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de un árbol de especies, (b) filogenia reciproca entre hospedero-parásito, y (c) 
clado de organismos divergiendo en función de eventos vicariantes. Tomado y 
modificado de Page & Charleston (1998). 

 
Figura 2.  Filogenia en escala de tiempo de marsupiales didélfidos basada en análisis 
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hábitat reconstruido mediante un análisis de máxima verosimilitud. Los cuadros al 
final de las ramas muestran la distribución geográfica de los taxa actuales: la parte 
superior sombreada indica endemismo norteamericano, la parte inferior sombreada 
indica endemismo sudamericano y ambas partes sombreadas indican una 
distribución ambas partes del continente americano. Los círculos en los internodos 
indican la probabilidad de que el evento de cladogénesis ocurrió en Sudamérica 
(gris), o que fue resultado de la dispersión a través del Istmo de Panamá (blanco). 
Géneros representativos de los didélfidos se muestran a la derecha del árbol, de 
arriba hacia abajo: Thylamys, Gracilinanus, Chironectes, Marmosa, Monodelphis 
y Caluromys. Tomada y modificada de Jansa et al. (2013).       

 
Figura 3.  Parte de la hipótesis filogenética de la familia Didelphidae en la que se resaltan las 

relaciones filogenéticas entre Didelphis marsupialis, D. virginiana y P. opossum. 
Topología obtenida mediante análisis de parsimonia, máxima verosimilitud e 
inferencia bayesiana, a partir de la evaluación de cinco genes concatenados 
(BRCA1+DMP1+IRBP+vWF+RAG1; 7320 pb). Valores de soporte indicados con 
un circulo en cada nodo. En gris se representan valores de bootstrap ≤75 % y en 
negro se representan valores de bootstrap y probabilidades posteriores ≥76 % o ≥ 
0.95 Tomada y modificada de Voss & Jansa (2009).  

 
Figura 4.  Distribución geográfica a nivel continental y Republica Mexicana de las especies 

D. marsupialis, D. virginiana y P. opossum. (Fuente: The IUCN Red List of 
Threatened Species, http://www.iucnredlist.org). 
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RESUMEN 
 
 

 La familia Didelphidae conforma un grupo monofilético que contiene 89 especies. 
Aproximadamente el 90% de éstas son endémicas de Sudamérica, aunque existen especies que 
tienen una distribución septentrional. En México, área donde convergen las regiones 
biogeográficas Neártica y Neotropical, habitan ocho especies de didélfidos, las cuales 
representan a siete de los 17 géneros de marsupiales en América (Marmosa mexicana, Tlacuatzin 
canecsens, Metachirus nudicaudatus, Chironectes minimus, Caluromys derbianus, Didelphis 
marsupialis, D. virginiana, y Philander opossum). Estas tres últimas especies presentan una 
amplia distribución y son relativamente abundantes en territorio nacional ocupando diferentes 
hábitats, por lo que su fauna helmintológica ha sido estudiada en algunas localidades. Sin 
embargo, en ningún estudio se ha abordado la diversidad genética de sus helmintos. Estas tres 
especies de marsupiales comparten al menos doce especies de helmintos, siendo parte de su 
fauna helmintológica principal y elementos muy importantes para estudiar diferentes aspectos de 
su historia evolutiva y biogeográfica, pues se ha referido en diversas ocasiones que el contenido 
de información que arrojan los organismos parásitos, pueden ser utilizados como herramienta 
para entender diferentes aspectos de la biología de sus hospederos. El presente trabajo se inserta 
precisamente en la idea de aportar información desde diversos puntos de vista, por ejemplo: 
diversidad genética, historia evolutiva y biogeográfica de tres de las doce especies de helmintos 
que comparten estas tres especies de marsupiales, estas son: el acantocéfalo 
Oligacanthorhynchus microcephalus, el trematodo Rhopalias coronatus y el nematodo Turgida 
turgida.  
  
 Los objetivos de esta tesis se fundamentan en probar la hipótesis de que los parásitos y 
los hospederos tienen una historia evolutiva común y que, el estudio de la diversidad genética de 
los parásitos, dará información importante sobre la propia historia de los hospederos a los que 
están asociados y lograr un mayor entendimiento, a través de la asociación hospedero-parásito de 
la historia evolutiva y biogeográfica de los hospederos. Los objetivos son: 1) determinar la 
variación genética entre los individuos de las tres especies de helmintos; 2) establecer criterios de 
delimitación de especies; y 3) identificar patrones y/o procesos evolutivos a partir del análisis de 
secuencias de ADN de distintas poblaciones de los helmintos que pudiesen corresponder con las 
relaciones filogenéticas o geográficas de sus hospederos.  
 
 Entre agosto del 2011 y agosto del 2014 se recolectaron 68 tlacuaches (20 D. marsupialis, 
33 D. virginiana y 15 P. oposum), en 18 localidades, en ambas regiones biogeográficas de 
México. Todos los helmintos fueron recuperados de distintos órganos de sus hospederos y 
procesados para su estudio morfológico. En particular, las tres especies de helmintos en las que 
se centra la tesis, y que son de las más frecuentes y abundantes de cada phylum, se procesaron 
para un estudio de diversidad genética. A continuación se mencionan brevemente los resultados 
obtenidos, seccionados en tres capítulos.  
 
 En el capítulo I se estableció la composición helmintológica de las especies D. 
marsupialis, D. virginiana y P. opossum, a partir del esfuerzo de muestreo mencionado 
anteriormente, al que se sumaron todos los registros previos para estos hospederos en México. 
En este estudio se obtuvieron nueve registros nuevos de helmintos y 66 registros de localidades 
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nuevas. Asimismo, se adicionó el registro de la especie de trematodo Brachylaima didelphus a la 
composición de la helmintofauna de estos didélfidos en México. 
 
 En el capítulo II se evaluó la variación genética del acantocéfalo Oligacanthorhynchus 
microcephalus. En total, 81 acantocéfalos fueron obtenidos de ocho localidades del centro y 
sureste de México. Se obtuvieron secuencias de dos marcadores moleculares: citocromo c 
oxidasa subunidad 1 y la subunidad ribosomal mayor (cox 1 y rRNA 28S, respectivamente), con 
los cuales se realizaron análisis filogenéticos individuales para cada gen y el combinado de 
ambos genes. Adicionalmente, se estimaron las distancias genéticas para cada gen. Los análisis 
genéticos y la evidencia morfológica, permitieron identificar dos linajes que pudieran representar 
especies independientes. No obstante, para reforzar estos resultados, se requiere de un muestreo 
que comprenda un mayor rango de distribución latitudinal (incluyendo la localidad tipo) de esta 
especie.  
 
 En el capítulo III se aborda el aspecto de delimitación de especies de dos helmintos 
(Rhopalias coronatus y Turgida turgida), asociados a tres especies de marsupiales distribuidos 
en México. Se obtuvieron secuencias del marcador cox 1, para ambos casos, así como la región 
completa de los espaciadores internos de la transcripción (ITSs) para R. coronatus y la subunidad 
ribosomal menor (rRNA 18S) para T. turgida, con las cuales se realizaron análisis filogenéticos 
moleculares, para matrices individuales y concatenadas, con el objetivo de detectar linajes dentro 
de lo que se consideran especies únicas. Asimismo, se estimaron las distancias genéticas para 
cada marcador y se construyeron redes de haplotipos a partir de las matrices mitocondriales para 
re-evaluar el límite entre las especies filogenéticas y proponer escenarios de especiación, los 
cuales pudiesen corresponder o no, con las relaciones filogenéticas de los hospederos o bien, con 
su distribución geográfica. Los resultados permitieron identificar dos linajes en cada una de las 
especies bajo estudio. Sin embargo, en ninguno de los casos se observa correspondencia con la 
especie de hospedero, es decir, que en este sistema hospedero-parásito, no es la filogenia de los 
hospederos la que influye en la filogenia de sus parásitos. Sin embargo, cada uno de los linajes 
identificados muestran una correspondencia de distribución geográfica con sus particularidades. 
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ABSTRACT 
 
 

 The family Didelphidae comprises a monophyletic group containing 89 species. About 
90% of these are endemic to South America, though they are species with a septentrional 
distribution. Mexico, where the Neartic and Neotropical biogeographic regions converge, is 
inhabited by eight species of didelphids, which represent seven of the 17 genera of marsupials in 
America (Marmosa mexicana, Tlacuatzin canecsens, Metachirus nudicaudatus, Chironectes 
minimus, Caluromys derbianus, Didelphis marsupialis, D. virginiana, y Philander opossum). 
These three last species present a wide distribution and are relatively abundant in Mexican 
territory, ocupying different habitats, and their helminthologic fauna has been studied in some 
localities. However, no study has been made concerning the genetic diversity of their helmith 
parasites. These three marsupial species share at least twelve helminths species, which are part of 
ther main helminthologic fauna and very important elements to study aspects of their evolutive 
and biogeographic history, being that it has been referred in diverse ocasions that the information 
obtained from parasite organisms can be used as a tool to understand different aspects of the 
biology of their hosts. This work focuses precisely in the idea of presenting information from 
different points of view, for example: genetic diversity, evolutive and biogeographic history of 
three of the twelve helminth species that are shared by these three marsupial species, these are: 
acanthocephalan Oligacanthorhynchus microcephalus, trematode Rhopalias coronatus and 
nematode Turgida turgida.  
 
 These thesis objectives are founded in proving the hypothesis that parasites and hosts 
have a common evolutive history and that the study of the genetic diversity of the parasites gives 
important information about the history of the hosts they are associated to, thus achieving greater 
understanding, through the host-parasite association, of the evolutive and biogeographic history 
of the hosts. The objectives are: 1) determining the genetic variation between the individuals of 
the three species of helminths; 2) stablishing criteria for species delimitation; and 3) identifying 
patterns and/or evolutive processes from the annalysis of DNA sequences from different 
populations of the helminths that may correspond to the filogenetic or geographic relationshipsof 
their hosts. 
 
 Between August 2011 and August 2014, 68 opossums (20 D. marsupialis, 33 D. 
virginiana y 15 P. oposum) were collected in 18 localities in both biogeographic regions of 
Mexico. All the helminths were recovered from different organs of their hosts and processed for 
morphological studies. Particularly, the three species of helminths in which the thesis is centered, 
and that are the most frequent and abundant of each phylum, where processed for a genetic 
diversity study. Next, the obtained results are briefly mentioned, divided in three chapters. 
  
 In chapter I, the helminthological composition of the species D. marsupialis, D. 
virginiana and P. opossum was stablished from the sampling effort previously mentioned, to 
which all the previous registers for these hosts in Mexico where added. In this study, nine new 
registers of helminths were obtained and 66 registers from new localities. Also, the register of 
the trematode species Brachylaima didelphus was added to the composition on the helminth 
fauna of these didelphids in Mexico. 
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 In chapter II, the genetic variation of acanthocephalan Oligacanthorhynchus 
microcephalus was evaluated. A total of 81 acanthocephalans were obtained from eight localities 
of the center and southwest of Mexico. Sequences were obtained for two molecular markers: 
cytochrome c oxidase subunit 1 and the large ribosomal subunit  (cox 1 and rRNA 28S, 
respectively), with which individual phylogenetic analysis were performed for each gene and the 
combination of both genes. Aditionally, genetic distances were stimated for each gene. Genetic 
analysis and morphological evidence allowed the identification of two linages that may represent 
independent species. To reinforce these results, sampling from a greater latitudinal distribution 
range (including the type locality) is required. 
 
 In chapter III, species delimitation of two helminth species associated to three marsupial 
species distributed in Mexico (Rhopalias coronatus and Turgida turgida) is evaluated. 
Sequences were obtained for the cox 1 marker for both cases, as well as the complete region of 
the intern translation spaces  (ITSs) for R. coronatus and the small ribosomal subunit (rRNA 
18S) for T. turgida, with which molecular phylogenetic analysis were performed, for individual 
and concatenated matrixes, with the objective of detecting lineages within what are considered to 
be single species. Also, genetic distances were stimated for each marker and haplotype networks 
were constructed from the mitochondrial matrixes to reevaluate limits between phylogenetic 
species and propose speciation scenarios, which may or may not correspond with the 
phylogenetic realtionships of the hosts or with their geographic distribution. The results allowed 
the identification of two lineages in each of the species under study. However, in none of the 
cases a correspondence with the host species can be observed, meaning that, in this host-parasite 
system, it is not the philogeny of the hosts that influences the phylogeny of their parasites. 
Nevertheless, each of the identified lineages shows a geographic distribution correspondence 
with their particularities. 
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I. INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
 

Los parásitos son organismos abundantes y diversos. Algunos autores han estimado que 

al menos el 50% de las especies existentes tienen esta estrategia de vida (Brooks & Hoberg, 

2006; Nadler & Pérez-Ponce de León, 2011; Pérez-Ponce de León et al., 2011). Por ello es 

imprescindible incluir a este grupo de organismos en estudios de biodiversidad global. 

Asimismo, la interacción biológica hospedero-parásito es una de las más íntimas en la 

naturaleza, por lo que las alteraciones a cualquier nivel de una de las poblaciones implicadas, se 

refleja directamente en la otra (Brooks & McLennan, 1993). Además, se ha comprobado que los 

parásitos funcionan como indicadores biológicos de la biodiversidad contemporánea ya que 

proveen señales sobre la historia evolutiva y biogeográfica de otros organismos, de la estructura 

de los ecosistemas y de los procesos que subyacen a la diversificación de la vida (Brooks & 

Hoberg, 2000; Poulin & Morand, 2000, 2004; Brooks et al., 2001; Hudson et al., 2006; Hoberg 

& Brooks, 2008). Estas señales pueden ser inferidas considerando que la evolución de los 

organismos parásitos puede darse a tres niveles distintos dentro de la asociación; i.e. i) 

organismo-gen; ii) hospedero-parásito y; iii) área-organismo (Page & Charleston, 1998) (Figura 

1). 

Figura 1. Asociaciones históricas entre genes, organismos y áreas: (a) árbol de genes dentro de un árbol de 
especies, (b) filogenia reciproca entre hospedero-parásito, y (c) clado de organismos divergiendo en función de 
eventos vicariantes. Tomado y modificado de Page & Charleston (1998). 

