados fueron pobres en el analisis
por encima de la categoria de familia, en contraste, las secuencias de nucleétidos del dominio
D1 son aparentemente ttiles para inferir relaciones filogenéticas entre familias, géneros y
algunas especies cercanamente emparentadas dentro de los digeneos.

Finalmete Littlewood y Johnston, (1995) utilizaron los dominios D1, D2 y D3, del gen
ribosomal 28S, en:o-trnndo que resolvieron las relaciones entre cuatro especies de
Schistosoma demostrando la' utilidad del gen en especies congenéricas.

En el estudio realizado por Zehnder y Mariaux (1999) para analizar la sistematica del
orden Proteocephalidea, utilizaron fragmentos del gen ribosomal 28S y del 16S mitocondrial;
sus resultados muestran a los géneros de nuestro interés, como grupos polifiléticos, sefialando
que algunas especies de Proteocephalus con distribucién Paleartica llegan a agruparse.
Posteriormente, Kodedova et al. (2000), utilizando parte del gen ribosomal 18S, obtienen
resultados similares, sefialando nuevamente el origen polifilético del género. Por otro lado,
Sketikova et al. (2001) utilizando caracteres morfolégicos y parte del gen Ribosomal 18S,
encuentran que las especies europeas del género Proteocephalus forman un grupo

monofilético por lo que sugieren que el género Proteocephalus esta compuesto por individuos
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de varios taxones, estableciendo que al menos deben existir dos grupos coincidiendo con su
distribicion: Paleartica y Neotropical. »

En el presente trabajo se utilizé el gen ribosomal 28S con el fin de corroborar la
identidad especifica de algunos proteocefilidos parasitos de peces y reptiles, establecer sus
relaciones de parentesco con otros miembros de la subfamilia y a partir de esto, inferir la

utilidad de los caracteres moleculares para resolver la problematica taxonomica de los géneros

Proteocephalus y Ophiotaenia.
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2 OBJETIVOS

e Describir morfométricamente e identificar a los proteocefalidos colectados en tres

especies de peces y un reptil, en la Laguna de Tres Palos, Acapulco, Gro.

e Comparar la secuencia parcial del gen ribosomal 28S de las especies estudiadas con las
de otras especies de los géneros Ophiotaenia y Proteocephalus disponibles en Gen
Bank, con el fin de conocer sus afinidades filogenéticas y con base en ellas inferir

sobre la independencia de estos géneros.
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3 AREA DE ESTUDIO

El sistema lagunar costero de Guerrero esta formado por numerosos cuerpos de agua,
de los cuales el mayor es la Laguna de Tres Palos, que se encuentra en la llamada Costa Chica,
a una distancia de 25 kilometros al sureste del puerto de Acapulco, dentro del municipio de
Acapulco de Juarez (Figura 2). Se ubica a los 99° 37" y 99° 47’ longitud oeste y los 16°41° a
los 16° 50° latitud norte; tiene una superficie de 48 kilémetros cuadrados aproximadamente y
se comunica con el mar por medio de un canal meandrico de aproximadamente 10 kilémetros
de longitud, ademas de la apertura de la barra, que ocurre algunos dias una vez al afic. Al
extremo noroeste desemboca el rio la Sabana proveniente de la Sierra Madre del Sur, que es la
principal fuente de agua dulce, ademds de escorrentias y arroyos temporales; la laguna es de
tipo oligohialino con variaciones .dependientes de la temporada del afio. Su longitud maxima
es de 15.85 kilémetros, con un ancho méaximo de 5.85 kilémetros y una profundidad maxima
de siete metros (Diego-Pérez y Lozada, 1994).

El clima es céalido subhiimedo (Aw {w} ig), con una temperatura media anual de 22.°
C, precipitacion anual de 1200 mm, un régimen de lluvias en verano y una evaporacion entre
1,900 y 2,000 mm (Diego-Pérez y Lozada, 1994). La laguna no presenta estratificacion
térmica, la temperatura del agua en la superficie estd entre los 28.5° C y los 30° C, mientras
que en el fondo el intervalo va de 28° C a 30° C; la penetracion de luz es limitada; a
profundidades entre los 30 y 50 cm, solo se dispone del 5% de la luz existente en la superficie;
los valores de la concentracion de oxigeno en la superficie van de 4 ml a 11ml/L, en el fondo
la concentracién va de 1ml a 4 ml; el pH tiene poca variacion con tendencia a la neutralidad; la
concentraciéon de carbonato de calcio en general se encuentra entre los 100 y los 110 p.p.m.
(Sevilla et al. 1980).La vegetacién circundante la componen principalmente mangle, palmeras
de coco, tule y gramineas; el fitoplancton esta representado por algas y cianobacterias. El
zooplancton lo conforman protozoarios (sarcodina y ciliados), heliozoarios, rotiferos,
crusticeos, copépodos, ostracodos, anélidos, nematodos, moluscos, celenterados y larvas de
peces. En cuanto a la diversidad de peces, Yafiez-Arancibia (1978) registré 31 especies con
una variaciéon a lo largo del afio en este m’iinéfo, llegando a disminuir hasta 19 especies,
aunque el 54.9% de la ictiofauna total se encuentra durante todo el afio. Las principales

actividades socioeconémicas de la zona son la agricultura y la pesca; la laguna se encuentra
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rodeada por comunidades, algunas son San Pedro las Playas, el Arenal, el Quemado, entre las

cuales Tres Palos, La Poza y Plan de los Amates son las de mayor numero de habitantes

(Yokoyama, 1981)* (Figura 2). “
h

LS X Ip
%{%,‘gf

Figura 2. Localizacién de la Laguna de Tres Palos Guerrero, y sitios de colecta de las culebras (A) y
los peces (B). )

* Yokoyama, K. A. M. 1981. La comunidad de aves nidificantes de la Laguna de Tres Palos Guerrero;
un ejernplo de la problemitica del uso de recursos naturales de México. Tésis de Licenciatura. Facultad

cie Ciencias. UNAM. 124 pp.
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4 MATERIALES Y METODOS

Durante el periodo comprendido entre marzo de 1999 y junio del 2000, se llevaron al
cabo cinco colectas en la Laguna de Tres Palos, durante las cuales se obtuvieron diferentes
especies de peces mediante la captura comercial que se realiza en las orillas de la laguna de
Tres Palos en el poblado San Pedro las Playas. Estos fueron determinados con ayuda de
literatura especializada (Castro-Aguirre et al.,, 1999); En total se revisaron cuatro especies:
Ariopsis guatemalensis (25), Cichlasoma trimaculatum (9), Gobiomorus maculatus (18),
Eleotris picta (19).

Por otro lado, las tres culebras (Leptodeira annulata) se colectaron manualmente en el
entronque de la carretera Acapulco-aeropuerto con la carretera 95 México-Acapulco, a pocos
metros de la carretera que lleva a la laguna y de igual manera fueron identificadas con la ayuda
de claves especializadas (Duellman, 1958) (Figura 2).

La diseccién de los peces se realiz6 mediante una incision en la superficie ventral,
desde el ano hasta la region de los opérculos, se extrajo el aparato digestivo, se colocé en una
caja de Petri con solucién salina al 0.65%, con ayuda de agujas de diseccién, se desgarré en
toda su longitud y se revisé bajo el microscopio estereoscopico. Los céstodos encontrados
fueron separados con pincel y colocados en solucién salina al 0.65 %. La fijacion de los
gusanos se realizé de dos formas segtn el tipo de estudio al que se destinaron: para el analisis
morfolégico fueron colocados en formol al 4% caliente para relajarlos y se mantuvieron en
este liquido, poster’c:r.cnte se transfirieron a alcoholes graduales hasta llegar a alcohol al
70%:; para el andlisis molecular se fijaron en alcohol absoluto.