Organismo 

Gen Organismo 

Hospedero 

Parásito 

Área 

(a) (b) (c) 

Tiempo 
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 De manera particular, los helmintos son organismos parásitos, metazoarios, con aspecto 

vermiforme, que no forman un grupo monofilético, ya que los cuatro phyla que los constituyen 

no están relacionados filogenéticamente, éstos son: Platyhelminthes (gusanos planos), 

Acanthocephala (gusanos con cabeza espinosa), Nematoda (gusanos redondos) y Annelida 

(Hirudinea) (gusanos segmentados). La mayoría de las especies poseen ciclos de vida complejos 

que involucran uno o más hospederos intermediarios, aunque existen especies con ciclo de vida 

directo.  

De acuerdo a estimaciones (v. gr. Hugot et al., 2001; Poulin & Morand, 2004), el número 

de especies de helmintos parásitos de vertebrados varía entre 23,670 y 52,000, con 

aproximadamente 13,570–40,000 especies de platelmintos, 8,400–10,500 nematodos, más de 

1,200 acantocéfalos y alrededor de 400 anélidos (hirudíneos). Recientemente, con el uso masivo 

de secuencias de ADN y los avances metodológicos de análisis de este tipo de datos, se ha 

incrementado substancialmente el descubrimiento de nuevas especies de helmintos y propuesto 

complejos de especies cripticas (morfológicamente indistinguibles, pero genéticamente 

diferentes), mostrando una subestimación en la riqueza de especies de helmintos (Pérez-Ponce de 

León & Nadler, 2010; Nadler & Pérez-Ponce de León, 2011). 

Estrategias metodológicas para la delimitación de especies de helmintos 

La especie es considerada como una entidad real en la naturaleza y es la unidad básica 

para medir y clasificar la diversidad biológica, la cual incluye la variedad de ecosistemas, de 

poblaciones y la variación genética entre y dentro de especies, tanto en poblaciones geográfica y 

genéticamente separadas como a nivel de individuos dentro de cada población (Domínguez-

Domínguez & Vázquez-Domínguez, 2009). Por ello, la especie es la unidad conceptual en la 

cual se construyen teorías sobre mecanismos y procesos evolutivos (Poulin & Morand, 2004). 
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No obstante, diferentes grupos de organismos poseen distintas propiedades biológicas, 

ecológicas e históricas, lo cual ha originado que la unidad básica en cada uno de ellos, 

denominadas por todos “especie”, no pueda ser comparable entre sí, derivando en distintas 

propuestas de conceptos de especie (Mayden, 1997; Cracraft, 2000; de Queiroz, 2005; Wilkins, 

2009, 2011). Asimismo, además de conceptualizar el término “especie” desde el punto de vista 

teórico, es de suma importancia poder reconocer y delimitar a las especies en la práctica. Por otra 

parte, es bien sabido que el proceso por el cual surgen nuevas especies, llamado especiación, 

vincula los procesos microevolutivos con los patrones macroevolutivos (Cuadro 1), por lo que 

para su análisis se debe hacer uso de diferentes herramientas, tales como: morfología, ecología, 

paleontología, genética, sistemática, entre otras. En este contexto, actualmente se explora la 

información genética como una nueva arista de los organismos parásitos. Este tipo de 

información en la interfaz entre poblaciones y especies es de gran utilidad para alcanzar el 

objetivo de delimitación de especies, ya que desde la más amplia perspectiva de la teoría 

evolutiva dicho objetivo se circunscribe en comprender los procesos y patrones evolutivos, y 

debe ser considerado un requisito previo para subsecuentes estudios de especiación y 

biodiversidad (Nadler, 2002; Sites & Marshall, 2003). 

Cuadro 1. Procesos que operan dentro de la microevolución 

 

Proceso Descripción Referencia 
Mutación Cualquier cambio en la secuencia de nucleótidos del ADN de un 

gen determinado.   
Berry & Barbadilla 
(2000) 

Flujo génico  También llamado migración, es el desplazamiento de alelos desde 
una población a otra. 

Berry & Barbadilla 
(2000) 

Deriva genética Fluctuaciones impredecibles en las frecuencias alélicas de una 
generación a la siguiente por eventos azarosos. Es más probable que 
ocurra en poblaciones pequeñas. 

Campbell & Reece 
(2009) 

Selección 
natural 

Proceso en el que organismos con ciertas características heredadas 
tienen más probabilidad de sobrevivir y reproducirse que 
organismos con otras características. 

Campbell & Reece 
(2009) 
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En la necesidad de describir nuevas especies de parásitos metazoarios; los taxónomos 

contemporáneos han optado por la utilización de nuevas herramientas (principalmente la 

utilización de secuencias de ADN) que auxilien en la identificación y delimitación de especies. 

Por esta razón, la molécula de ADN puede brindar información taxonómica y evolutiva 

(Caujape-Castells et al., 2003). Una de las ventajas en la utilización de secuencias de ADN es 

que representan otra fuente alternativa de variación de los organismos (Bapteste et al., 2002), en 

comparación con los caracteres morfológicos, los cuales pueden ser escasos debido a la pérdida 

de estructuras que se presume han sufrido los helmintos como resultado de su vida parásita (Xiao 

et al., 2005), así como variación fenotípica asociada a la distribución geográfica u hospedatoria, 

resultando en una errónea identificación (Eaton et al., 2010). 

La delimitación de especies de helmintos (incluyendo las especies crípticas), es 

importante para entender, interpretar e integrar diversos mecanismos y procesos evolutivos que 

se han dado a lo largo de su propia historia evolutiva, misma que es influenciada por las 

asociaciones que establecen con sus hospederos (Brooks & McLennan, 1993; Huelsenbeck et al., 

2001; Rosenberg & Nordborg, 2002). A continuación se señalan algunas estrategias 

metodológicas para el reconocimiento y delimitación de especies en helmintos.  

Morfología 

El reconocimiento de las especies se basa en emplear rasgos morfológicos para excluir o 

incluir individuos a ciertas entidades biológicas. El tipo de reconocimiento a través de cualquier 

característica morfológica se conoce como concepto linneano o morfológico de especie 

(Mayden, 1995). Generalmente, este tipo de caracteres se relacionan con el método fenético, el 

cual tiene como objetivo agrupar con la mayor cantidad de caracteres independientemente de su 

relación ancestro-descendiente. Es decir, formar agrupaciones de acuerdo con la similitud de una 
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gran cantidad de caracteres morfológicos (Sneath, 1976). Además, la variación morfológica de 

los parásitos esta asociada principalmente a tres aspectos: i) a la amplia distribución geográfica 

de sus hospederos, ii) a que se encuentran en diferentes hospederos y iii), a las condiciones 

ecológicas específicas en donde se desarrollan, por lo que se puede generar arbitrariedad en 

proponer grupos naturales (Hanzelová et al., 2005). No obstante, dentro de esta herramienta se 

han desarrollado distintas maneras de analizar los caracteres morfológicos para la delimitación 

de especies de helmintos. 

Morfología descriptiva 

Desde sus comienzos, la morfología se centró en la descripción de la estructura 

observada: células, tejidos, órganos, dimensiones, formas y las relaciones entre ellas, etc. Las 

comparaciones entre grupos o poblaciones están basadas en el análisis de las diferencias de sus 

dimensiones lineales, ya que éstas permiten (frecuentemente) observar la variación 

intraespecífica y la distinción entre especies relacionadas.  

Por otra parte, la morfometría de los organismos también incluye estudios basados en el 

análisis estadístico univariado de datos lineales de estructuras macroscópicas (Tatlisumak et al., 

2008; Wahl, 2009). En los últimos años, con los avance de la microscopía, se ha obtenido una 

mayor cantidad de características morfológicas que han permitido la delimitación de especies (v. 

gr. Bertoni-Ruiz et al., 2011; López-Caballero et al., 2009, 2013). Del mismo modo, con el 

avance estadístico y computacional, el estudio descriptivo pasó a la cuantificación y adquirió 

términos de mayor complejidad, donde no sólo se busca comparar parámetros entre grupos de 

estudio y control, sino que además se intenta hallar relaciones entre éstos, a manera de establecer 

asociaciones que permitan explicar todas las diferencias observadas y descubrir patrones de 

variación morfológicos intra e intergrupales. Como resultado, se comenzaron a utilizar los 
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análisis estadísticos multivariados, entre los más comunes: el análisis de componentes 

principales y de variables canónicas (Adams et al., 2004;  Hanzelova et al., 2005; Havertkost & 

Gardner, 2008; Pinacho-Pinacho et al., 2012).  

Morfometría geométrica 

La morfometría geométrica se ha convertido en las últimas décadas en una herramienta 

fundamental para el estudio de estructuras fenotípicas ya que proporciona detalles más exactos 

que la morfometría lineal. Su principal innovación teórica radica en un cambio rotundo en la 

aproximación al tamaño y la forma de las estructuras bajo estudio. En lugar de enfocarse en el 

análisis multivariado de un conjunto de medidas lineales entre puntos morfométricos, esta 

herramienta propone estudiar los cambios en el tamaño y forma a partir de un conjunto de puntos 

anatómicos de referencia (landmarks). La relación espacial en dos o tres dimensiones de estos 

puntos siempre se conserva a lo largo de todo el análisis, lo que permite “reconstruir” con mayor 

precisión el tamaño y forma del ejemplar estudiado (Van Der Molen et al., 2007). Sin embargo, 

su principal limitante es que requiere de un gran número de individuos para su estudio, lo cual a 

veces no se tiene en estudios helmintológicos. Además, el estudio de la morfometría geométrica 

ha sido mayormente utilizado en grupos de parásitos que poseen un cuerpo o estructuras 

esclerosadas, como ácaros y garrapatas, a diferencia de los protozoarios y helmintos, quienes 

están sujetos a modificaciones morfológicas por su cuerpo blando, lo cual puede influir en las 

dimensiones morfológicas de los ejemplares y por lo tanto en los resultados y análisis 

posteriores.  

Ecología 

El concepto ecológico de especie, lo definió Van Valen (1976) como: linaje o un 

conjunto estrechamente relacionado de linajes, que ocupan una zona adaptativa mínimamente 
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diferente del resto de los linajes de su área de distribución. La forma de reconocer y delimitar a 

las especies mediante esta estrategia metodológica es correlacionando las condiciones y los 

recursos del ambiente con ciertas características adaptativas, generalmente morfológicas, de cada 

una de las poblaciones (Cerritos-Flores, 2007). Por lo tanto, la aplicación de este concepto al 

estudio de los helmintos, podría significar que cada especie de hospedero, al representar una 

zona adaptativa distinta, albergaría una especie distinta de parásito. Además, con el estudio de 

nuevas fuentes de información (como la genética), se ha evidenciado que esto no siempre se 

encuentra en la naturaleza, ya que se ha documentado que la misma especie puede adquirir 

formas distintas en su morfología dependiendo del hospedero que parasite (Hanzelová & Scholz, 

1999), un fenómeno que podría llevar a sobreestimar el número de especies presentes en 

determinado ecosistema. Hoy en día, la ecología (como estrategia metodológica) es más utilizada 

como un argumento a favor para explicar posibles factores que estén favoreciendo en la 

diferenciación poblacional o en su caso, a la especiación.  

Marcadores moleculares (secuencias de ADN) 

En los últimos años, los caracteres moleculares de regiones codificantes y no codificantes 

de ADN, han contribuido en mayor medida al avance de las reconstrucciones filogenéticas y en 

la identificación y delimitación de especies. La aplicación de métodos para evaluar la 

información que proporciona la molécula del ADN en estudios de taxonomía y sistemática de 

helmintos se ha generalizado con el surgimiento y consolidación de la sistemática molecular 

(Vilas et al., 2005).  

Por su parte, la utilización de secuencias de ADN confiere ciertas ventajas sobre otro tipo 

de información, principalmente en obtener y evaluar un alto número de caracteres 

potencialmente informativos. No obstante, un paso previó a la evaluación de secuencias 
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codificantes, es el correcto alineamiento de las secuencias de ADN para cumplir con la premisa 

de homología requerida a cada uno de los caracteres que van a ser analizados (Catalán-

Rodríguez, 2001). 

Actualmente, los marcadores moleculares más utilizados para la delimitación de especies, 

son los mitocondriales (ADNmt), debido a que esta molécula se hereda por vía materna y no 

presenta recombinación por lo que se considera como un solo locus, lo que significa que todos 

los genes presentes en el genoma mitocondrial comparten una historia evolutiva sin importar que 

éstos tengan diferentes tasas de sustitución  (Ballard & Whitlock, 2004). Diversos estudios 

moleculares han sido realizados utilizando secuencias de ADNmt para la delimitación de 

especies de parásitos (v. gr. León-Règagnon, 2010; Razo-Mendivil et al., 2010). Sin embargo, el 

uso exclusivo de ADNmt puede ser arriesgado, ya que implica un único locus, el cual puede estar 

sujeto a selección, puede presentar introgresión o puede que no sea posible identificar su 

dispersión entre poblaciones como consecuencia de diferencias entre especies, además de que el 

uso de un criterio de distancia genética “yardstick” puede ser arbitrario para delimitar especies, 

aunque sea utilizado como un enfoque prospectivo (Nadler & Pérez-Ponce de León, 2011 y 

referencias ahí mencionadas). Por ello, cada vez con más frecuencia se aplica el uso combinado 

y comparativo de genealogías obtenidas de datos de ADNmt y ADN nuclear (ADNn).  Este tipo 

de análisis permite reforzar la delimitación de poblaciones y/o especies donde se presume que no 

existe un único linaje, encontrando evidencia congruente entre los marcadores moleculares 

utilizados.  

Nueva Taxonomía 

Dentro de esta visión se encuentran iniciativas tales como la “Taxonomía del ADN” 

(DNA Taxonomy) (Tautz et al., 2003; Blaxter, 2004) y el “Código de Barras de ADN” (DNA 
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barcoding) (Hebert et al., 2003). La primera de éstas no ha sido del todo aceptada ya que 

propone que la identificación y clasificación de los organismos a una determinada especie ya no 

dependería de características morfológicas sino únicamente de las secuencias de ADN (Seberg et 

al., 2003). En cambio, el DNA barcoding se propone como herramienta complementaria a la 

taxonomía tradicional  para la identificación y delimitación de especies de helmintos de una 

manera rápida, precisa, automática y universal a partir de un marcador molecular estandarizado 

de ADNmt (≈648 pb) (Padial & De la Riva, 2006). Este marcador molecular corresponde a un 

mismo locus localizado en el gen de la citocromo c oxidasa I (COI), utilizado como un 

identificador único, un “código de barras”, el cual proporciona una alta resolución de distinción a 

nivel de especie (Hebert et al., 2003; Tautz et al., 2003). Asimismo, el DNA barcoding ha 

facilitado la identificación a nivel de especie de organismos en etapas larvales lo cual se dificulta 

mediante taxonomía tradicional, como sucede en el grupo de los helmintos (Gilmore et al., 

2009). Adicionalmente, mediante la utilización del Código de Barras de ADN se han logrado 

detectar señales de coevolución y/o de cambios de hospedero (host switching) en algunos 

sistemas hospedero-parásito (v. gr. Ricklefs et al., 2002; Johnson et al., 2003). 

Hasta la fecha se han propuesto tres aproximaciones para determinar y delimitar especies 

a partir de la utilización del DNA barcoding (Goldstein & DeSalle, 2011), éstas son: distancia o 

divergencia genética (yardstick) de la región control (Hebert et al., 2004); árboles filogenéticos 

(Elias et al., 2007); e identificación de caracteres sinapomórficos que podrían ser utilizados para 

la descripción y delimitación de las nuevas especies (Sass et al., 2007; Rach et al., 2008; 

Goldstein & DeSalle, 2011). 

Análisis filogenéticos 
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Actualmente, los análisis filogenéticos empleando caracteres moleculares, se han 

utilizado como estrategia para la delimitación de especies de helmintos ya que estos análisis 

permiten identificar la monofilia de un grupo sustentado por diversos caracteres sinapomórficos. 

Es decir, los fundamentos científicos del método cladístico están basados en métodos empíricos 

siguiendo las reglas de ancestría y descendencia agrupada por caracteres derivados compartidos. 

Recientemente, con el advenimiento de la incorporación de secuencias de ADN en helmintos, se 

han formulado hipótesis más robustas en estudios taxonómicos, ecológicos, filogenéticos, co-

filogenéticos, etc. De manera paralela, se ha enriquecido el entendimiento sobre el origen, 

radiación y evolución de los diferentes grupos (v. gr. Olson et al., 2001; Steinauer et al., 2005). 

Actualmente, se combinan caracteres morfológicos y moleculares para formular hipótesis 

filogenéticas entre organismos, para estimar la variación dentro de las poblaciones y/o para 

probar hipótesis de adaptaciones ecológicas. Sin embargo, es común observar incongruencias 

entre los análisis morfológicos y moleculares, generando controversias sobre qué tipo de datos 

pueden reforzar en mayor grado las hipótesis evolutivas (Hillis & Wiens, 2000). El principal 

argumento a favor de la utilización de caracteres moleculares es su propiedad de universalidad;  

por ejemplo, cuando se requiere comparar linajes que divergieron tempranamente, es casi 

imposible formular hipótesis de homología mediante morfología, en cambio, existen genes 

presentes en todos los organismos –como los ribosomales y mitocondriales– que pueden proveer 

de información para las reconstrucciones filogenéticas, donde los caracteres morfológicos son 

inaplicables (Avise, 1994). Asimismo, se puede obtener una gran cantidad de caracteres 

moleculares en contraste con los estudios morfológicos.  

Actualmente, la mayoría de trabajos publicados tienden (metodológicamente) a la 

utilización de análisis filogenéticos (parsimonia, máxima verosimilitud y/o inferencia bayesiana) 
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como herramienta para la delimitación de especies.  

Parsimonia 

La parsimonia ha sido durante mucho tiempo el principio metodológico más usado para 

inferir filogenias a partir de caracteres morfológicos (Lewis, 2001). En general, este principio se 

aplica seleccionando el árbol que minimice la longitud total (Swofford, 1998). En otras palabras, 

el principio de la parsimonia implica que todos los posibles caminos evolutivos que ha podido 

seguir un grupo natural, aquel que reconstruye su hipótesis filogenética por la vía más corta (el 

menor número de cambios evolutivos), es la que tiene más probabilidades de ser cierta. En este 

sentido, los parasitólogos han hecho uso de dicho principio con el objetivo de delimitar especies 

mediante el análisis de la morfología de ciertos grupos de parásitos, (v. gr. Pérez-Ponce de León 

& Brooks, 1995; León-Règagnon et al., 1996; Near et al., 1998). Sin embargo, el uso de 

caracteres morfológicos resulta ser poco útil debido a la mínima cantidad de información que 

puede ser incluida y evaluada en los análisis; además, se requiere de una basta experiencia en el 

grupo bajo estudio para reconocer caracteres morfológicos importantes y poder codificarlos y así 

obtener una hipótesis filogenética más robusta. 

Por estas razones, la utilización de secuencias de ADNmt en estudios filogenéticos con 

parsimonia, se ha generalizado debido a que poseen una tasa de mutación elevada permitiendo 

distinguir especies. No obstante, este tipo de estrategia metodológica también ha sido 

cuestionada debido a los fenómenos de saturación y de atracción de ramas largas, detectados en 

los análisis filogenéticos. El fenómeno de saturación se da principalmente en las terceras 

posiciones de un codón de una secuencia codificante, y es responsable en gran medida de la 

homoplasia (caracteres compartidos que no son producto de la ancestría). Mientras que el efecto 

de atracción de ramas largas es la tendencia a unir taxa terminales que presentan ramas largas (un 
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número alto de cambios similares que han adquirido independientemente), especialmente si estos 

taxa están situados en clados muy próximos, conduciendo a la obtención de reconstrucciones 

falsas (Catalán-Rodríguez, 2001; Bergsten, 2005; Rubinoff & Holland, 2005). Estos fenómenos 

son resultado de que el principio de parsimonia supone que todos los linajes evolucionan a la 

misma tasa y que todas las mutaciones contribuyen de igual manera a la longitud de las ramas, 

además de que las sustituciones múltiples en sitios individuales y entre sitios tienen una tasa de 

heterogeneidad que el método no es capaz de corregir ya que no considera un modelo evolutivo. 

Por ello, algunas publicaciones en parasitología han optado por el análisis separado o combinado 

de otros marcadores moleculares, por ejemplo los nucleares: ITS's, 16S, 18S y 28S (v. gr. León-

Règagnon & Brooks, 2003; Rosas-Valdez et al., 2004; Oceguera-Figueroa et al., 2005; Sato et 

al., 2008). 

Máxima verosimilitud e Inferencia bayesiana  

 La máxima verosimilitud es un método de inferencia filogenética por medio del cual se 

evalúa una hipótesis evolutiva en comparación con otras, aceptando la hipótesis que maximice la 

probabilidad de observar los datos obtenidos (la de mayor probabilidad) (Eguiarte et al., 1997). 

Este método considera el ajuste entre un modelo de proceso evolutivo (las probabilidades de 

mutación de una base en otra, la importancia de la deriva génica, etc.); los datos (secuencias de 

ADN) y cada uno de los árboles filogenéticos posibles. Es decir, el objetivo de la máxima 

verosimilitud es inferir la historia evolutiva que es más consistente con el conjunto de datos 

observados bajo un modelo evolutivo que se estima a partir de los datos (Posada & Crandall, 

1998). Por su parte, la inferencia bayesiana determina la probabilidad posterior dada una 

probabilidad previa o a priori, una función de verosimilitud y ciertos datos, para lo que se utiliza 

el teorema de Bayes (Cummings et al., 2003). Este teorema combina la probabilidad previa de un 
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árbol con la verosimilitud para poder producir una probabilidad posterior, es decir, cuál es la 

probabilidad de que los árboles obtenidos sean correctos. Estima también la probabilidad 

posterior de la topología, de las longitudes de rama, así como los parámetros del modelo de 

substitución condicionado por los datos. Estos dos métodos generalmente se utilizan de manera 

simultanea con la finalidad de comparar las topologías arrogadas en los análisis y robustecer la 

hipótesis filogenética a considerar mediante el análisis de secuencias de ADNmt y ADNn (v. gr. 

Dorris et al., 2002; Pinacho-Pinacho et al., 2012).  

Filogeografía 

La filogeografía es una disciplina integrativa que estudia los principios y procesos que 

gobiernan la distribución geográfica de los linajes (Avise et al., 1987; Avise, 2000). Es decir, en 

la filogeografía se analizan genealogías genéticas para determinar el impacto de los eventos 

históricos en la composición y estructura genética de poblaciones actuales (incluyendo cómo 

estos eventos pueden haber sido influenciados por los mecanismos microevolutivos) 

(Domínguez-Domínguez & Vázquez-Domínguez, 2009). Es por ello que la filogeografía ha sido 

ampliamente utilizada para describir eventos históricos (v. gr. fragmentación de hábitats, 

expansión de distribución geográfica, migración, extinción de linajes génicos o especiación) 

(Hardy et al., 2002). Esta disciplina permite comparar patrones filogeográficos de especies o 

poblaciones co-distribuidas, formular hipótesis de eventos comunes como especiación o 

dispersión, así como identificar las causas geológicas, ecológicas o etológicas que pudieron 

haber influido en ellos (Arbogast & Kenagy, 2001; Zink, 2002; Lanteri & Confalonieri, 2003). 

Actualmente, existen varios estudios filogeográficos de especies de animales, basándose 

principalmente en secuencias de ADNmt, dado que presenta una alta tasa de mutación, no 

recombina y su herencia es matrilineal (Lanteri & Confalonieri, 2003). Cada secuencia de 
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ADNmt distinta entre los individuos de una población es conocida como haplotipo, los cuales 

son en su conjunto, los registros de la historia matrilineal de eventos mutacionales en una 

población bajo estudio (Domínguez-Domínguez & Vázquez-Domínguez, 2009). Este tipo de 

información ayuda a reforzar la delimitación de poblaciones y/o especies donde se presume que 

no existe un único linaje, por ejemplo en especies que tienen un rango amplio de distribución 

geográfica o en el caso de una especie de parásito que se encuentra en distintos hospederos. No 

obstante, debido al tipo de herencia del ADNmt y que corresponde a un solo locus, el cual puede 

estar sujeto a selección, puede implicar limitaciones al momento de hacer la reconstrucción de 

historias poblacionales y/o de especies (Avise, 2000, 2008; Vázquez-Domínguez et al., 2009). 

Por ello, es importante examinar otro tipo de genes (por ejemplo de ADN nuclear), para 

descartar la hipótesis alternativa de que la historia filogeográfica obtenida sea de la especie y no 

del gen (Avise, 2000).  

Coalescencia 

La teoría de la coalescencia es un modelo matemático retrospectivo de recién 

incorporación a la genética de poblaciones. Esta teoría tiene como fundamento estudiar y 

describir la forma en que los eventos genéticos que ocurren dentro de las poblaciones determinan 

la forma de la genealogía de genes y se basa en la hipótesis de que todos los individuos de una 

población natural coalescen (se unen) en un ancestro común (Hudson, 1998; Nordborg, 2000). 

Esta teoría relaciona los patrones de ancestría común entre una muestra de genes y el tamaño y la 

estructura de la población total (Kuhner, 2009). Es por ello que el tiempo de coalescencia para 

una muestra, será el tiempo de coalescencia de toda la población. A diferencia de los 

procedimientos tradicionales de la genética de poblaciones, la teoría de la coalescencia se apoya 

en un marco matemático, estadístico y probabilístico (Avise, 2000). Los procesos de 
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coalescencia garantizan conexiones filogenéticas entre los genotipos de una especie. En otras 

palabras, un evento coalescente ocurre cuando dos linajes de moléculas de DNA se fusionan en 

una sola molécula en algún tiempo pasado (Templeton, 2006). En este sentido, la coalescencia ha 

permitido la fusión conceptual y analítica de la genética de poblaciones y la filogenia, auxiliando 

en la delimitación de especies partiendo de la identificación de linajes reconocidos en un árbol de 

genes (Nielsen & Beaumont, 2009). Hoy en día, existen algunos trabajos parasitológicos (v. gr. 

Ceccarelli et al., 2012; Gebiola et al., 2012; Hambäck et al., 2013), en los que se han propuesto 

limites de especies y/o evidenciado complejos de especies cripticas mediante la aplicación de la 

coalescencia, utilizando el algoritmo matemático Generalized Mixed Yule-Coalescent (GMYC) 

(Pons et al., 2006). De manera particular en el campo de la helmintología y hasta el momento, 

existe un solo trabajo en el que se propone la delimitación de especies de un género de 

trematodos parásitos de peces dulceacuícolas de México, mediante la utilización del algoritmo 

GMYC (Martínez-Aquino et al., 2013). No obstante, esta estrategia metodológica esta siendo 

ampliamente aceptada por la comunidad científica debido a que estudios previos han identificado 

agrupaciones genéticas que generalmente corresponden  con sistemas de clasificación existentes 

(Monaghan et al., 2009); además de que resalta patrones de co-especiación entre parásitos y sus 

hospederos (Page, 2003; Hambäck et al., 2013); y tiene la capacidad de reflejar las relaciones de 

los organismos con su ambiente (Powell, 2012). 

 

Biología, ecología, sistemática y distribución geográfica de los hospederos 

De acuerdo con Wilson & Reeder (2005), la clase Mammalia con aproximadamente 

5,420 especies existentes, se clasifican en dos subclases: Prototheria y Theria. La primera incluye 

únicamente al orden Monotremata (monotremados o mamíferos ovíparos), mientras que la 
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segunda subclase esta conformada por las infraclases Metatheria (marsupiales o mamíferos 

vivíparos con marsupio) y Eutheria (mamíferos placentados), representando dos líneas evolutivas 

que divergieron durante el Jurásico inferior, hace ~199 millones de años (Ma) en lo que se 

conoce como Laurasia (Luo et al., 2003; Luo et al., 2011). Los fósiles más antiguos de 

metaterios basales fueron encontrados en Asia y corresponden al Cretácico superior, entre 99–65 

Ma (Cifelli & Davis, 2003; Luo et al., 2003; Kielan-Jaworowska et al., 2004). 