La extraccién del aparato digestivo de las culebras se realizé mediante tres incisiones
longitudinales de aproximadamente dos cm de largo, una de ellas a unos milimetros de la
cabeza, la segunda aproximadamente a la mitad del cuerpo y la otra muy cerca de la cloaca; se
hicieron cortes en ambos extremos del aparato digestivo y se extrajo por uno de los cortes
hasta obtener el tubo digestivo completo, el cual se colocé en una caja de Petri con solucién
salina al 0.65%; de la misma forma, se desgarré con agujas de diseccion y se revisé bajo el
microscopio estereoscépico. Los parasitos se colocaron en solucién salina al 0.65%, para
después fijarlos con los métodos descritos con anterioridad. Los valores de prevalencia y

abundancia para los parisitos se presentan de acuerdo con Margolis et al. (1982).
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Los cuerpos de las culebras fueron fijados con formol al 10% bufferado inyectado en la
musculatura, al dia siguiente se lavaron con agua durante veinticuatro horas y se colocaron en
frascos de vidrio con alcohol 70%, los ejemplares fueron depositados en el Museo de Zoologia
Alfonso L. Herrera de la Facultad de Ciencias, UNAM y actualmente se encuentran en lista de

espera para asignacion de nimeros de catalogo.
4.1 Analisis Morfolégico

Para la descripciéon morfométrica de los organismos, se tifieron previamente utilizando
" tres técnicas diferentes (Apéndice 1). Una vez tefiidos se procedié a realizar el estudio
morfolégico, el cual consistié en la observacion de las preparaciones permanentes bajo el
microscopio oOptico tomando medidas con un ocular calibrado milimétricamente y en la
esquematizaciéon de sus principales rasgos con la ayuda de una camara clara adaptada al
microscopio 6ptico. Posteriormente, se realizé la descripcion morfométrica y con ayuda de
claves especializadas (Schmidt, 1986 y Arandas-Rego, 1994) la determinacién a nivel
genérico. Para la determinacion especifica, se compard con descripciones de las especies del
género, por lo que se realiz6é una blisqueda bibliografica en el CAB Abstracts a partir de 1973
hasta la fecha, con ia finalidad de obtener datos acerca de nuevas especies, redescripciones y/o
nuevas combinaciones de especies dentro de cada género. Las medidas estan dadas en
milimetros; los promedios, desviaciones estandar (DS) y coeficientes de variaciéon (CV) para
cada uno de los caracteres se encuentran entre paréntesis.

Parte del material fijado en formol, se utilizé para efectuar cortes histolégicos mediante
inclusiones en parafina y tinciones con hematoxilina-eosina para observar la distribucién de
los 6rganos de los proglétidos maduros y gravidos, con relacién a la musculatura longitudinal.

Para_observar los huevos, se colocaron proglétidos gravidos en agua destilada durante
veinte minutos, se desgarraron y se hicieron preparaciones temporales para dibujar y medir sus

caracteristicas bajo el microscopio.
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4.2 Anailisis molecular.

Para extraer el DNA gendmico total de los ejemplares, se empleo €l método basico de
extraccion de DNA (fenol-cloroformo) de acuerdo con Hillis et al. (1996), utilizando tres
proglétidos por individuo. Posteriormente se evalud la extraccion en un un gel de agarosa al
1%. Una vez corroborada la presencia de DNA en las muestras, realizamos una reaccioén en
cadena de la polimerasa (PCR); ésta técnica permite obtener in vitro, numerosas copias del
fragmento del gen que deseamos utilizar. Para amplificar el fragmento del gen ribosomal 28S,
se emplearon los primers 28SY 5’-CTAACCAGGATTCCCTCAGTAACGGCGAGT-3’ y
28SZ 5’-AGACTCCTTGGTCCG-TGTTTCAAGAC-3’ (Hillis y Dixon, 1991). La PCR se
llevé a cabo en volumenes de 25ul, que contenian: templado de DNA (1.0ul), Buffer (2.5ul),
dideoxinucleétidos (0.5 pl), MgCl, (0.8ul), Primer Z y Y (1.0p respectivamente), Taq
polimerasa (0.2ul) y finalmente agua destilada y esterilizada (19.0ul). Las muestras fueron
sometidas a las siguientes condiciones en un termociclador marca Eppendorf: 94° C durante
1minuto, 35 ciclos de: 92° C durante 30 segundos, 55° C durante 30 seg y un paso final de
1:30 min a 72° C; por ultimo se lleva a 4° C. Para evaluar el resultado de la PCR se corrié6 el
total de la muestra de reaccién en un gel de agarosa al 1% y se identificaron las bandas en un
transiluminador (figura 12). Una vez obtenidos los fragmentos amplificados del gen ribosomal
28S, se procedié a la purificacién del DNA. Para esto, se utiliz6 el kit QlAquick PCR
Purification Kit, siguiendo las intrucciones del fabricante. La secuenciacion de los fragmentos
del gen ribosomal 288, se llevé a cabo en un secuenciador automatico Perkin-Elmer modelo
310. Las secuencias fueron leidas y traducidas a texto en el programa Chromas versién 1.43
(McCarthy, 1996-1997). El alineamiento de las secuencias obtenidas con aquellas de las
especies de los géneros Ophiotaenia y Proteocephlus correspondientes al gen ribosomal 28S
disponibles en GenBank (Tabla 1) se realizo manualmente en el programa XEsee versién 3.2
(Cabot y Beckenbach, 1998), el namero de taxa fue de 29 y el total de caracteres fue de 1089
(Apéndice 2). El calculo de la matriz de distancias entre las especies de ambos géneros, el
analisis cladistico y la prueba de soporte de ramas, se realizaron en el programa PAUP*
(Phylogenetic Analyses Using Parsimony and other methods) Version 4.0b8 (Swofford, 1998);
el tipo de busqueda fue heuristica bajo el criterio de maxima parsimonia utilizando Branch

Swapping y el algoritmo tree-bisection-reconnection (TBR). El grupo externo fue
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Acanthotaenia sp. (Arandas-Rego et al., 1998; Zehnder y Mariaux, 1999; Kodedova et al.,
2000; Sketikova et al., 2001) Los insertos fueron tomados por el programa como datos
faltantes y no se asigné peso a algun caricter, ni relaciones de transiciones-transversiones. Por

ultimo se realizé una prueba de Bootstrap (1000 réplicas) para medir el soporte de ramas.
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5 RESULTADOS

De las cuatro especies de peces estudiadas, \nicamente Ariopsis guatemalensis (n =25,
prevalencia 0.04%, abundancia promedio 2), Eleotris picta (n=19, 94.7%, 5.3) y Gobiomorus
maculatus (n =20, 0.05%, 1) se encontraron parasitadas por céstodos; en las especies Ariopsis
guatemalensis y G. maculatus solo se encontraron 2 y 1 individuos respectivamente, mientras
que de E. picta se colectaron la mayoria de los parasitos.

Las culebras se encontraron parasitadas por siete ejemplares del género Proteocephalus
(3, 2 y 2 individuos respectivamente). _

A continuacidon se presentan las descripciones morfométricas de las especies de
céstodos estudiadas, seguidas de una breve discusion taxonémica comparativa para cada una y
finalmente se analizaran y discutirdn sus afinidades filogenéticas con base en las secuencias

moleculares obtenidas y las disponibles para otras especies en GenBank.
5.1 Descripciones Morfométricas

Clase Cestoidea Rudolphi, 1808
Subclase Eucestoda Schmidt, 1986
Orden Proteocephalidea Monal928
'Familia Proteocephalidae La Rue, 1911
Subfamilia Proteocephalinae Mola, 1929
Género Proteocephalus Weinland, 1858
Proteocephalus chamelensis Pérez-Ponce de Ledn, Brooks y
Berman, 1995

Redescripcion basada en siete ejemplares completos (figuras 4, 5, 6 y 7). Gusanos de
entre 11.2- 31 (19.77, SD 8.51, CV 43.0, n = 7) longitud. Estrobilo acraspedota. Tegumento
cubierto de microtricos y células de contenido granular en el escélex y estrobilo. Ancho del
escolex al nivel de las ventosas. 0.753-0.835 (0.81, SD 0.042, CV 5.5, n =7); separado de los
proglétidos por un cuello de tamafio variable, 1.096-3.151 (1.957, SD 0.669, CV 37.7, n =7).

Escélex con érgano apical y cuatro ventosas semicirculares, laterales, simples y presentando

21



un esfinter, con un ancho de 0.26-0.411(0.301, SD 0.03, CV 10.7, n = 28) y largo de 0.301-
0.427 (0.378, SD 0.036, CV 9.9, n =28). Proglétidos inmaduros mas anchos que largos; 0.621-
0.999 (0.793, SD 0.058, CV 7.4, n = 89) de ancho, por 0.082-0.479 (0.224, SD 0.095, CV
42.5, n = 89) de largo. Relacidn entre el largo y ancho de los proglétidos inmaduros 1:1.65-
9.33 (4.21 SD 1.86 CV 44.3 n =87). Proglétidos maduros mas anchos que largos; largo 0.246
—0.762 (0.443, SD 0.117, CV 26.5, n =63), ancho 0.342 — 1.054 (0.834, SD1.122, CV 14.6, n
= 63). Relacién entre el largo y ancho de los proglétidos maduros 1:0.55-3.22 ( 1:2.095, SD
0.571, CV 27.2, n = 63). Testiculos medulares, ovalados, distribuidos en dos campos
ligeramente diferenciados debido a la convergencia de éstos en la region anterior de los
proglétidos. De 37—-76 (60.9, SD 10.96, CV 18.0, n =20) en numero, distribuidos 5 — 14 (9.85,
SD 3.328, CV 15.4, n =20) preporales, 8-27 (19.05, SD 5.345, CV 33.7, n =20) postporales y
22— 39 (32, SD4.941, CV 28.0, n =20) aporales; de 28-52.5 (38.5, SD 7.14, CV 18.5, n =24)
ancho y 31.5-59.5 (42.8, SD 8.74, CV 20.6, n =24) de largo. Bolsa del cirro entre los
conductos osmorreguladores ventral y dorsal, con una anchura de 0.063 -0.332 (0.102,
SDO0.04, CV 39.5, n =43) y longitud de 0.196—- 0.437 (0.31, SD 0.611, CV 19.7, n = 43);
dentro de la ésta se encuentran el conducto eyaculador enrollado y el cirro; radio de la bolsa
del cirro con relacion al ancho del proglétido: 1:1.063—5 (1:2.99, SD 0.658, CV 22.0, n = 43).
Conducto deferente enrollado. Poro genital alternado irregularmente al final del primer tercio
de los proglétidos. Vagina anterior con relacién a la bolsa del cirro, provista de musculatura en
su porcion terminal (pars copulatrix). Ovario medular, situado en la regidon posterior de los
proglétidos; bilobulado, con un ancho de 0.274-1.096 (0.557, SD 0.261, CV 46.9, n =56);
16bulos extendidos sin llegar a los canales osmorreguladores. En los proglétidos maduros el
utero se encuentra preformado, las glandulas vitelégenas medulares se hallan distribuidas en
dos bandas laterales, sin que se encuentren interrumpidas por la bolsa del cirro y llegan hasta
la region posterior del ovario, la mayoria de las veces con tendencia a dirigirse hacia él.
Proglétidos gravidos géneralmente mas anchos que largos (aproximadamente entre un 30 y
40% fueron ligeramente mas anchos que largos), ancho 0.383— 0.959(0.780, SD 0.134, CV
17.2, n = 63), largo 0.479-1.082 ( 0.801, SD 0.132, CV 16.4, n = 63), con un radio (largo en
ancho) 1: 1— 1.89 (1.092, SD 0.194, CV 17.5, n = 63). Testiculos en nimero reducido y en
degeneracién. Utero medular central, ocupando un 7% - 67.7% del ancho del proglétido, con

un numero variable de dos a cuatro bolsas o sacos sin poro ventral. La envoltura hialina del
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huevo tiene un diametro de 0.0595-0.0735 (0.0665, SD 0.0049, CV 7.2, n = 21); embriéforo
con diametro de 0.0245-0.0385(0.0325, SD 0.0045, CV 13.9, n= 31), la oncosfera mide 0.014-
0.021(0.017, SD 0.0016, CV 9.2, n = 29) de diametro.
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Figura 4. Proteocephalus chamelensis 1) Morfologia del escolex. 2) Corte transversal del mismo
a la altura de las ventosas (E= esfinter) 3); Huevo (H= envoltura hialina, Em= embri6foro, O=

oncosfera). Escala = 0.1 mm.
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2)

Figura 5. Proteocephalus chamelensis 1) Proglétidos maduros (T= testiculos, O= ovario, VI=
glandulas vitelégenas, B=bolsa del cirro, CO= conductos osmorreguladores); 2) Progl6tidos
gravidos (U= titero). Escala = 0.2 mm.
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1)

Figura 6. Proteocephalus chamelensis 1) Corte transversal de proglétidos maduros (T= testiculos
V= glandulas vitelégenas); 2) Corte transversal de proglétidos gravidos (U= ttero, M=

musculatura longitudinal). -
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Figura 7. Proteocephalus chanielensis 1) Detalle de la bolsa del cirro y vagina, vista dorsal; 2)

vista ventral y Proteocephalus chamelensis (paratipo) 3) Vista dorsal. Escala = 0.2 mm.
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Discusion

Weinland en 1858 erigié al género Proteocephalus para incluir en él a céstodos
parasitos de peces y anfibios; el primer proteocefalido, descrito por Muller en 1780 como
Taenia percae, fue transferido posteriormente a Proteocephalus (La Rue, 1911). A partir de
entonces, se han registrado una gran cantidad de especies en todo el mundo, cuyo nimero de
acuerdo con la bisqueda bibliografica retrospectiva que realizamos asciende a 115 especies
para el Continente Americano.

Con base en la morfometria de nuestros ejemplares y de acuerdo con la descripcion
realizada por Pérez-Ponce de Ledn, et al. (1995) para P. chamelensis, incluimos en ésta el
material colectado en algunos peces de la Laguna de Tres Palos, ya que sus principales rasgos
coinciden plenamente. Sin embargo, dos caracteristicas presentaron diferencias con la
descripcidon original: la primera es la musculatura vaginal, la cual se describié originalmente
como un esfinter, mientras que para nuestros organismos se observa como “pars copulatrix™
(conjunto de fibras musculares en la region terminal de la vagina, sin formar un anillo
circular); para esclarecer la naturaleza de este cardcter se revisé el material tipo de P.
chamelensis depositado en la Coleccién Nacional de Helmintos (CNHE 2477 y 2478), en los
que se observd una disposicion similar a la exhibida por nuestro material, concluyendo que
ninguno de los ejemplares tipo presenta esfinter vaginal. La segunda diferencia que
encontramos, es que los ejemplares colectados presentan "sacos" o "bolsas uterinas”, a
diferencia de las ramas uterinas descritas para la especie por Pérez-Ponce de Leén et al.
(1995). De la misma manera, este caracter se corrobord en el material tipo, y se encontré que
ninguno de los ejemplares de la serie presenta ramas uterinas tipicas, de manera similar a los
ejemplares provenientes de Tres Palos.