  Inicialmente todos los marsupiales estaban agrupados en el orden Marsupialia (Aplin & 

Archer, 1987; Marshall et al., 1990). Sin embargo, estudios filogenéticos morfológicos y 

genéticos han permitido clasificarlos en siete ordenes incluidos en dos grupos: Australidelphia o 

marsupiales australianos, con cuatro ordenes (Dasyuromorphia, Notoryctemorphia, 

Peramelemorphia, y Diprotodontia); y Ameridelphia o marsupiales americanos, con tres ordenes 

(Microbiotheria, Paucituberculata y Didelphimorphia) (Jansa & Voss, 2000; Amrine-Madsen et 

al., 2003; Voss & Jansa, 2003, 2005, 2009; Voss et al., 2004; Meredith et al., 2008; Jansa et al., 

2013).  

Se ha documentado que algunas familias de metaterios, junto con otros grupos de 

animales y plantas, se extinguieron durante los límites del Cretácico superior y el Paleógeno 

(Terciario inferior) (Vahugan et al., 2015). Algunos otros metaterios sobrevivieron a esta 

extinción masiva y estuvieron presentes en Norteamérica por lo menos hasta principios del 

Paleógeno, donde posteriormente se extinguieron por la radiación de los euterios (hace 20 Ma, a 

principios del Mioceno). Con base en registros fósiles que datan del Cretácico inferior, algunos 

autores (v. gr. Patton et al., 1996; Amrine-Madsen et al., 2003; Horovitz & Sánchez-Villagra, 

2003; Villa & Cervantes, 2003; Asher et al., 2004; Nilsson et al., 2004; Beck, 2008; Meredith et 

al., 2008), consideran que los metaterios se originaron en Norteamérica dispersándose 
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consecutivamente hacia Sudamérica durante el Cretácico, después a Australia, vía Antártica, a 

finales del Cretácico superior o Cenozoico inferior (Paleoceno), cuando no existía cubierta de 

hielo glaciar ya que hubo un aumento en la temperatura global y una disminución en el nivel del 

mar (Woodburne & Case, 1996; Muizon et al., 1997; Case et al., 2005). Las extensiones de tierra 

quedaron aisladas durante la mayor parte del Cenozoico por cuerpos marinos a lo que algunos 

autores le llaman “Splendid Isolation”, permitiendo la evolución separada de diversos metaterios 

(Simpson, 1980).  

 Actualmente, el orden Didelphimorphia esta representado por la familia Didelphidae 

Gray, 1821, cuyos fósiles más antiguos tienen una edad estimada de 5.3 Ma y se conocen de 

depósitos de inicios del Plioceno de Sudamérica (Brasil) y corresponden al género Didelphis 

(McManus, 1974; Cozzuol, 2006). La familia Didelphidae incluye a la mayoría de los 

marsupiales del Continente Americano con 89 especies, clasificadas en 17 géneros y en dos 

subfamilias (Voss & Jansa 2003; Wilson & Reeder, 2005). Aproximadamente el 90% de las 

especies son endémicas de Sudamérica; solo la especie Tlacuatzin canecsens es endémica de 

Norteamérica (Voss & Jansa, 2009). No obstante, esta familia ocupa el tercer lugar en riqueza a 

nivel continental, ya que existen diversas especies de marsupiales en el sur, centro y (en menor 

grado) al norte del continente americano (Voss & Jansa, 2003, 2009). Recientemente, Jansa y 

colaboradores (2013) realizaron un trabajo sobre la historia de la diversificación de los 

marsupiales actuales del nuevo mundo, donde apoyan que el ancestro común más reciente de 

este grupo data del Oligoceno inferior (26.3 Ma), y que la mayoría de las especies diversificaron 

en los bosques húmedos de Sudamérica hace 20 Ma hasta hace 3 Ma (inicios del Mioceno hasta 

el Pleistoceno) (Figura 2). La mayoría de las especies de didéfidos que actualmente se 

encuentran distribuidas en Centroamérica y Norteamérica lograron alcanzar estas latitudes como 
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resultado de la formación del Istmo de Panamá, por lo que se llevo a cabo el Gran Intercambio 

Biótico Americano (GABI, por sus siglas en ingles) (Woodburne, 2010; Jansa et al., 2013).  
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Figura 2. Filogenia en escala de tiempo de marsupiales didélfidos basada en análisis bayesianos con reloj molecular 
relajado. El color de las ramas indica el tipo de hábitat reconstruido mediante un análisis de máxima verosimilitud. 
Los cuadros al final de las ramas muestran la distribución geográfica de los taxa actuales: la parte superior sombreada 
indica endemismo norteamericano, la parte inferior sombreada indica endemismo sudamericano y ambas partes 
sombreadas indican una distribución ambas partes del continente americano. Los círculos en los internodos indican la 
probabilidad de que el evento de cladogénesis ocurrió en Sudamérica (gris), o que fue resultado de la dispersión a 
través del Istmo de Panamá (blanco). Géneros representativos de los didélfidos se muestran a la derecha del árbol, de 
arriba hacia abajo: Thylamys, Gracilinanus, Chironectes, Marmosa, Monodelphis y Caluromys. Tomada y modificada 
de Jansa et al. (2013).       
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Este evento geológico que comenzó hace ~10–7 Ma (finales del Mioceno) y que culminó 

con la interrupción total entre el Océano Pacífico y el Mar Caribe hace ~3–2.5 Ma (Plioceno), 

generó procesos de dispersión, extinción y reemplazo de especies continentales en ambos 

sentidos, ya que esta biota había estado aislada y evolucionando independientemente desde hace 

65 Ma (Coates et al., 2004; Bartoli et al., 2005; Kirby & MacFadden, 2005; Carrillo et al., 

2014). De manera particular, marsupiales del género Didelphis fueron los primeros en 

dispersarse de Sudamérica hacia el centro y norte del continente a mediados del Pleistoceno 

(0.8–1.0  Ma), durante el tercer episodio de migraciones que se tienen registrados en el GABI 

(Bell et al., 2004; Webb, 2006; Morgan, 2008; Woodburne, 2010). En este sentido, México 

fungió como corredor biológico para todas las especies que se dispersaron hacia el sur, tales 

como: roedores heterómidos, félidos, cánidos y otros carnívoros, tapires, pecaríes; y como 

receptor de especies que emigraron hacia el norte: roedores sigmodontidos, armadillos, monos y 

tlacuaches (Simpson, 1980; Stehli & Webb, 1985; Riddle et al., 2000). 

De acuerdo con Voss & Jansa (2009), los miembros de la familia Didelphidae muestran 

un amplio rango de hábitats, aunque presentan una mayor abundancia en zonas tropicales y 

subtropicales, adaptados principalmente a hábitats selváticos (donde ocupan una mayor 

diversidad de nichos). Su rango altitudinal va de los 0–3,400 msnm (Vaughan et al., 2000). Solo 

la especie Didelphis virginiana ha logrado adaptarse al clima templado, por lo que posee la 

distribución geográfica más septentrional (hasta el sureste de Canadá) (Wilson & Reeder, 2005). 

Asimismo, muestran un amplio rango en su tamaño corporal, desde muy pequeños (<10 g), hasta 

de talla mayor (>5000 g). Para estos mamíferos, la masa corporal y la ingesta de agua son los 

parámetros biológicos de mayor relevancia ya que están directamente relacionados con su 
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intervalo de dispersión, debido al elevado costo que la termorregulación significa para ellos y el 

éxito de lactancia de las crías (Bozinovic et al., 2005; McNab, 2005). Son de hábitos nocturnos 

y/o crepusculares, arborícolas o escansoriales. En cuanto a la alimentación, existen especies 

terrestres a las que se les considera omnívoras, otras arborícolas que son completamente 

herbívoras o frugívoras, y otras semiacuáticas predominantemente carnívoras o/e insectívoras 

(Vieira & Astúa de Moraes, 2003). Además, se ha documentado que la disposición de agua está 

directamente relacionada con en el éxito de lactancia, lo cual influye en su poder de dispersión 

(Krockenberger, 2006). Lo anteriormente expuesto muestra una clara dependencia de los factores 

ambientales que tienen estos marsupiales. 

De acuerdo con Ramírez-Pulido y colaboradores (2005), en México ocurren ocho 

especies de la familia Didelphidae, representando a siete de los 17 géneros de marsupiales 

americanos (Marmosa mexicana, Tlacuatzin canecsens, Metachirus nudicaudatus, Chironectes 

minimus, Caluromys derbianus, Didelphis marsupialis, D. virginiana, y Philander opossum). 

Cabe señalar que las especies de los géneros Didelphis y Philander son las que poseen mayor 

abundancia y distribución geográfica en nuestro país. 

Actualmente existen diversas hipótesis filogenéticas para esta familia de marsupiales. La 

primera de ellas fue realizada por Gardner (1973) con base en la anatomía y análisis de cariotipos 

de D. virginiana, D. marsupialis y D. albiventris, proponiendo que las dos primeras eran 

especies hermanas y este clado, hermano de D. albiventris. Posteriormente, estudios moleculares 

basados en secuencias de genes mitocondriales  y nucleares  han demostrado, además de la 

monofilia de la familia Didelphidae, que D. albiventris y D. marsupialis están filogenéticamente 

más relacionadas entre sí y D. virginiana es el taxón hermano del clado conformado por las dos 

primeras especies (Patton et al., 1996; Patton & Costa, 2003; Voss & Jansa, 2003, 2009). 
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Asimismo, se propone que los géneros Didelphis y Philander son clados hermanos que 

divergieron probablemente a inicios del Plioceno (Voss & Jansa, 2003, 2009; Jansa et al., 2013) 

(Figura 3).  

 

 

Género Didelphis Linnaeus, 1758 

Las especies que conforman a este género diversificaron a finales del Plioceno, hace 2.5 

Ma (Patton & Costa, 2003; Jansa et al., 2013). Cabe señalar que este género incluye a los 

marsupiales de mayor tamaño del Continente Americano (hasta 1m de longitud y 5 kg de peso). 

Poseen una cola larga, bicolor, desnuda y prensil, pelaje denso, pelo de guardia largo y de color 

blanco (Gardner, 1973). Las hembras se caracterizan por tener un marsupio bien desarrollado 

con 13 pezones arreglados en círculo (Nowak, 1999). El número cromosómico es 2n = 22 

(Patton et al., 1996). Este género es esencialmente euritópico por lo que se le conoce de 

diferentes maneras: tacuazin, comadreja, tlacuache, zarigüeya u opossum. Su distribución 

comprende desde el sureste de Canadá, la mayor parte de América del Sur (hasta el centro de 

Figura 3. Parte de la hipótesis filogenética de la familia Didelphidae en la que se resaltan las relaciones filogenéticas entre Didelphis 
marsupialis, D. virginiana y P. opossum. Topología obtenida mediante análisis de parsimonia, máxima verosimilitud e inferencia bayesiana, a 
partir de la evaluación de cinco genes concatenados (BRCA1+DMP1+IRBP+vWF+RAG1; 7320 pb). Valores de soporte indicados con un 
circulo en cada nodo. En gris se representan valores de bootstrap ≤75 % y en negro se representan valores de bootstrap y probabilidades 
posteriores ≥76 % o ≥ 0.95 Tomada y modificada de Voss & Jansa (2009).  
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Argentina) (Hall, 1981; Wilson & Reeder, 2005; Flores et al., 2007; Cerqueira & Tribe, 2008). 

Actualmente, el género Didelphis comprende seis especies reconocidas como válidas: D. 

albiventris que se distribuye en Colombia, Ecuador, Perú, Brasil, Bolivia, Paraguay, Uruguay y 

norte de Argentina; D. aurita que se encuentra en el este de Brasil, sureste de Paraguay y noreste 

de Argentina; D. imperfecta que ocurre en Venezuela (al sur del Orinoco), suroeste de Surinam, 

Guyana Francesa y el norte de Brasil; D. pernigra que se distribuye en los Andes de Colombia, 

Venezuela, Ecuador, Perú y Bolivia; D. marsupialis cuya distribución va desde el sureste de 

Tamaulipas en México, todo Centroamérica hasta Colombia, Venezuela, Ecuador, Perú, Bolivia 

y Brasil (Figura 4); por último, D. virginiana que se extiende desde el sureste de Canadá, a lo 

largo de la mayor parte de América del norte (excepto las Montañas Rocosas, el árido sureste de 

Estados Unidos, el centro-norte de México y Baja California), toda Centroamérica, hasta el norte 

de Costa Rica (ver Figura 4).  

En México, se distribuyen dos especies muy similares morfológicamente: D. marsupialis 

y D. virginiana (Villa & Cervantes, 2003). La primera de éstas, habita desde el sureste de 

Tamaulipas, extendiéndose a través de la vertiente del Golfo de México hasta el noreste de 

Oaxaca y todo el territorio chiapaneco así como en gran parte de la península de Yucatán; 

mientras que D. virginiana se encuentra en casi todo el territorio nacional excepto en el centro-

norte del país y península de Baja California (Aranda, 2000) (Figura 4). Cabe señalar que en 

nuestro país, D. marsupialis es simpátrica en toda su distribución con D. virginiana. Como 

resultado del sobrelapamiento geográfico y consecuentemente de nichos, ocasiona imprecisiones 

en la identificación específica debido a la amplia variación intraespecífica y geográfica que  

presentan las características morfológicas externas y diagnósticas de cada especie (Aranda, 

2000). Estudios recientes mediante la utilización de marcadores moleculares (genes 
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mitocondriales) evidencian que estas dos especies están genéticamente bien diferenciadas, 

independientemente de su distribución simpátrica (Cervantes et al., 2010).  