Por otro lado, las diferencias morfométricas existentes entre nuestros ejemplares y P.
chamelensis son minimas (Tabla 3) lo que ratifica nuestra identificacién. La variabilidad
intraespecifica debe interpretarse cuidadosamente, ya que algunas especies del género han
demostrado poseer variaciones morfométricas que aparentemente son suficientes para
considerarlas como especies independientes cuando en realidad no lo son. Un ejemplo lo
representran P. exiguus, P. neglectus y P. pollanicola, quienes recientemente se han
sinonimizado con P. longicollis mediante un analisis mas profundo combinando morfometria

e isoenzinmas (Scholz y Hanzelova, 1998). .
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Un elemento mas que nos permitié corroborar la identidad de nuestros ejemplares, es la
secuencia parcial del extremo 5’ del gen ribosomal 28s. Este fragmento resulto con un 97.3%
de similitud (26 pares de bases de diferencia), con respecto a la secuencia obtenida para P.
chamelensis proveniente de Chamela (Zehnder y Mariaux, 1999). Esto ratifica nuestra
determinacién morfoldgica, ya que otras especies del género como P. exiguus, P. neglectus y
P. pollanicola, que exhiben entre un 97.1% y 96.4% de similitud en este fragmento, estas
especies han sido sinonimizadas con P. longicollis mediante un analisis mas profundo de sus
rasgos (Scholz et al., 1998). Con base en el estudio morfolégico, ampliamos el conocimiento
sobre la variabilidad de la especie en rasgos como: la longitud del estrébilo, largo y ancho de
las ventosas, el largo y ancho de los proglétidos inmaduros, ancho de proglétidos maduros,
numero total y diametro de los testiculos, largo y ancho de la bolsa del cirro, relacion de la
bolsa del cirro y ancho del proglétido, largo y ancho de los proglétidos gravidos. La
morfometria para los proteocefilidos encontrados en peces en este estudio se resume en la
Tabla 3, donde se muestra el contraste de las dimensiones y estructuras entre estos y P.
chamelensis. Asimismo, se amplia la distribucién geografica de la especie y su espectro
hospedatorio.

De las especies americanas del género, solo 14 presentan la distribucion testicular en
dos campos unidos anteriormente, similar a la exhibida por nuestros ejempiares: P. testudo
Magath, 1924; P. fragilis Essex, 1929; P. amphiume Zeliff, 1932; P. agkistrodontis Harwood,
1933; P. amphiumicola Brooks, 1978; P. aberrans Brooks, 1978; P. rhamdiae Holcman-
Spector y Maiie-Gars >r 1988; P. bagri Holcman-Spector y Maiie-Garzon, 1988; P. carzeflisi,
De Chambrier, Vaucher y Renaud, 1992; P. renaudi de Chambrier y Vaucher, 1994; P.
sophiae De Chambrier y Arandas-Rego, 1994; P. brooksi Garcia-Prieto, Rodriguez y Pérez
Ponce de Leon, 1996; P. regoi de Chambrier, Scholz y Vaucher, 1996; P. manherti De
Chambrier y Vaucher, 1999.

Nuestros ejemplares presentan un érgano apical, por lo que difieren de P. rhamdiae, P.
renaudi, P. brooksi, P. bagri, P. testudo, P. fragilis, P. aberrans, P. amphiume y P.
agkistrodontis, que carecen del mismo; P. manherti, P. regoi, P. catzeflisi y P. sophiae se
distinguen de nuestro material porque en estas especies la abertura vaginal ocurre anterior y
posterior con relacion a la bolsa del cirro, mientras que en el material de Tres Palos siempre se

presenta anterior. Adicionalmente por la disposicién medular de las glindulas vitelégenas se
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diferencian de P. catzeflisi y P. sophiae, que exhiben un arreglo paramuscular, no observado
en nuestro material; por ultimo nuestros ejemplares se distinguen de P. amphiumicola porque
ésta presenta promedio testicular menor (99 vs. 172) y esfinter vaginal, ausente en nuestro

material.

Huésped: Eleotris picta, Ariopsis guatemulensis y Gobiomorus maculatus.

Habitat: Intestino anterior y medio.

Localidad de Colecta: San Pedro las Playas, Laguna de Tres Palos, Municipio Acapulco de
Juarez, Guerrero, México.

Fecha: 12 de diciembre de 1999

CNHE: Preparaciones con nimero de catalogo 4395,4396 y 4397; viales 4401 (formol 5%) y
4402 (OH 100%)



Tabla 3. Comparacion de caracteres entre Proteocephalus chamelensis en ambas localidades.

Estructura

Tres Palos, Guerrero

Chamela, Jalisco

Organo apical

Longitud estrébilo

Ancho escolex

Largo ventosas

Ancho ventosas

Largo de los proglétidos inmaduros
Ancho de los proglétidos inmaduros
Radio de los proglétidos inmaduros
Largo de los proglétidos maduros
Ancho de los proglétidos maduros
Radio de los proglétidos maduros
Testiculos preporales

Testiculos postporales

Testiculos aporales

Testiculos totales

Diametro de testiculos

Largo de la bolsa cirro

Ancho de la bolsa cirro

Relacién largo de la bolsa del cirro-
ancho del proglétido

Posicion de la vagina
Musculatura vaginal

Distribucidn de gliandulas vitelégenas

Largo de los proglétidos gravidos
Ancho de los proglétidos gravidos
Radio de los proglétidos gravidos
Utero :

Glandulas vitelégenas a nivel del cirro

Posicién del poro a lo largo del
proglétido
Arreglo de glandulas vitelégenas

Presente
11.2-31 (19.77)
0.753-0.835 (0.81)
0.301-0.427 (0.378)
0.26-0.411 (0.301)
0.082-0.479 (0.225)
0.621-0.999 (0.793)
1:1.65-9.33 (1:4.21)
0.246-0.762 (0.443)
0.342-1.054 (0.834)
1:0.55-3.22 (1:2.095)
5—14(9.85)
8-27 (19.05)
22— 39 (32)
37-76 (60.9)
ancho 38.5; largo 42.28
0.196—0.437 (0.31)
0.063 —0.332 (0.102)

1:1.063—-5 ( 1:2.99)

Anterior

“Pars copulatrix”
A todo lo largo del
proglétido
0.383— 0.959 (780)
0.479—-1.082 ( 0.801)

1: 1— 1.89 (1.092)

En forma de bolsas o sacos.

Presentes
25%
A lo largo del proglétido

Presente
15-57 (34.8)
0.737-1.375 (0.216)
0.312-0.437 (0.371)
0.250-0.300 (0.277)
0.137-0.450 (0.295)
0.850-1.425 (1.081)
1:2.12-5.68 (1:3.73)
0.200-0.587 (0.363)
1.062-2.162 (1.301)
1:1.9-6.9(1:4.17)
10)

(22)

G3)
55-81(72)
40-50 (45)
0.250-0.462 (0.345)
0.120-0.207 (0.150)
1:3.2-5 (1:3.79)
Anterior
“Pars copulatrix™*
A todo lo largo del proglétido
0.560-0.970 (0.730)
1800-2110 (1500)
1.3-3.7 (1:2.11)
En forma de bolsas o sacos.**

Presentes
22-26(25%)
A lo largo del progiétido

* revisado en el holotipo, originalmente descrito como esfinter, ** revisado en el holotipo, originalmente descrito

como 3 a 7 ramas uterinas a cada lado.
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Género Proteocephalus Weinland, 1858

Proteocephalus sp.

Descripcién basada en cuatro ejemplares completos (figuras 8, 9, 10 y 11). Largo total
entre 32.4 y 117.2 ( 85.3, SD 46.29, CV 54.3 n =4). Estrobilo acraspedota. Tegumento
cubierto de microtricos y células de contenido granular en todo el cuerpo como en el escélex.
Ancho del escolex al nivel de las ventosas 0.16-0.21 (0.19, SD 0.02, CV 10.5, n =4), separado
de los proglétidos por un cuello de tamafio variable, 1.2-2.88 (2.04, SD 0.6, CV 29.5, n =4). El
escdlex, carente de Organo apical, presenta cuatro ventosas semicirculares, simples, con un
ancho de 0.035-0.07 (0.063, SD 0.009, CV 14.6, n = 16) y largo de 0.063-0.077 (0.07, SD
0.004, CV 5.0, n = 16). Proglétidos inmaduros siempre mdés anchos que largos; 0.54 — 2.0
(1.97, SD 0.45, CV 38.4, n =355).de ancho, por 0.0108 — 0.0671 (0.32, SD 0.12, CV 21.8,n =
355) de largo. Relacidén de los progliétidos inmaduros (largo en ancho) 1:1.02- 7.54 (3.33, SD
1.26, CV 38.0, n =355). Proglétidos maduros de igual manera siempre mds anchos que largos;
largo de 0.45 — 1.12 (0.69, SD 0.18, CV 26.2, n = 39), ancho 1.28 — 1.6 (1.5, SD 0.8, CV 5.6,
n = 39). Relacidn de los proglétidos (largo en ancho) 1:1.25-3.27 (2.3, SD 0.39,CV 169, n=
39). La musculatura longitudinal es muy delgada. Testiculos medulares, ovalados, dispuestos
en dos campos diferenciados. De 124 — 279 (171.52, SD 24.5, CV 14.2, n = 33) en nimero,
distribuidos 15 — 27 (21.21, SD 3.74, CV 17.6, n =33) preporales, 43 — 87 (59.94, SD 9.78,
CV 16.3, n = 33) postporales y 61 — 127 (90.36, SD14.24, CV 15.7, n =33) aporales; con un
largo de 0.024— 0.059 (0.043, SD 0.006, CV 15.0, n = 312) y ancho de 0.175 — 0.049 (0.29,
SD 0.005, CV 18.8, n = 312). La bolsa del cirro se encuentra entre los conductos
osmorreguladores ventral y dorsal, con un ancho de 0.038 — 0.095 (0.062, SD 0.014, CV 22.2,
n = 38) y largo de 1.07 — 1.51 (1.26, SD 0.08, CV 32.6, n = 38); dentro de ésta se encuentran
el conducto eyaculador y el cirro; radio de la bolsa del cirro con relacién al ancho del
proglotido 1:4.3 — 7.1 (1:5.7, SD 0.54, CV 9.5, n = 38). Conducto deferente enrollado. Poro
genital alternado irregularmente en el primer tercio de los proglétidos. Vagina dorsal con
relacién a la bolsa del cirro, provista de musculatura en su porcién terminal (pars copulatrix).
Ovario medular, dorsal, situado en la regién .bdéterior de los proglétidos, bilobulado, 16bulos
“aplanados” con un ancho de 1.07 — 1.51 (1.24, SD 0.08, CV 6.3, n=41), extendidos mads alla

de los conductos osmorreguladores. Utero preformado en los proglétidos maduros; glandulas
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vitelégenas en dos bandas laterales a lo largo del proglétido, sobrepasan la region anterior del
ovario parcialmente interrumpidas por la bolsa del cirro. Proglétidos gravidos mas anchos que
largos, ancho 1.36 — 1.8 (1.62, SD 0.09, CV 5.5, n = 101), largo 0.8 — 1.2 (0.86, SD 0.17, CV
19.8, n = 101), con una relacién largo en ancho de 1:1.28 — 3.15 (2.06, SD 1.55, CV 75.0, n=
101). Testiculos, en nimero reducido y en degeneracién. Utero medular, central, ocupa un
22% - 50% (34.5%, SD 66.8%, CV 19.7, n = 69) del ancho del proglétido, con un nimero
variable de ramas totales entre 19—62 (43.01, SD 6.785, CV 15.7, n = 69), poro ventral casi en
la totalidad del largo del proglotido; relacion del ancho del utero en el ancho del proglétido
1.99 - 5.42 (3.01, SD 0.65, CV 21.6, n = 69). Los huevos poseen una envoltura hialina con
diametro de 0.069-0.097 (0.081, SD 0.07, CV 8.7, n = 18), el embriéforo mide 0.026- 0.032
(0.029 SD 0.001 CV 6.1 n =18), la oncosfera 0.018-0.024 (0.02, SD 0.001, CV 8.7, n=18) y
ganchos con un largo de 0.007-0.008 (0.007, SD 0.0005, CV 7.1, n = 52).

Huésped: Leptodeira annulata

Habitat: Intestino anterior y medio.

Localidad de colecta: Carretera Acapulco-Aeropuerto, entronque con la carretéra México-
Acapulco, Acapulco, Guerrero, México.

Fecha: 19 de Octubre de 1999 _

CNHE: Preparaciones con nimero de catilogo 4400 y 4401, viales 4403 (formol 4%) y 4404
(OH 100%)
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1)

2)

Figura 8. Proteocephalus sp., Escolex (A) y huevo (B) (H, envoltura hyalina; E, embri6foro; O,
oncé6sfera). Barra = 0.1mm.
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Figura 9. Proteocephalus sp. 1) Proglétidos maduros (T= testiculos, O= ovario, CO= conductos
osmoreguladcres); 2) Proglétidos gravidos (U= utero B= bolsa del cirro). Escala = 0.2 mm.
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1) 2)

Figura 10. Proteocephalus sp. 1) Corte transversal de proglétidos maduros (CO= conducto
osmorregulador, M= musculatura longitudinal, T= testiculos); 2) Corte transversal de
proglétidos gravidos (PU= poro uterino; VI= glandulas vitel6genas, V= conducto vaginal)
Escala = 0.1lmm.
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Figura 11. Proteocephalus sp. bolsa del cirro y apertura vaginal 1) detalle de la vista dorsal ; 2)

vista ventral . Escala = 0.1mm.
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Discusién

De las 115 especies descritas para el género Proteocephalus en América, solo 27
presentan una distribucion testicular en dos campos claramente separados, semejante a la
exhibida en los ejemplares descritos en este trabajo. Al comparar los rasgos de estas especies
con nuestro material, Proteocephalus sp. de la Laguna de Tres Palos, se distingue de las
especies que poseen una distribucién testicular en dos campos por presentar una abertura
vaginal dorsal en relacion a la bolsa del cirro. Adicionalmente por carecer de 6rgano apical,
nuestro material se distingue de las siguientes nueve especies que si presentan ésta estructura:
P. marenzelleri Barrois, 1898; P. jarara (Fuhrmann, 1927) De Chambrier, Alessio y
Correa, 1991; P. joanae De Chambrier y Paulino,1997; P. saphena Osler, 1931; P. sireni
Brooks y Buckner, 1976; P. azevedoi De Chambrier, Vaucher y Renaud, 1992 y P. grandis La
Rue, 1911; P. faranciae MacCallum, 1921.