Género Philander Linnaeus, 1758 

Las especies del género Philander diversificaron casi al mismo tiempo que las del genero 

Didelphis. En general estas especies son de tamaño mediano, no llegando a superar el kilogramo 

de peso. Se les conoce de diversas maneras (cuatro ojillos, tlacuachillo, zorro-pelón o tlacuache 

de cuatro ojos). Estos nombres hacen referencia al par de manchas blancas que tienen por encima 

de cada ojo, características de los filandros. El pelo de estos animales es áspero, pardo-grisáceo u 

oscuro. La región ventral es de color amarillo grisáceo o amarillo pálido. La cabeza es grande en 

proporción al resto del cuerpo. Las orejas son largas, lanceoladas y desnudas. La boca es grande 

y armada con afilados dientes puntiagudos. Las extremidades son largas, delgadas y cubiertas de 

pelo de color más claro que el dorso. La cola puede llegar a medir más de la mitad de la longitud 

patrón del animal y está cubierta de pelo los primeros cinco o seis centímetros, desnudándose 

después y haciéndose escamosa. En general, los miembros del género no muestran un 

dimorfismo sexual tan evidente como en otros didélfidos y no siempre se cumple que los machos 

sean de mayor envergadura que las hembras. En las hembras, el marsupio está perfectamente 

desarrollado, al contrario que Metachirus nudicaudatus. El número de mamas varía entre cinco y 

nueve. Estos marsupiales son más afines ha habitar bosques tropicales y ocasionalmente, 

regiones arbustivas muy húmedas. Este género está constituido por siete especies 

taxonómicamente válidas: P. andersoni que se distribuye desde el sur de Venezuela, este de 

Colombia, Ecuador y Perú; P. deltae quien es endémica del delta del Río Orinoco en Venezuela; 

P. frenatus la cual ha sido registrada en el este de Brasil, Paraguay y norte de Argentina; P. 

mcilhennyi que habita hacia el centro de la cuenca del Amazonas de Perú y oeste de Brasil; P. 
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mondolfii que ocurre en Colombia, Venezuela y Bolivia; P. olrogi propia de la selva amazónica 

del este de Bolivia y Perú; y P. opossum quien posee la distribución más amplia de todas las 

especies del género, desde el noreste de México (estado de Veracruz), todo Centroamérica, hasta 

Bolivia y sureste de Brasil (Wilson & Reeder, 2005; Lew et al., 2006; Gardner, 2007; Patton & 

da Silva, 2007; Voss & Jansa, 2009). En territorio mexicano, P. opossum posee zonas de 

sobrelapamiento  con respecto a Didelphis marsupialis y D. virginiana (la mayor parte del 

sureste mexicano, (excepto la parte norte de la Península de Yucatán) (ver Figura 4).  

 Una de las consecuencias del sobrelapamiento geográfico que tienen estas tres especies 

de didélfidos en México es que ocupan nichos ecológicos muy similares, derivando en hábitos 

alimenticos comunes. Estos didélfidos considerados omnívoros (oportunistas), se alimentan 

principalmente de insectos, gusanos, lombrices, invertebrados acuáticos y hasta de pequeños 

vertebrados como roedores, aves, anfibios y reptiles. Asimismo, muestran cierto grado de 

sinantropismo (menor en P. opossum), por lo que pueden buscar su alimento en cultivos, 

criaderos de aves domésticas y basura. En este sentido, la gran diversidad de recursos 

alimenticios que poseen estos mamíferos son potencialmente atractivos para estudios 

parasitológicos, filogenéticos y/o filogeográficos, con el propósito de dilucidar la existencia de 

patrones o procesos evolutivos entre los parásitos y sus hospederos.  
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Figura 4. Distribución geográfica a nivel continental y Republica Mexicana de las especies D. marsupialis, 
D. virginiana y P. opossum. (Fuente: The IUCN Red List of Threatened Species, www.iucnredlist.org). 
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Estudios helmintológicos de Didelphis marsupialis, D. virginiana y Philander opossum en 

México. 

 Hasta la fecha, de las 525 especies de mamíferos silvestres que se tienen registradas para 

nuestro país (Ceballos et al., 2005), han sido estudiadas desde el punto de vista parasitológico 

únicamente 136 especies (25.9 %), en las que se han registrado 336 taxa de helmintos (53 

trematodos, 46 cestodos, 225 nematodos, 11 acantocéfalos y un hirudineo (García-Prieto et al., 

2012; Pérez-Ponce de León et al., 2011). Estos registros provienen de 241 localidades 

muestreadas de todos los estados de la República Mexicana, excepto Aguascalientes, que aún no 

cuenta con trabajos helmintológicos para este grupo de vertebrados (García-Prieto et al., 2012). 

 De manera particular, el estudio de la helmintofauna de didélfidos en México comenzó 

hace más de 80 años; no obstante, éste solo refería a nuevas especies (mediante taxonomía 

tradicional), así como registros aislados (v. gr. Caballero, 1937, 1951, 1958; Caballero et al., 

1944;  Monsiváis-Aguilar, 1958; Gutiérrez-Fuster, 1966; Miyazaki & Ishii, 1968; Lamothe-

Argumedo, 1978; Miyazaki et al., 1980; Lamothe-Argumedo et al., 1985; Prado-Ancona, 1993). 

Posteriormente, los esfuerzos se centraron en describir la helmintofauna de distintas especies de 

tlacuaches en alguna región determinada (v. gr. Cañeda-Gúzman, 1997), o en comparar la 

helmintofauna de una especie de didélfido en distintos puntos geográficos de nuestro país (v. gr. 

Monet-Mendoza et al., 2005). García-Prieto y cols. (2012), compilaron registros helmintológicos 

de vertebrados silvestres de México donde citan a los miembros de la familia Didelphidae. Para 

entonces, dichos autores enlistaron 63 taxa: 16 para D. marsupialis, 30 para D. virginiana y 17 

para P. opossum, colectados en localidades de 9, 14 y 4 estados de la República Mexicana, 

respectivamente. Dichos registros helmintológicos son producto de determinaciones 

taxonómicas. 
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 Recientemente, los avances en la obtención y métodos de análisis de datos moleculares 

(secuencias de ADN) han permitido realizar trabajos integrales sobre la determinación y 

delimitación de especies, así como la sistemática de helmintos parásitos de diversos grupos de 

vertebrados silvestres (v. gr. Pinacho-Pinacho et al., 2012, 2014; Martínez-Aquino et al., 2013). 

Además, han permitido formular e interpretar posibles escenarios sobre la historia evolutiva de 

éstos organismos con respecto a las asociaciones que guardan con sus hospederos (v. gr. Mejía-

Madrid et al., 2005; Martínez-Aquino et al., 2014). Sin embargo, hasta la fecha no se disponía 

con ningún trabajo sobre determinación especifica de helmintos parásitos de didélfidos y 

aspectos evolutivos en este sistema hospedero-parásito que 1) tratara aspectos sobre la 

delimitación de especies mediante la utilización de marcadores moleculares y, 2) abordara 

aspectos biológicos, ecológicos y evolutivos dentro de este sistema hospedero-parásito 

distribuidos en nuestro país.  

 Considerando el hecho de que la información aportada por los parásitos puede ser 

instrumental para entender diferentes aspectos de la propia biología de los hospederos, así como 

de su historia evolutiva y biogeográfica, en el presente trabajo se plantearon las siguientes 

hipótesis y objetivos con relación a las tres especies de helmintos que se abordan en este trabajo: 
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II. HIPÓTESIS 
 
 

1. Ho. Cada especie de helminto estará representada por un complejo de especies crípticas 

(morfológicamente indistinguibles pero genéticamente distintas). 

     Ha. Cada especie de helminto representará una entidad evolutiva independiente con base en 

caracteres morfológicos y genéticos. 

2. Ho. Las tres especies de didélfidos compartirán las mismas especies de helmintos, 

independientemente de sus relaciones filogenéticas y distribución geográfica. 

      Ha. Las tres especies de didélfidos tendrán su fauna helmintológica característica, 

independientemente de su distribución geográfica. 
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III. OBJETIVOS 
 
 
General 

Caracterizar genética y morfológicamente tres especies de helmintos compartidas entre tres 

especies de didélfidos distribuidos en México e inferir las relaciones de parentesco entre distintas 

poblaciones. 

Particulares 

1. Determinar la variación genética existente entre las poblaciones de helmintos. 

2. Establecer criterios de delimitación de especies de helmintos. 

3. Identificar patrones y/o procesos evolutivos a partir del análisis de secuencias de ADN de 

éstos helmintos que correspondan con las relaciones filogenéticas o distribución geográfica de 

sus hospederos. 
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IV. RESULTADOS 
 
 

 Con base en el planteamiento del problema y los objetivos trazados, el presente estudio se 

encuentra seccionado en tres capítulos. El primero incluye la recopilación más reciente y 

completa de registros helmintológicos para las especies Didelphis marsupialis, D. virginiana y 

Philander opossum distribuidos en México. El capítulo dos muestra un estudio de prospección 

molecular y morfológico de la especie de acantocéfalo Oligacanthorhynchus microcephalus, 

quien a partir del esfuerzo de muestreo realizado para la presente tesis, resultó la especie con el 

menor número de individuos recuperados por hospedero, así como la de menor representación 

geográfica en comparación con los otros dos taxa centrales de esta tesis. Finalmente, en el 

capítulo tres se presenta la identificación de linajes dentro de las especies Rophalias coronatus y 

Turgida turgida, quienes a diferencia de O. microcephalus, resultaron ser de las especies 

parásitas con mayor número de individuos recuperados por hospedero y con mayor 

representación geográfica en el presente trabajo de campo, lo cual permitió inferir procesos de 

diferenciación genética, relacionados con la distribución geográfica de sus hospederos.   
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CAPÍTULO 1 

 

Helminths of three species of opossums (Mammalia: Didelphidae) from Mexico. 
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	 � elH� �l
From August 2011 to November 2013, 68 opossums (8 Didelphis sp., 40 Didelphis virginiana, 15 Didel-
phis marsupialis, and 5 Philander opossum) were collected in 18 localities from 12 Mexican states. A total of 
12,188 helminths representing 21 taxa were identi"ed (6 trematodes, 2 cestodes, 3 acanthocephalans and 
10 nematodes). Sixty-six new locality records, 9 new host records, and one species, the trematode Brachy-
laima didelphus, is added to the composition of the helminth fauna of the opossums in Mexico. #ese 
data, in conjunction with previous records, bring the number of taxa parasitizing the Mexican terrestrial 
marsupials to 41. Among these species, we recognized a group of helminths typical of didelphids in other 
parts of the Americas. #is group is constituted by the trematode Rhopalias coronatus, the acanthocephalan 
Oligacanthorhynchus microcephalus and the nematodes Cruzia tentaculata, Gnathostoma turgidum, and 
Turgida turgida. In general, the helminth fauna of each didelphid species showed a stable taxonomic 
composition with respect to previously sampled sites. #is situation suggests that the rate of accumulation 
of helminth species in the inventory of these 3 species of terrestrial marsupials in the Neotropical portion 
of Mexico is decreasing; however, new samplings in the Nearctic portion of this country will probably 
increase the richness of the helminthological inventory of this group of mammals.
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�  � � � � � �� 
� 

Less than 25% of the 525 species of mammals distributed in Mexico have been exam-
ined for helminth parasites (García-Prieto et al. 2012). To date, 336 nominal taxa of 
helminths have been recorded in mammals, 26 associated with 3 species of terrestrial 
opossums (Virginia opossum, Didelphis virginiana Kerr, the common opossum Didel-
phis marsupialis Linnaeus, and the Gray four-eyed opossum Philander opossum Lin-
naeus) from this country. However, the knowledge of the helminth richness associated 
with this host group is incomplete due to the wide distribution of these mammals in 
Mexico. Didelphis marsupialis occurs from Tamaulipas State and west San Luis Potosí 
until the Yucatán peninsula. Didelphis virginiana inhabits almost all of Mexico, except 
for the central Plateau and Baja California peninsula. Philander opossum occurs from 
south Tamaulipas State along the Gulf of Mexico coast and Chiapas State (Arcangeli-
Álvarez 2010, Cervantes et al. 2010). !e main objective of this work is to present new 
records of helminth species parasitizing these 3 species of opossums in Mexico and to 
compare the "nding to previous records.

� � � � � 
� �� � �  � � � � � 	 � � �

From August 2011 to November 2013, 68 opossums (8 Didelphis sp., 40 D. virgini-
ana, 15 D. marsupialis, and 5 P. opossum) were collected in 18 localities from 12 Mexi-
can states (Table 1), under the collecting permit FAUT 0057 issued by the Secretaría 
del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), Mexico. Mammals were 
shot by local hunters or caught with Tomahawk traps and then killed with intraperi-
toneal sodium pentobarbital overdose. Opossums were dissected within the following 
4 h. and all organs were examined under a stereomicroscope. Helminths were placed 
in Petri dishes with 0.85% saline solution. Platyhelminths and nematodes were "xed 
with hot 4% formalin and preserved in 70% ethanol; acanthocephalans were chilled 
in distilled water for 10–12 h. Once the proboscis was everted, they were preserved 
in 70% ethanol. Platyhelminths and acanthocephalans were stained with Mayer’s pa-
racarmin, cleared with methyl salicilate, and mounted in Canada balsam. Nematodes 
were cleared using Amman’s lactophenol and temporarily mounted for morphological 
study (Lamothe-Argumedo 1997). Voucher specimens of all helminth species were 
deposited at Colección Nacional de Helmintos (CNHE), Instituto de Biología, Uni-
versidad Nacional Autónoma de México, Mexico City.

� � � � �� �

A total of 12,188 helminths representing 21 taxa were identi"ed in the 68 opossums 
collected from 18 localities within 12 states of Mexico (Figure 1). Six trematode, 2 ces-
tode, 3 acanthocephalan, and 10 nematode species were collected. Below, we present 
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� � � �� � � �  Sampling sites for opossum species analyzed in this study.