De las especies que poseen una distribucion testicular en dos campos y ademads carecen
de organo apical (como es el caso de nuestro material), podemos distinguirlo por lo siguiente:
de P. flava (Rudin, 1917), P. hyalina Rudin, 1917, P. macrobothria Rudin, 1917 y P. criticus
Mpoame y Landers, 1981, debido a que nuestros ejemplares desarrollan glz’mdulas'vitelégenas
a todo lo largo del proglétido, sobrepasando la region anterior del ovario, mientras que en las
cuatro especies mencionadas, dichas glandulas no‘sobrepasan este borde; diferenciamos a
nuestros ejemplares de P. macrophalus, porque ésta especie posee un intervalo de ramas
uterinas inferior (4-7 vs. 19-62) y por la orientacion de sus glandulas vitelégenas hacia la
regién posterior del ovario; de P. cryptobranchi debido a la ausencia en ésta de glandulas
vitelogenas preporales; de P. calmettei, P. olor P. loennbergi, P. magna P. gracilis y P.
lopesi, pues tienen una longitud estrobilar promedio mayor (490mm, 184mm, 180mm,
600mm, 150mm y 200mm respectivamente vs. 85.3mm); de P. serrasalmus, ya que ésta
especie presenta glandulas vitelégenas en la regién de la bolsa del cirro y nuestros ejemplares
no, ademds de poseer una relacién del largo de la bolsa del cirro-ancho del proglétido, inferior
a la observada en nuestro material (1:3.7 vs. 1:5.7); de P. paraguayensis porque €sta especie
posee glandulas vitelégenas paramusculares, ausentes en nuestros organismos; de P. euzeli,
por su longitud estrobilar promedio menor (45mm vs. 85.3) y una relacién entre el largo de la

bolsa del cirro/ancho del proglétido menor a la de nuestros ejemplares (1-3;4 vs. 1-5.7).
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Particularmente de las cinco especies del género registradas en México parasitas de
reptiles (Tabla 4), la que presenta mayor similitud con nuestro material es P. variabilis,
especialmente en el promedio testicular, la disposicién de los testiculos, la ausencia de 6rgano
apical y en la relacién entre el largo de la bolsa del cirro-ancho del proglétido; no obstante,
ésta especie difiere de los ejemplares que aqui describimos por presentar una relacion del
ancho/ largo de los proglétidos griavidos de 1-4 mientras que para nuestros ejemplares ésta es
de 1-1,; ademas, el material colectado de Leprodeira annulata tienen una longitud estrobilar
menor (32.4-117.2 vs. mas de 300) y presenta un “pars copulatrix, ausente en P. variabilis.
Por otro lado, nuestros ejemplares se distinguen de P. micruricola y P. perspicua, porque
ambas especies presentan un érgano apical de tipo vestigial, ausente en nuestros organismos;
de P. nattereri, porque ésta tiene mayor promedio de longitud estrobilar (162mm vs. 85.3) y
presenta un esfinter vaginal, ausente en los ejemplares de Tres Palos. Dicho material se
distingue de P. racemosus, ya que esta dltima exhibe una distribucién testicular en dos campos
unidos anteriormente. Finalmente, nuestros ejemplares poseen una combinacion de rasgos que
los separa de las cinco especies antes mencionadas: la disposicién dorsal de la vagina y una
musculatura en la regién terminal de la vagina (“pars copulatrix”).

Con base en lo anterior y considerando que el material colectado en L. annulata de la
Laguna de Tres Palos presenta rasgos morfolégicos distintos al resto de las especies,
consideramos la posibilidad de que represente una especie no descrita, por lo que

temporalmente la designamos como Proteocephalus sp.
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Tabla 4, Comparacién de las caracteristicas diagnosticas de las especies del género Proteacephalus pérasitas de reptiles en México.

Especie Referencia | Organo apical s trl(‘)z?ﬁi: l(l::lm) TSST;L(L?: Arreglo testicular Eg:ﬂiifi:‘ggfa:a

P. nattereri LaRue, 1914 - Ausente 75-250 80-100 En dos campos Anterior y posterior

P. perspicua Brooks, 1978 Presente 360 154-285 En dos campos Anterior y posterior

P.racemosus  LaRue, 1914 Ausenté 160 100-120 E:n?i(;gmpgzi::: Anterior y posterior

P.sp. Este trabajo Ausente 324-1172 124-279 En dos campos Dorsal

P. variabilis Brooks, 1978 Ausente Mas de 300 77-253 En dos campos Anterior y posterior

P. micruricola fggg py Corkum, Presente 259-290 121-169 En dos campos Anterior y posterior
Disposicion de las

o Nt Rk Pl ol i B

longitudinal

P. nattereri 15-20 a cada lado 1-3.2 41% Medular Esfinter

P. perspicua 36-80 totales 1-3.8 35% Medular Ausente

P. racemosus 20 a cada lado 1-3.3 30% Medular Ausente

P.sp. 19-62 totales 1-4.3;1.1 30% Medular “pars copulatrix”

P. variabilis 49-90 totales 18-33% 32-57% Medular Ausente

P. micruricola 35-53 totales 1-5.1;6.9 48-56% ? Ausente
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5.2 Anailisis meolecular

Como resultado de la PCR se obtuvieron dos fragmentos del gen ribosomal 28S de 988
pares de bases en el caso de Proteocephalus sp. y de de 993 en el de Proteocephalus
chamelensis de Tres Palos, Gro (Figura 12).

El alineamiento de las secuencias de nuestros ejemplares con las registradas en
GenBank se muestra en el Apéndice 2. El tamafio de la regién del gen estudiado varia entre
988 para Proteocephalus sp (este estudio) y 1032 para O. grandis. En el analisis cladistico
realizado en este estudio, solo 243 caracteres fueron parsimoniosamente informativos; este
andlisis arrojé como resultado dos arboles mas parsimoniosos, con una longitud de 874 pasos, -
un indice de consistencia (CI) de 0.6327, indice de retenciéon (RI) de 0.7720 y un indice de
consistencia reescalado (RC) de 0.4885. La diferencia entre estos dos arboles radica en la
relacién entre P. hemioliopteri y P. pirarara, mostrada en el arbol de consenso como

politomia (Figura 13).

-1636bp
-1018bp
-506-517bp

Figura 12. Fragmento del gen ribosomal 28S amplificado por PCR, (tamafio del fragmento
aproximadamente 1 Kb) en un gel de agarosa al 1%. (1 Profeocephalus sp, 2 P. chamelensis, 3
marcador de peso molecular).
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Discusién

Al comparar las secuencias de los ejemplares colectados en este estudio con aquellas
registradas en Genbank (Apéndice 3), se observa que P. _chamélensis de Tres Palos, presenta
un 2.6% de divergencia con respecto a la secuencia del material colectado en la localidad tipo
(obtenida de Genbank), con lo que se corrobora su identidad especifica. Por otra. parte, la
secuencia obtenida del material de Proteocephalus sp. resulto mas parecida con Ophiotaenia
europaea, ¢l porcentaje de divergencia de estas especies es de 1.4%, cabe mencionar que la
matriz de distancia esta ajustada a datos faltantes, por lo que no toma en cuenta los inserios,
que en el caso de estas dos especies es de 18. Esto nos da la pauta para indicar que no
corresponde con alguna de las especies de proteocefilidos utilizadas en este estudio.

Por otro, lado las especies P. midoriensis y P. hobergi mostraron la mayor divergencia entre
sus secuencias, con 17.2%. Por su parte, P. torulosus y P. percae, no mostraron diferencias entre sus
secuencias lo que suguiere su posible sinonimia, aspecto que es necesario confirmar mediante un
estudio comparativo, pues difiere de las relaciones entre estas dos especies con respecto a la
hipétesis de Sketikova et al. (2001) (Figura 14 y Apéndice 3).

Los miembros de Ophiotaenia mostraron un intervalo de variacién entre sus secuencias
de un 1% a 8.8%; por otro lado los integrantes de Proteocephalus mostraron entre un 0% y
17.6% de diferencia. Las diferencias entre algunos miembros de ambos grupos oscilan entre el
3% y el 14%, lo que indica que existen mayores diferencias entre algunas especies de
Ophiotaenia (8.8% entre O. gallardi y O. europaea) y de Proteocephalus entre si (17.2% P.
midoriensis 'y P. hobergi), que entre algunos miembros de diferente género (ver Apéndice 3).

Por otro lado, los resultados de este estudio sugieren que las especies palearticas de
Proteocephalus pueden estar mas estrechamente emparentados entre si, que con otras especies
del género, ya que las diferencias entre sus secuencias oscilan entre el 0% (2. torulosus y P.
percae) y el 6.6% (P. neglectus y P. macrocephalus), mientras que las diferencias entre este
grupo de especies con las que se distribuyen en el resto del mundo son mayores, oscilando
entre 9.2% (P. exiguus Europa—P. hemioliopteri América del sur) y el 17.2% (P. midoriensis
Asia-P. hobergi América del sur).

Nuestra hipétesis filogenética es compatible con la de Zendher y Mariaux (1999), y al

incluir a mas especies se logré obtener mayor resolucién en las relaciones entre las especies
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(Fuguras 13 y 14). Ninguna especie Neotropical de Proteocephalus aparecié dentro del grupo
de las especies palearticas sefialado por esos autores.

Sin embargo, las relaciones entre las especies europeas generadas por Sketikova et al.
(2001), quienes utilizaron el gen ribosomal 18S y las relaciones generadas con el 28S (este
trabajo) no fueron compatibles. En el arbol de consenso se puede observar que P. midoriensis,
de distribucién asistica y no considerada en el trabajo de Sketikova et al., (2001) se incluye
en el clado de las especies europeas, por lo que la monofilia para las especies de
Proteocephalus de esta regién no es sustentada por el gen ribosomal 28S. '

En el otro gran grupo se encuentran las especies de origen Neotropical, Neartico,
Australiano y Etiope.. Incluidas en é&ste se localizan las especies asignadas al género
Ophiotaenia por la distribucién testicular en dos campos. El grado de divergencia entre las
secuencias de las especies estudiadas se ve reflejada en el cladograma, y apoyan las dos
hipoétesis propuestas acerca de la problematica entre estos dos géneros. Primera, las especies
de Proteocephalus de Europa y Asia, al agruparse y formar un grupo monofilético separado
del resto de las especies, sugiere el origen polifilético del género. Segunda, las especies de
Proteocephalus distribuidas en el resto del mundo y las especies asignadaé al género
Ophiotaenia que parasitan serpientes y que presentan la distribucién testicular en dos campos
constituyen un clado independiente, por lo que loé géneros Proteocephalus y Ophiotaenia
como se reconocen en las clasificaciones actuales son parafiléticos. Estos resultados se suman
a las evidencias morfoldgicas, que sugieren que la distincion entre los. géneros Ophiotaenia 'y
Proteocephalus, no existe y deben ser considerados sinénimos de acuerdo con los argumentos
de Brooks, (1978a), De Chambrier, (1989a ;1989b) y Garcia-Prieto, (1993)2.

De la hipdtesis de las relaciones entre los individuos de distribucidn paleartica, destaca
que las especies P. neglectus, P. pollanicola y P. exiguus se agrupan en un clado, dando
soporte a los estudios de algunos autores que recientemente las han sinonimizado con
P.longicollis (ver Scholz y Hanzelova, 1998). Por otro lado como se mencioné anteriormente,
las relaciones entre las especies europeas obtenidas en este trabajo y la obtenida a partir del
gen ribosomal 18S (§k9i'1'kové. et al., 2001), no fueron compatibles; la unica especie .que
permanece constante como linaje basal en este grupo es P. osculatus, mientras que el resto de

las especies present6 afinidades diferentes (Figuras 13 y 15).
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En cuanto a las relaciones entre las especies que parasitan serpientes, es obvio que no
forman un grupo monofilético, por lo que la utilizacién del huésped como un criterio
taxonémico para la clasificacion de los céstodos proteocefilidos no es vilido. En el
cladograma se observan formando tres grupos: por un lado O. gallardi, O. ophiodex, O. jarara
y O. grandis, por otro P. paraguayensis y P. sanbernardinensis y por ultimo O. europaea y
Proteocephalus sp (este trabajo). La primera parasita un eldpido, los siguientes tres parasitan a
vipéridos, mientras las tltimas cuatro colubridos, indicando que la colonizacion a reptiles se
ha dado en mas de una ocasién en este grupo de céstodos. Es interesante destacar que éstas
agrupaciones no concuerdan con algunas caracteristicas morfolégicas, por ejemplo O. jarara 'y
P. paraguayensis poseen vitelégenas paramusculares, mientras que por otro lado 2.
paraguayensis y P. sanbernardinensis poseen un desarrollo uterino cortical (Figura 13).

Finalmente, las especies de Proteocephalus que parasitan peces, forman algunos
grupos como P. ambloplitis, P.sp (larva), P. chamelensis y P. perplexus; que estan distribuidas
en el continente Americano y consideradas de distribuciéon Neartica. Proteocephalus renaudi y
P. hobergi, que forman un clado, ambos parasitan peces de la familia Doradidae en el sur de
América. Por ultimo la relacion de P. hemioliopteri y P.pirarara, también parasitos de peces
neotropicales, con otras especies resulta incierta, ya que en uno de los arboles resultantes P.
pirarara aparece en un clado como especie hermana de P. hemioliopteri, mientras en el otro
aparece como grupo hermano del resto de las especies del clado.

Finalmente, se propone la inclusién de mds especies, la utilizacién de otros genes y la
elaboracion de estrd’or nrorfolégicos in;er e intraespecificos que puedan respaldar o refutar

las hip6tesis biogeograficas y de cambio de huésped generadas en este trabajo.
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Figura 13. Arbol de consenso estricto de las relaciones entre las especies del género Proteocephalus.
P.chamelensis Ch= Chamela Jalisco y TP= Tres Palos Guerrero; las secuencias de P. chamelensis y
Proteocephalus sp. fueron generadas en este trabajo. Huéspedes: P= peces, R= Reptiles col=
Coluabridos, vip= vipéridos y ela= Elapidos; Distribucién:, Nea= Neartica, Neo= Neotropical Pal=
Paleartica, Eth= Ethiope y Aus= Australiana .Los nimeros por encima de las ramas indican el valor en

porcentaje para una prueba de Bootstrap de 1000 replicas. -
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Figura 14. Relaciones filogenéticas de las especies de Proteocephalus de distribucién
Paledrtica, del arbol de consenso estricto del anélisis del fragmento del gen ribosomal 28S
realizado por Zehnder y Mariaux (1999).
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Figura 15. Arbol de consenso estricto de las.,elacivnes filogenéticas de las especies de

Proteocephalus europeas, basado en el anilisis del gen ribosomal 18S realizado por Sketikova
etal. (2001).
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6. CONCLUSIONES

1. La laguna de Tres Palos Gro. constituye la segunda localidad registrada en México
para P. chamelensis y se establecen como nuevos huéspedes para esta especie a

Eleotris picta y Ariopsis guatemalensis.

2. Se amplian los intervalos de medidas de algunas caracteristicas de P. chamelensis
modificando la descripcion de algunas estructuras, particularmente la carencia de

esfinter vaginal y de ramas uterinas diferenciadas.

3. Se registra por primera vez un miembro del género Proteocephalus en Leptodeira

annulata, cuya morfologia sugiere que puede tratarse de una especie no descrita.

4, Las relaciones entre algunas especies de proteocefalidos generadas a partir del analisis
de un fragmento del gen ribosomal 288, nos sugieren la colonizacién de este grupo de
parasitos a huéspedes serpientes en mas de una ocasidn, el inadecuado criterio de
utilizar al huésped en la clasificacion de estos pardsitos y la ocurrencia de algunas
afinidades entre especies, en particular aquellas de distribucién Paledrtica que han sido
sugeridas por algunos autores (Zehnder y Mariaux, 1999) como un grupo dentro del

género.