State Locality†/collection 
date (month/year)

Geographic 
coordinates Sample size/host species Altitude 

(easl)

Campeche Escárcega1

07/2012
18°37'00"N; 
90°43'13”W 3/D. virginiana; 1/D. marsupialis 82

Chiapas

Agua Fría2

06/2012; 03/2013
16°15'26"N; 
93°53'55"W 5/Didelphis sp.; 1/D. virginiana 60

Finca Brasil3

06/2012
15°05'41"N; 
92°13'45"W

2/Didelphis sp.; 3/D. virginiana;
2/D. marsupialis 463

Colima Coquimatlán4

09/2012
19°10'28"N; 
103°50'39”W 6/D. virginiana 550

Distrito Federal Pedregal de San Ángel5

02/2014
19°19'14"N; 
99°12'33"W 2/D. virginiana 2268

Guanajuato Rincón de Martínez6

02/2013
20°19'44"N; 
101°34'42”W 2/D. virginiana 1730

Hidalgo Tianguistengo7

03/2014
19°10'50"N; 
99°28'06"W 2/D. virginiana 2620

Morelos Tepoztlán8

08/2014
19°00'07"N; 
99°06'00"W 1/D. virginiana 1700

Oaxaca Cerro del Tepezcuintle9

08/2013
18°15'28”N; 
96°24'00"W 2/D. virginiana 87

Puebla

Coapan10

08/2014
18°25'42"N; 
97°24'30"W 1/Didelphis sp.; 1/D. virginiana 1648

Zapotitlán Salinas11

08/2014
18º19'45"N; 
97°28'30"W 1/D. virginiana 2240

Tabasco

Teapa12

06-07/2013
17°33'59"N; 
92°57'00”W

2/D. virginiana
1/D. marsupialis 72

Villahermosa13

01/2012
17°34'17”N; 
92°57'09”W 3/D. virginiana 10

Veracruz

Tlacotalpan14

02/2012
18°37'40”N; 
95°40'40”W

2/D. virginiana; 8/D. 
marsupialis; 3/P. opossum 10

Los Tuxtlas14

08/2011; 03/2012
18°34'21”N; 
95°04'30”W

3/D. virginiana; 3/D. marsupialis
2/P. opossum 300

Yucatán

Mérida15

11/2013
20°58'04"N; 
89°37'18"W 5/D. virginiana 16

Tzucacab16

11/2013
20°00'58"N; 
89°01'12"W 1/D. marsupialis 36

†!e superscript numbers indicate the position of the localities in the Figure 1.

a checklist of the helminth species recorded, indicating the site of infection, current 
records with State and locality where the hosts were collected, host species, CNHE ac-
cession numbers, and previous records from Mexico.

Parasite-Host list

† New locality record; ‡ New record for Mexico; * New host in Mexico.
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Phylum Platyhelminthes Gegenbaur, 1859
Class Trematoda Rudolphi, 1808
Family Opisthorchiidae Braun, 1901

Amphimerus caudalitestis Caballero, Grocott & Zerecero, 1952

Site of infection. Gall-bladder.
Present records. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis*, Didelphis vir-

giniana*.
Specimens deposited. CNHE 9481–2.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Philander opossum 

(Cañeda-Guzmán 1997).
Remarks. !ese specimens belong to A. caudalitestis due to the position of the 

reproductive organs and the separation of the vitelline glands in two "elds lying ante-
rior and posterior to the ovary. Furthermore, the uterus has a zig-zag shape, occupying 
intercecal extension and the S-shape of the excretory vesicle, sinuous between both 
testes (Caballero et al. 1952).

Brachylaima didelphus Premvati & Bair, 1979‡

Site of infection. Intestine.

��� 	 � � � � �  Map of Mexico showing the sampled localities in the present study.



41

 

Helminths of three species of opossums (Mammalia, Didelphidae) from Mexico 135

Present records. CAMPECHE: Escárcega†: Didelphis virginiana*.
Specimens deposited. CNHE 9483–4.
Remarks. !e speci"c identi"cation of this material follows Premvati and Blair 

(1979) and is based on the disposition of the vitellaria which extending from pharynx 
to posterior end.

Family Phaneropsolidae Mehra, 1935

Philandrophilus magnacirrus !atcher, 1970

Site of infection. Gall-bladder.
Present records. Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis*, Philander opossum.
Specimens deposited. CNHE 9485–6.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Philander opossum 

(Cañeda-Guzmán 1997).
Remarks. In accordance with !atcher (1970) this species is characterised by hav-

ing body #attened and pyriform, covered with small spines. Cirrus and cirrus sac large. 
Parasites in gall-bladder of marsupials.

Family Rhopaliidae Looss, 1899

Rhopalias caballeroi Kifune & Uyema, 1982

Site of infection. Intestine.
Present records. VERACRUZ: Tlacotalpan†: Philander opossum*.
Specimens deposited. CNHE 9487.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis sp. (Haverkost 

and Gardner 2008).
Remarks. Rhopalias caballeroi is distinguished by the absence of oral and #ank-

ing spines, and because it has between 4 and 11 spines visible within tentacle sacs 
(Haverkost and Gardner 2008).

Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819)

Site of infection. Intestine.
Present records. CHIAPAS: Agua Fría†: Didelphis marsupialis, Didelphis virgini-

ana, Didelphis sp., Philander opossum; Finca Brasil†: Didelphis marsupialis, Didelphis 
virginiana, Philander opossum. OAXACA: Cerro del Tepezcuintle†, San Miguel Soy-
altepec†: Didelphis virginiana. TABASCO: Cunduacán†: Didelphis virginiana; Grutas 
de Coconá†, Teapa†: Didelphis marsupialis. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis mar-
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supialis, Didelphis virginiana, Philander opossum; Tlacotalpan†: Didelphis marsupialis, 
Didelphis sp. YUCATÁN: Mérida†: Didelphis marsupialis.

Specimens deposited. CNHE 9488–9504.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Motozintla: Didelphis sp. (Caballero et 

al. 1944). NUEVO LEÓN: Colonia Country La Silla, Huinala, Los Lirios: Didelphis 
marsupialis (Romero 1981). OAXACA: Cuicatlán: Didelphis sp. (Pérez-Ponce de León 
et al. 2007). QUINTANA ROO: Rancho La Ceiba: Didelphis marsupialis (Kingston 
and Tai 1968). VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, 
Philander opossum (Cañeda-Guzmán 1997), Didelphis sp. (Haverkost and Gardner 
2008); Alvarado: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005).

Remarks. !e diagnostic traits of this species are: "anking and oral spines present. 
Between 3 and 11 spines visible within tentacle sacs, which extend far beyond the pos-
terior margin of the pharynx (Haverkost and Gardner 2008).

Rhopalias macracanthus Chandler, 1932

Site of infection. Intestine. 
Present records. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis sp., 

Didelphis virginiana; Tlacotalpan†: Didelphis marsupialis, Philander opossum.
Specimens deposited. CNHE 9505–9.
Previous records in Mexico. COLIMA: Comala: Didelphis marsupialis (Lamothe-

Argumedo 1978); La Esperanza: Didelphis marsupialis (Miyazaki et al. 1980). CHIA-
PAS: Jaltenango: Didelphis sp. (Caballero 1946); Motozintla: Didelphis sp. (Caballero 
et al. 1944); Pueblo Nuevo (Pérez-Ponce de León et al. 2007). OAXACA: Carretera 
Temascal-Tuxtepec: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005). QUINTANA 
ROO: Rancho La Ceiba: Didelphis marsupialis (Kingston and Tai 1968). VERACRUZ: 
Alvarado: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005); Los Tuxtlas: Didelphis 
marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum (Cañeda-Guzmán 1997), Didelphis 
sp. (Haverkost and Gardner 2008).

Remarks. !is species was identi#ed by having tentacle sacs that do not extend 
beyond the posterior margin of the pharynx and by having only "anking spines 
(Haverkost and Gardner 2008).

Class Eucestoda Southwell, 1930
Family Anoplocephalidae Cholodkovsky, 1902

Mathevotaenia sp.

Site of infection. Intestine.
Present records. COLIMA: Colima: Didelphis virginiana.
Specimens deposited. CNHE 9514.
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Previous records in Mexico. CHIAPAS: Lagos de Colón: Didelphis virginiana 
(Monet-Mendoza et al. 2005). COLIMA: Colima: Didelphis virginiana (García-Prieto 
et al. 2012).

Remarks. !is material represents a new species which will be described separately.

Family Proteocephalidae La Rue, 1911

!aumasioscolex didelphidis Cañeda-Guzmán, de Chambrier & Scholz, 2001

Site of infection. Intestine.
Present records. CHIAPAS: Finca Brasil†: Didelphis virginiana*, Didelphis marsupialis.
Specimens deposited. CNHE 9528.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis 

(Cañeda-Guzmán et al. 2001).
Remarks. In accordance with Cañeda-Guzmán et al. (2001), T. didelphidis is dis-

tinguished by the morphology of the scolex that is formed by 4 well separated lobes 
each containing 1 noncircular sucker opening laterally inside the exterolateral cavity, 
a large-sized body and by the shape of gravid proglottids that are inversely craspedote, 
among others.

Phylum Acanthocephala (Rudolphi, 1808)
Family Oligacanthorhynchidae Southwell & Mac!e, 1925

Oligacanthorhynchus microcephalus (Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972

Site of infection. Intestine. 
Present records. HIDALGO: Tianguistengo†: Didelphis virginiana.
Specimens deposited. CNHE 9510.
Previous records in Mexico. CAMPECHE: Escárcega: Didelphis marsupialis, 

Didelphis virginiana (López-Caballero et al. 2015). COLIMA: Tecomán: Didelphis 
virginiana (García-Prieto et al. 2010). CHIAPAS: Agua Fría: Didelphis marsupialis, 
Didelphis virginiana, Philander opossum (López-Caballero et al. 2015); Cascadas de 
Agua Azul: Didelphis virginiana (Prado-Ancona 1993); Finca Brasil: Didelphis marsu-
pialis, Didelphis virginiana, Philander opossum (López-Caballero et al. 2015). MICHO-
ACÁN: Agua Blanca: Didelphis virginiana (Prado-Ancona 1993). GUANAJUATO: 
Rincón de Martínez: Didelphis virginiana (López-Caballero et al. 2015). MORELOS: 
Progreso: Didelphis virginiana (García-Prieto et al. 2010). OAXACA: Soyaltepec: 
Didelphis virginiana (López-Caballero et al. 2015); Temascal: Didelphis virginiana 
(García-Varela et al. 2000). TABASCO: Cunduacán: Didelphis virginiana (López-
Caballero et al. 2015); Ranchería el Boquerón: Didelphis marsupialis (García-Prieto et 
al. 2010); Río Oxolotán: Philander opossum (Prado-Ancona 1993). VERACRUZ: Los 
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Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum (Prado-Ancona 
1993; Cañeda-Guzmán 1997); Tlacotalpan: Didelphis virginiana (López-Caballero et 
al. 2015). YUCATÁN: Mérida: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana (López-
Caballero et al. 2015).

Remarks. With the exception of records made by López-Caballero et al. (2015) 
all other previous records were listed as Oligacanthorhynchus tortuosa, but this species 
is a junior synonym of Oligacanthorhynchus microcephalus (Richardson et al. 2014). 
!e hook and cement gland number (36 and 8, respectively), as well as the eggs size 
(0.83-0.110 X 0.38-0.50) are considered as diagnostic traits of this species by López-
Caballero et al. (2015).

Oncicola luehei (Travassos, 1917) Schmidt, 1972

Site of infection. Intestine.
Present records. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis*.
Specimens deposited. CNHE 9511–12.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis virginiana 

(Prado-Ancona 1993; Cañeda-Guzmán 1997).
Remarks. !ese specimens belong to O. luehei because the dimensions of the pro-

boscis, the number of hooks (36), as well as its size and arrangement "ts to the mor-
phology mentioned by Machado (1950).

Family Plagiorhynchidae Golvan, 1960

Porrorchis nickoli Salgado-Maldonado & Cruz-Reyes, 2002

Site of infection. Intestine. 
Present records. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis virginiana.
Specimens deposited. CNHE 9513.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Cascadas de Agua Azul: Didelphis virgini-

ana (Salgado-Maldonado and Cruz-Reyes 2002). TABASCO: Río Oxolotán: Philander 
opossum (Salgado-Maldonado and Cruz-Reyes 2002). VERACRUZ: Lago de Catemaco, 
Sontecomapan: Didelphis virginiana (Salgado-Maldonado and Cruz-Reyes 2002); Mar-
tínez de la Torre: Didelphis marsupialis (Salgado-Maldonado and Cruz-Reyes 2002); 
Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum (Salgado-
Maldonado and Cruz-Reyes 2002).

Remarks. According to Salgado-Maldonado and Cruz-Reyes (2002), three charac-
teristics diagnosed this acanthocephalan species: (1) a smaller proboscis, (2) the arma-
ture of proboscis bearing few rows and few hooks per row compared with other species, 
and (3) the male reproductive system occupying only the posterior half of trunk.
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Phylum Nematoda Rudolphi, 1808
Family Metastrongylidae Leiper, 1912

Didelphostrongylus hayesi Prestwood, 1976

Site of infection. Lungs. 
Present records. DISTRITO FEDERAL: Pedregal de San Ángel†: Didelphis vir-

giniana; GUANAJUATO: Irapuato†: Didelphis virginiana†. HIDALGO: Tianguisten-
go†: Didelphis virginiana. MORELOS: Tepoztlán†: Didelphis virginiana.

Specimens deposited. CNHE 8969, 9024, 9554–9556, 9562.
Previous records in Mexico. COLIMA: ND: Didelphis virginiana (García-

Márquez et al. 2012). GUERRERO: Laguna de Tres Palos, Taxco: Didelphis virgini-
ana (Monet-Mendoza et al. 2005). OAXACA: Temascal: Didelphis virginiana (Mon-
et-Mendoza et al. 2005).

Remarks. Our material was identi!ed following Prestwood (1976); this species is 
characterised because the oral opening is surrounded by lips, the morphology and size 
of the spicules and the number and arrangement of bursal rays.

Family Aspidoderidae Skrjabin & Schikhobalova, 1947

Aspidodera raillieti Travassos, 1913

Site of infection. Intestine. 
Present record. TABASCO: Villahermosa†: Didelphis virginiana*. VERACRUZ: 

Los Tuxtlas†: Didelphis virginiana, Philander opossum*.
Specimens deposited. CNHE 8971–3.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Motozintla: Didelphis sp. (Caballero 

and Zerecero 1944).
Remarks. "ese specimens were identi!ed based on Jiménez-Ruiz et al. (2006) 

and compared with further description of the species made by Chagas-Moutinho et al. 
(2014). Aspidodera raillieti can be distinguished because the cephalic cordons exceed 
the level of the oral vestibule and touch the base of cephalic cap, as well as by having a 
digitiform projection on the left ventrolateral oral lip.

Family Kathlanidae Lane, 1914

Cruzia tentaculata (Rudolphi, 1819) Travassos, 1917

Site of infection. Caecum. 
Present records. CAMPECHE: Escárcega†: Didelphis marsupialis, Didelphis vir-

giniana. CHIAPAS: Arriaga†: Didelphis sp., Didelphis virginiana; Tapachula†: Didelphis 
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sp., Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana. COLIMA: Colima†: Didelphis virgin-
iana. DISTRITO FEDERAL: Pedregal de San Ángel†: Didelphis virginiana. GUA-
NAJUATO: Irapuato†: Didelphis virginiana. HIDALGO: Tianguistengo†: Didelphis 
virginiana. MORELOS: Tepoztlán†: Didelphis virginiana. OAXACA: Soyaltepec†: Di-
delphis virginiana. PUEBLA: Carretera Coapan-Huajuapan de León†: Didelphis sp.; 
Coapan†: Didelphis virginiana; Zapotitlán Salinas†: Didelphis virginiana. TABASCO: 
Teapa†: Didelphis marsupialis; Villahermosa†: Didelphis virginiana. VERACRUZ: Los 
Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum; Tlacotalpan†: 
Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum. YUCATÁN: Mérida†: 
Didelphis virginiana; Tzucacab†: Didelphis marsupialis.

Specimens deposited. CNHE 8999, 9000–17, 9533–9540, 9557, 9563.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Motozintla: Didelphis sp. (Caballero and 

Zerecero 1944); Jaltenango: Didelphis marsupialis (Caballero 1958). COLIMA: Comala: 
Didelphis marsupialis (García-Prieto et al. 2012); La Esperanza: Didelphis marsupialis 
(Miyazaki et al. 1980); ND: Didelphis virginiana (Lamothe-Argumedo et al. 1981). DIS-
TRITO FEDERAL: ND: Didelphis sp. (Caballero 1937); Chapultepec: Didelphis mar-
supialis (Gutiérrez-Fuster 1966). ESTADO DE MÉXICO: ND: Didelphis sp. (García-
Prieto et al. 2012). HIDALGO: Tasquillo: Didelphis sp. (Caballero 1937). JALISCO: 
Chamela: Didelphis marsupialis (García-Prieto et al. 2012). MORELOS: Reserva Estatal 
Sierra de Monte Negro: Didelphis virginiana (Slava-Araujo 2005). NUEVO LEÓN: San 
Nicolás de los Garza: Didelphis virginiana (García-Prieto et al. 2012). VERACRUZ: Los 
Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis virginiana, Philander opossum (Cañeda-Guzmán 
1997); ND: Didelphis marsupialis (Flores-Barroeta 1957).

Remarks. We identify these nematodes according to the re-description made by 
Adnet et al. (2009), who established the number of caudal papillae (ten pairs of but-
ton-like papillae, symmetrically ventro-laterally located), as well as the single median 
papilla at the anterior cloacal lip and four pairs of post-cloacal papillae, as diagnostic 
traits of this species.

Family Gnathostomatidae Railliet, 1895

Gnathostoma turgidum Stossich, 1902

Site of infection. Stomach (adult; larvae); liver (sub-adult).
Present records. CHIAPAS: Arriaga†: Didelphis sp. COLIMA: Colima†: Didelphis 

virginiana. OAXACA: Soyaltepec†: Didelphis virginiana. TABASCO: Teapa†: Didel-
phis marsupialis. VERACRUZ: Tlacotalpan: Didelphis virginiana.

Specimens deposited. CNHE 8979–86, 9548–9549.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Jaltenengo: Didelphis marsupialis (Ca-

ballero 1958). COLIMA: Laguna de Amela: Didelphis virginiana (García-Márquez 
2005). GUERRERO: Laguna de Tres Palos: Didelphis virginiana (Monet-Men-
doza et al. 2005). JALISCO: Carretera Juntas-Palmas (Puerto Vallarta): Didelphis 
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virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005); Chamela: Didelphis virginiana (see Lam-
othe-Argumedo et al. 1998). MORELOS: Valle de Amilcingo: Didelphis virginiana 
(Mosqueda-Cabrera 2003). OAXACA: Temascal: Philander opossum (Almeyda-Arti-
gas et al. 2010), Didelphis marsupialis (Almeyda-Artigas et al. 2000, Oceguera-Figuer-
oa 2002, Mosqueda-Cabrera 2003), Didelphis virginiana (Lamothe-Argumedo et al. 
1998, Almeyda-Artigas et al. 2000, Mosqueda-Cabrera 2003). SINALOA: Tecualilla: 
Didelphis virginiana (Nawa et al. 2009, Díaz-Camacho et al. 2009). TABASCO: 
Rancho Mendoza Llergo: Didelphis marsupialis (León-Règagnon et al. 2005); Jardín 
Botánico de la UJAT, Oriente Segunda Sección, Ranchería El Limón, Ranchería 
Emiliano Zapata, Ranchería José María Pino Suárez, Ranchería La Palma: Didelphis 
marsupialis (Gallegos-Torres 2003). VERACRUZ: Laguna Los Vila, Laguna Novil-
lera: Didelphis virginiana (León-Règagnon et al. 2005); Tlacotalpan: Didelphis vir-
giniana (Almeyda-Artigas et al. 2000, Pérez-Álvarez et al. 2008), Didelphis marsupialis 
(Pérez-Álvarez et al. 2008).

Remarks. !e presence of numerous points on the posterior end of cuticular 
spines at esophagus-intestine junction level, the body size, and the lack of spines in the 
posterior region of body, constitutes the diagnostic traits of this species in accordance 
with Bertoni-Ruiz et al. (2011).

Family Gongylonematidae Hall, 1916

Gongylonema sp.

Site of infection. Stomach. 
Present records. CHIAPAS: Tapachula†: Didelphis virginiana.
Specimens deposited. CNHE 8970.
Remarks. Two species of the genus Gongylonema are distributed in Mexican didel-

phids: Gongylonema mexicanum (in Chiapas and Veracruz) and Gongylonema pulchrum 
(in Chiapas) (García-Prieto et al. 2012). !e speci"c identi"cation of our specimen 
was not possible because we collected only one female.

Family Physalopteridae Railliet, 1893

Turgida turgida Rudolphi, 1819

Site of infection. Stomach. 
Present records. CAMPECHE: Escárcega†: Didelphis marsupialis, Didelphis vir-

giniana. CHIAPAS: Arriaga†: Didelphis sp.; Tapachula†: Didelphis sp.; Didelphis mar-
supialis. COLIMA: Colima: Didelphis virginiana. DISTRITO FEDERAL: Pedregal 
de San Ángel: Didelphis virginiana. GUANAJUATO: Irapuato†: Didelphis virginiana. 
HIDALGO: Tianguistengo†: Didelphis virginiana. OAXACA: Soyaltepec†: Didelphis 
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virginiana. PUEBLA: Coapan†: Didelphis virginiana. TABASCO: Teapa: Didelphis 
marsupialis; Villahermosa: Didelphis virginiana. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis 
marsupialis, Didelphis virginiana; Tlacotalpan†: Didelphis marsupialis, Didelphis vir-
giniana, Philander opossum.

Specimens deposited. CNHE 9018–23, 9025–36, 9541–9543.
Previous records in Mexico. CHIAPAS: Motozintla: Didelphis sp. (Caballero and 

Zerecero 1944, 388); Tonalá: Philander opossum (García-Prieto et al. 2012). COLI-
MA: Colima: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005); Comala: Didelphis 
virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005), Didelphis marsupialis (García-Prieto et al. 
2012); Dos Amates: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005); La Esperanza: 
Didelphis marsupialis (Miyazaki et al. 1980); Madrid: Didelphis marsupialis (Miyazaki 
et al. 1980), Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005); ND: Didelphis vir-
giniana (Lamothe et al. 1981). DISTRITO FEDERAL: ND: Didelphis sp. (Cabal-
lero 1937), Didelphis marsupialis (Monsivais-Aguilar 1958); Pedregal de San Ángel: 
Didelphis virginiana (Pacheco-Coronel 2010); Chapultepec: Didelphis marsupialis 
(Gutiérrez-Fuster 1966). ESTADO DE MÉXICO: ND: Didelphis sp. (García-Prieto 
et al. 2012): Tequesquinahuac: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005). 
GUERRERO: Carretera Coyuquilla-Zihuatanejo, Coyuquilla: Didelphis virginiana 
(Monet-Mendoza et al. 2005); Carretera Aeropuerto-Ixtapa: Didelphis virginiana 
(García-Prieto et al. 2012); Taxco El Viejo: Didelphis virginiana (Monet-Mendoza 
et al. 2005). HIDALGO: Tasquillo: Didelphis sp. (Caballero 1937). JALISCO: Cha-
mela: Didelphis marsupialis (García-Prieto et al. 2012). MICHOACÁN: El Hortigal: 
Didelphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005). MORELOS: Reserva Estatal Sierra 
de Monte Negro: Didelphis virginiana (Eslava-Araujo 2005). NAYARIT: Peñitas: Di-
delphis virginiana (Monet-Mendoza et al. 2005). NUEVO LEÓN: Marín, Monterrey: 
Didelphis marsupialis (García-Prieto et al. 2012). OAXACA: Dominguillo: Didelphis 
marsupialis (see Monet-Mendoza et al. 2005); Nizanda: Didelphis virginiana (Monet-
Mendoza et al. 2005). VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis, Didelphis vir-
giniana, Philander opossum (Cañeda-Guzmán 1997); Medellín: Didelphis marsupialis 
(Caballero-Deloya 1969).

Remarks. !ese specimens were identi"ed based on the re-description of this spe-
cies (Matey et al. 2001). Its diagnostic traits are: the presence of 2 spongelike areas on 
the inner side of each pseudolabia, and the number of caudal papillae (22).

Family Trichuridae Railliet, 1915

Trichuris didelphis Babero, 1960

Site of infection. Caecum. 
Present records. CAMPECHE: Escárcega†: Didelphis virginiana. CHIAPAS: 

Arriaga†: Didelphis sp. COLIMA: Colima†: Didelphis virginiana. HIDALGO: Tian-
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guistengo†: Didelphis virginiana. MORELOS: Tepoztlán†: Didelphis virginiana. YU-
CATÁN: Mérida†: Didelphis virginiana; Tzucacab†: Didelphis marsupialis.

Specimens deposited. CNHE 8974–78, 9550–9553.
Previous records in Mexico. VERACRUZ: Los Tuxtlas: Didelphis marsupialis, 

Didelphis virginiana, Philander opossum (Cañeda-Guzmán 1997).
Remarks. Our material was identi!ed based on the original description (Babero 

1960). "is species is characterised by the size of the spicule (0.47–0.6 mm), by hav-
ing a spiny sheath, by the size of mature eggs (0.068 × 0.032 mm) and the posterior 
position of the vulva.

Capillariinae gen sp.

Site of infection. Lungs.
Present records. CAMPECHE: Escárcega: Didelphis marsupialis*, Didelphis virginiana*
Specimens deposited. CNHE 9031–2.
Remarks. Identi!cation was not possible because only eggs were obtained.

Family Viannaiidae Neveu-Lemaire, 1944

Viannaia viannai Travassos, 1914

Site of infection. Intestine. 
Present records. CAMPECHE: Escárcega†: Didelphis virginiana. CHIAPAS: Ar-

riaga†: Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis*. COLIMA: Colima†: Didelphis vir-
giniana. OAXACA: Soyaltepec†: Didelphis virginiana. PUEBLA: Coapan†: Didelphis 
virginiana. TABASCO: Teapa†: Didelphis marsupialis; Villahermosa†: Didelphis virgin-
iana. VERACRUZ: San Andrés Tuxtla†: Didelphis virginiana, Didelphis marsupialis; 
Tlacotalpan†: Didelphis marsupialis, Philander opossum*.

Specimens deposited. CNHE 8988–98; 9025–30, 9544–9547.
Previous records in Mexico. GUERRERO: Taxco El Viejo: Didelphis virginiana 

(Monet-Mendoza et al. 2005).
Remarks. Our specimens were identi!ed following Guerrero (1985). "e syn-

lophe of Viannaia viannai at mid-body has 3 ventral ridges orientated to left, short 
spicules (0.133-0.141 mm) and bursal ray arrangement 2-1-2 type.

Travassostrongylus sp.

Site of infection. Intestine (Adult). 
Present records. CHIAPAS: Arriaga†: Didelphis sp.
Specimens deposited. CNHE 8987.
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Remarks. To date, 12 species of the genus Travassostrongylus have been described, 
all parasitizing New World marsupials; Travassostrongylus orlo! Travassos, 1935 is 
the only species of this genus recorded in Mexico as parasite of Didelphis marsupialis; 
however, the !nding of only 8 females make species identi!cation di"cult, because 
taxonomy of this group is based on male characteristics (Scheibel et al. 2014).

� � � �� � � �� �

As a result of this study, we reported 66 new locality records, 9 new host records, 
and added one species to the composition of the helminth fauna of the opossums in 
Mexico: the trematode B. didelphus parasitizing D. virginiana, which had not been 
recorded in this country (see García-Prieto et al. 2012). A total of 21 helminth taxa 
were obtained from the 3 opossums species analyzed (6 trematodes, 2 cestodes, 10 
nematodes and 3 acanthocephalans), all in adult stage, with exception of the larvae 
of G. turgidum collected during their migration through the liver of the hosts. #e 
richest helminth fauna among the 3 host species was recorded in D. virginiana, (para-
sitized by 17 species), followed by D. marsupialis (11 species) and P. opossum (8 spe-
cies). #e digestive tract had the highest number of helminth species (12 intestinals, 
2 in gall-bladder, 2 in caeca, and 3 in stomach); only 2 of the 21 taxa, D. hayesi and 
Capillariinae gen. sp. were found in another site of infection (lungs). #e geographic 
distribution of the helminth species was heterogeneous. #e nematode C. tentaculata 
was the only species found in all localities. Other helminth species were collected from 
7 (T. didelphis), 8 (R. coronatus) and 9 (V. viannai) localities; however, most taxa (12) 
were found in only one locality.