5. El analisis del extremo 5° del gen Ribosomal 28s de algunas especies pertenecientes a
los géneros Ophiotaenia y Proteocephalus mostré que no existe suficiente evidencia a
este nivel para considerarlos de manera independiente, por lo que se apoya la propuesta
de algunos autores para establecer a Ophiotaenia como sinénimo de Proteocephalus,
con base en la carencia de evidencia morfolagica, fisioldgica y ontolégica, como lo
sefialan Brooks, (1978), de Chambrier (1989 a y b) y Garcia-Prieto, (1993).
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7. APENDICES

Apéndice 1. Técnicas de tincidn empleadas en el estudio morfométrico.

Hematoxilina de Delafield.

Técnica:

Lavar en alcohol al 70%

Hidratar en alcoholes graduales 50% y 25% durante 10 minutos c/uno

Teiiir durante 10 minutos aproximadamente
Diferenciar en agua acidulada hasta tornar un color rosa palido

Lavar en agua destilada por 10 minutos

Virar con agua de la llave agregando gotas de carbonato de litio hasta virar a un

color azul

Lavar en agua destilada por 5 minutos

Deshidratar en alcoholes graduales durante 10 minutos cada uno y por veinte

minutos en alcohol absoluto
Aclarar en salicilato de metilo

Montar en preparacion con balsamo de Canada

Paracarmin de Mayer

Técnica:

Lavar los organismos en alcohol al 70%

Lav~r er aizohol al 96% durante 10 minutos

Teiiir con el colorante

Lavar con alcohol al 96% 4

Diferénciar en aléohol acidulado hasta tornar un color rosa palido
Lavar en alcohol al 96% durante 1 a 2 minutos

Deshidratar en alcohol al 100% durante 15 minutos

Aclarar en salicilato de metilo

Montar en preparacion con Balsamo de Canada
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Tricrémica de Gomori

Técnica:

Lavar los organismos en alcohol al 70% por 10 minutos

Lavar en alcohol al 96% durante 10 minutos

Teiiir en el colorante durante 10 minutos aproximadamente
Diferenciar en alcohol acidulado hasta distinguir los tres colores
Lavar en alcohol al 96% durante 5 minutos

Aclarar en salicilato de metilo

Montar en preparacion con Balsamo de Canada
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especies de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en

negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucleétidos, los guiones (-)

insertos.
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especies de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en
negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucleétidos, los guiones (-)

insertos. Continuacion
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especies de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en

negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucledtidos, los guiones (-)

insertos. Continuacion
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especies de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en

negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucledtidos, los guiones (-)

insertos. Continuacion
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especieé de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en

negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucleétidos, los guiones (-)

insertc . Continuacion
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de las especies de Proteocephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en

negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucledtidos, los guiones (-)

insertos. Continuacion
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias del gen ribosomal 28S de fas especies de Protescephalus y Ophiotaenia. Los nombres de las especies en
negritas indican las secuencias obtenidas de las especies colectadas en Tres Palos, Gro. Los puntos (.) indican mismos nucledtidos, los guiones (-)

insertos. Continuacion
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Apéndice 3. Matriz de distancias entre especies de los géneros Ophiotaenia y Proteocephalus. Las especies en negritas corresponden a las colectadas en
Tres Palos, Gro.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 Acanthotaenia sp -

2 0 eurcpaea 0.09635 -

3 0 gallardi 0.11452 0.08895 -

4 0 grandis 0.11047 0.08271 0.08725 -

5 0 jarara 0.10269 0.07349 0.06900 0.05464 -

6 O ophiodex 0.11148 0.07921 0.07866 0.07429° 0.05711 -

1 O paraguayensis 0.09546 0.02000 0,09348 0.08223 0.07493 0.08350 -

8 Proteocephalus sp 0.11468 0.01438 0.10288 0.09540 0,08822 0.09385 0.03412 -

9 O sanbernardinensis 0,09023 0.02002 0.09046 0.07714 0.06984 0.07953 0.01006 0.03409 -
10 P ambloplitis 0.10347 0.01600 0.09057 0.08610 0.07482 0.0776% 0.02710 0.02991 0.02909 -
11 P chamelensis Ch 0.11430 0.03796 0.10595 0.09688 0.08172 0.09325 0.04513 0.05249 0.04610 0.03512 -
12 P chamelensis Tp 0.14612 0.06602 0.13563 0.12553 0.10907 0.11780 0.07343 0.07726 0.07443 0.06314 0.02674
13 P filicollis 0.11371 0.11722 0.12760 0.12999 0.11520 0.12435 0.11678 0.13181 0.11573 0.11551 0.13350
14 P hemioliopteri 0.09684 0.08470 0.09987 0.09727 0.08089 0.08801 0.08596 0.09839 0.08293 0.09286 0.09488
15 P hobergi 0.15935 0.11720 0.15365 0.14365 0.12875 0.14133 0.11284 0.13276 0.11185 0.11376 0.12833
16 P macrocephalus 0.11715 0.12165 0.13217 0.13257 0.12072 0.12792 0.12121 0.13610 0.12010 0.11975 0.13999
17 P midoriens 0.11195 0.12258 0.14428 0.14245 0.13158 0,13881 0.12315 0.13623 0.12109 0.12173 0.14094
18 P neglectus 0.12543 0.12356 0.15508 0.1490/ 0.12959 0.14582 0.12202 0.13974 0.12212 0.12717 0.14310
19 P osculatus 0.10773 0.11151 0.13194 0.13020 0.11243 0.12039 0.11203 0.12967 0.11198 0.10862 0.12370
20 P percae 0.10159 0.11120 0.13257 0.12879 0.11411 0.12510 0.10972 0.12853 0.10763 0.10830 0.12143
21 P perplexus 0.10227 0.01806 0.08617 0.07302 0.06158 0.,07222 0.02903 0.03086 0.03004 0.02211 0.03796
22 P pirarara 0.08959 0.06832 0.09911 0.08792 0.07045 0.08528 0.06471 0.08251 0.06473 0.07483 0.08454
23 P plecoglos 0.10085 0.10457 0.12442 0.12764 0.10759 0.12400 0.10620 0.12188 0.10307 0.10679 0.12311
24 P exiquus 0.09872 - 0.09830 0.12181 0.12217 0.10429 0.12045 0.09879 0.11540 0.09781 0.09952 0.11669
25 P pollanico 0.10676 0.10506 0.12882 0.13015 0.11228 0.12643 0.10672 0.12241 0.10573 0.10743 0.12357
26 P renaudi 0.12854 0.06599 0.10673 0.10719 0.09335 0.10607 0.07435 0.08015 0.07329 0.06528 0.08100
27 P sp (larva) 0.10414 0.016%5 0.08926 0.09060 0.07358 0,08051 0.02803 0.03083 0.03000 0.01097 0.03794
28 P tetrastomus 0.09738 0.09888 0.12259 0.12291 0.10708 0.11925 0.10051 0,11604 0.09745 0.10122 0.11833
29 p torulosus 0.10238 0.11070 0.13225 0.12949 0.11483 0.12480 0.11039 0.12831 0,10835 0.1091S 0.12103
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Apéndice 3. Matriz de distancias entre especies de los géneros Ophiotaenia y Protéocephalus. Las especies en negritas corresponden a las colectadas en
Tres Palos, Gro. Continuacion
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24

0.00704
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14
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0.12448
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C OO OO OO OoODOoOOoCDCOO0O

26

0.06610

OO OO O OO0 OO0O OO0
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.04842
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.04937

21
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18

.05571
.04625
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OO0 OO0 OO OO
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.04141
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20

.10540

10434

.02521
.02212
.02917
.12532
.10713
.02009
.00000

L= = o= I = T e Y - B Y o )

21
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22
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