#ese data bring the number of taxa parasitizing D. virginiana, D. marsupialis, and 
P. opossum to 37, 21 and 20, respectively (García-Prieto et al. 2012). In this work we 
sampled in 9 previously unstudied localities; nevertheless, 47.2%, 52.4% and 40% of the 
taxa collected were reported previously from the Virginia opossum, Black-eared opos-
sum and Gray four-eyed opossum, respectively. #ese species are typical of didelphids in 
other parts of the Americas (see Alden 1995; Corrêa Gomes et al. 2003; Haverskot and 
Gardner 2008; Bertoni-Ruiz et al. 2011; Richardson et al. 2014), conforming a group 
basically represented by the trematode R. coronatus, the acanthocephalan O. microcepha-
lus and the nematodes C. tentaculata, G. turgidum, and T. turgida; these species have 
been recorded associated to any of the three opossum species in 7,10,15, 9, and 17 Mexi-
can states, respectively. In states where the 3 host species are distributed sympatrically, 
O. microcephalus and R. coronatus are the species more frequently shared between them. 
On the other hand, the most restricted geographic areas are presented by the trematodes 
A. caudalitestis, B. didelphus, and P. magnacirrus, the acanthocephalan O. luehei, and the 
nematodes Gongylonema sp., and Travassostrongylus sp., which are present exclusively 
in one locality. In total, the records of this group of mammals come from 20 of the 32 
states of the Mexican Republic; however, the geographic information is asymmetrical, 
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because most of the samplings were made in the state of Veracruz (13 sites). Other states, 
as Campeche and Quintana Roo, have been sampled once. Moreover, most of the species 
that have been found parasitizing these didelphid species represent point locality records 
in only one study about its parasites cover states or regions, particularly Los Tuxtlas, Ve-
racruz. However, the host’s collections were made along 13 years, in di!erent year season 
and with a very distinct sample size (see Cañeda-Guzmán 1997).

Considering only the 27 nominal helminth species recorded to date, the 3 host 
species shared 12 worm species along the sampled sites in Mexico; 8 were exclusively 
found in D. virginiana, and 2 are specialist to P. opossum. "e cestode T. didelphidis 
and the acanthocephalan O. luehei are shared by the 2 species of the genus Didelphis 
but not by P. opossum; the Virginia opossum and the Grey four-eyed opossum shared 
the digenean D. proloba and the nematode A. raillieti, whereas D. marsupialis and P. 
opossum shared only P. magnacirrus. "e helminth fauna of these hosts throughout 
their range is composed by one group of 20 specialist species, and by P. mexicanus, O. 
microcephalus, O. luehei, P. gethi, A. raillieti, D. longispiculata, and T. minuta that act 
as generalist species. Accidental species have not been reported in any of the samples 
carried out to date in Mexico. At a local scale, both phenomena had been also observed 
in marsupials of French Guiana (Jiménez et al. 2011; Byles et al. 2013).

"e structuring factor of the helminth fauna in the three didelphid species is the 
diet; most of the helminth species infect these host species through ingestion of eggs, 
larvae or intermediate hosts. Fifteen of the 27 named helminth species have indirect 
patterns of transmission (T. didelphidis, B. didelphus, B. virginiana, D. proloba, A. cau-
dalitestis, P. mexicanus, O. microcephalus, P. gethi, O. luehei, P. nickoli, G. turgidum, T. 
turgida, G. mexicanum, D. longispiculata, and D. hayesi), #ve are transmitted directly 
by eggs ingestion (A. raillieti, C. americana, C. tentaculata, T. didelphis, T. minuta) and 
for P. magnacirrus, R. baculifer, R. coronatus, R. macracanthus, R. caballeroi, V. didelphis 
and V. viannai, the life cycle is unknown (Table 2). "is result is in agreement with 
the generalist lifestyles and diets of the three species of opossums (Krause and Krause 
2006), that exposed them to the same parasite species; local di!erences in composition 
and abundance of helminth species could be related to local availability of parasites (or 
their intermediate hosts), as well as to the compatibility among host and helminth spe-
cies, as has been showed by Cañeda-Guzmán (1997) and Jiménez et al. (2011).

"e data obtained in this study came from 68 opossums collected from 18 locali-
ties (nine not previously sampled for helminths); however, the helminth fauna of each 
didelphid species showed a stable taxonomic composition with respect to previously 
sampled sites. Only one species of trematode not previously found in this group of 
hosts in the country was added to their parasitological record as results of our samples. 
In spite of the reduced scope of our samplings, this situation suggests that the rate 
of accumulation of helminth species in the inventory of the 3 species of terrestrial 
marsupials distributed in the Neotropical portion of Mexico included in this study is 
decreasing; however, new samplings in the Nearctic portion of this country will prob-
ably increase the richness of the helminthological inventory of this group of mammals.
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Genetic Divergence of Oligacanthorhynchus microcephalus (Acanthocephala:
Archiacanthocephala: Oligacanthorhynchidae), Parasite of Three Species of
Opossum (Mammalia: Didelphidae) across Central and Southeastern Mexico
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ABSTRACT: Oligacanthorhynchus (Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972 (Oligacanthorhynchidae) is a typical parasite of

opossums (Didelphidae). This species of acanthocephalan exhibits a wide distributional range that extends from Brazil to as

far north as the United States, but no data on the genetic divergence of this helminth has been provided thus far along its
entire geographic range. The facts that O. microcephalus shows a relatively wide geographic range in Mexico and that it has

been recorded in 3 species of opossum allowed us to conduct a molecular prospecting study to assess the genetic divergence

among individuals and populations as well as to detect potentially exclusive lineages indicative of the presence of a species
complex. In total, 81 specimens identified as O. microcephalus were collected from the intestines of 3 species of opossum in

8 localities across central and southeastern Mexico. The DNA sequences of 2 genes were generated; cytochrome c oxidase

subunit 1 (cox 1) of the mitochondrial DNA and the domains D2 and D3 from large subunit of the nuclear ribosomal RNA

(LSU). Maximum parsimony, maximum likelihood, and Bayesian inference analyses were performed for each dataset alone
and for the combined datasets (LSU + cox 1). All the phylogenetic analyses yielded 3 major clades with high bootstrap and

posterior probability support values and with relatively high genetic divergence levels for both markers. However, the

morphological study of specimens through both light and scanning electron microscopy, as well as the morphometric data,

indicate that those specimens allocated into Clade I are smaller than those contained in Clades II and III. Lower genetic
divergence values, as well as no clear-cut morphometric differences, indicate that Clades II and III are likely not independent

lineages. Our results show at least 2 genetic lineages that may represent independent species, but we refrain at the moment on

describing a new species in the lack of evidence gathered from a wider geographic range.
KEY WORDS: Acanthocephala, Archiacanthocephala, cox 1, LSU, Didelphidae, genetic divergence, Mexico.

Members of the class Archiacanthocephala Meyer
1931 are endoparasites that exhibit an indirect life
cycle involving insects or other arthropods as
intermediate hosts and terrestrial mammals or birds
as definitive hosts. Species of Archiacanthocephala
may involve paratenic hosts such as amphibians,
snakes, and lizards in their life cycles (Nickol, 1985).
The class is divided into 3 orders: Apororhynchida
Thapar 1927; Gigantorhynchida Southwell and
Macfie, 1925; Moniliformida Schmidt, 1972; and
Oligacanthorhynchida Petrochenko, 1956, each com-
posed of a single family (Yamaguti, 1963; Schmidt,
1972; Nickol, 1985; Amin, 2013). Currently Oliga-
canthorhynchidae Southwell and Macfie, 1925 con-
tains 11 genera, with the genus Oligacanthorhynchus
Travassos, 1915, including 34 valid species (Amin,
2013). In particular, the species O. microcephalus

(Rudolphi, 1819) Schmidt, 1972 has a rather contro-
versial and unstable taxonomic history. This species
is typically a parasite of opossums (Didelphidae
Gray, 1821), although isolated records exist of its
presence in both armadillos (Dasypodidae Gray,
1821) (Richardson et al., 2014) and raccoons
(Procyonidae Gray, 1825) (Garcı́a-Prieto et al.,
2010). Oligacanthorhynchus microcephalus exhibits
a wide geographic distributional range that extends
from Brazil, where it was originally described by
Travassos (1915), to as far north as the United States
(Richardson et al., 2014). In Mexico, this acantho-
cephalan has been recorded as a parasite of Didelphis
marsupialis Linnaeus, 1758, Didelphis virginiana
Kerr, 1792, and Philander opossum Linnaeus, 1758
(Garcı́a-Prieto et al., 2010), although the species was
recorded as Oligacanthorhynchus tortuosa (Leidy,
1850) Schmidt, 1972. After a rigorous morphological
comparison of specimens obtained from the Virginia
opossum (D. virginiana) in the United States and the4 Corresponding author (e-mail: ppdleon@ib.unam.mx).
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type specimen of O. microcephalus (described from
Caluromys philander philander Linnaeus, 1758 from
Brazil), Richardson et al. (2014) determined that the
species O. tortuosa is a junior synonym of O. micro-
cephalus. The taxonomic study of Richardson et al.
(2014) also included Mexican specimens from
opossums in several localities. However, no data on
the genetic divergence of this species of acantho-
cephalan have been provided thus far along its entire
geographic range.

Examination of DNA sequence data represents
a useful approach to establish more-precise species
delimitation criteria and to recognize the potential
existence of cryptic species (Pérez-Ponce de León
and Nadler, 2010; Nadler and Pérez-Ponce de León,
2011) and has the potential to increase our ability to
discover genetically distinct but morphologically
very similar species. As such, several authors have
suggested the use of a molecular prospecting
approach as a first step in establishing genetic
distances among populations when a parasite species
occurs in multiple hosts or habitats (see Blouin, 2002;
Criscione et al., 2005; Vilas et al., 2005), or when the

species exhibits a wide geographical range, prior to
proceeding with species delimitation by testing the
hypothesis of lineage exclusivity.

Considering the wide geographic range of
O. microcephalus across Mexico, and the fact that
it has been found in 3 species of opossum, the
purpose of this study was to conduct a molecular
prospecting study (sensu Blouin, 2002) to assess the
genetic divergence among individuals and popula-
tions of O. microcephalus in order to detect the
potential existence of several lineages that might
correspond to independent species.

MATERIALS AND METHODS

Between August 2011 and November 2013, 81 specimens
of O. microcephalus were collected from the intestine of 3
species of opossums, D. marsupialis (n 5 6), D. virginiana
(n 5 13), and P. opossum (n 5 2) from 8 localities in central
and southeastern Mexico (Fig. 1, Table 1). Hosts were
collected under the collecting permit FAUT 0057 issued to
G.P.P.L. by the Secretarı́a del Medio Ambiente y Recursos
Naturales. Mammals were sacrificed with an overdose of
sodium pentobarbital, necropsied, and all organs examined
under a stereomicroscope. Acanthocephalans were removed

Figure 1. Collection localities of Oligacanthorhynchus microcephalus. 1. Tlacotalpan, Veracruz (TL). 2. Los Tuxtlas,
Veracruz (LT). 3. Cunduacán, Tabasco (CU). 4. División del Norte, Escárcega, Campeche (ES). 5. Mérida, Yucatán (ME). 6.
Agua Frı́a, Chiapas (AF). 7. Finca Brasil, Chiapas (FB). 8. Rincón de Martı́nez, Abasolo, Guanajuato (RM). 9. Coquimatlán,
Colima. 10. San Miguel Soyaltepec, Oaxaca. The circles indicate localities where opossums were studied but negative to the
infection. The asterisk (*) indicates the locality reported for the sequence from GenBank used in this work. The star indicates
the localities where Oligacanthorhynchus microcephalus was collected in this study.
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from the intestine of their hosts, placed in Petri dishes with
0.85% saline, and chilled in cold distilled water for 10–12 hr
to elicit proboscis eversion. Some specimens were then
preserved in 100% ethanol for DNA extraction and some in
70% ethanol for morphological study. For taxonomic
identification, specimens were punctured with a fine needle
and subsequently stained with Meyer’s paracarmine,

dehydrated in ascending concentrations of ethanol (70%,
80%, 90% [twice], and 100%), cleared with methyl
salicylate, and mounted on permanent slides using Canada
balsam. For scanning electron microscopy (SEM), study
specimens were fixed in 10% formalin, dehydrated through
a graded series of ethyl alcohol, and critical point dried with
carbon dioxide. Specimens were mounted on metal stubs

Table 1. Localities where specimens of Oligacanthorhynchus microcephalus were collected in Mexico, indicating
geographical coordinates, host species (n = sample size), cytochrome b GenBank accession numbers for hosts, and
collection dates.

Locality
(abbreviation)

Geographical
coordinates Host species (n)

GenBank accession
number

Collection date
(month/year)

Veracruz
Tlacotalpan (TL) 18u3794099N D. virginiana (2) KM659269-270 02/2012

95u4094099W
Los Tuxtlas (LT) 18u3492199N D. marsupialis (2) KM659276-277 08/2011

95u0493099W 03/2012

Tabasco
Cunduacán (CU) 17u34916.999N D. virginiana (1) KM659264 08/2012

92u5790999W
Campeche
Escárcega (ES) 18u3790099N D. virginiana (2) KM659261 07/2012

90u4391399W KM659268

D. marsupialis (1) KM659275

Yucatán
Mérida (ME) 20u5890499N D. virginiana (1) KM659263 11/2013

89u3791899W KM659273

D. marsupialis (1)

Chiapas
Agua Frı́a (AF) 16u15925.999N D. marsupialis (1) KM659274 06/2012

93u53954.999W KM659265

— 03/2013

D. virginiana (1)

P. opossum (1)

Finca Brasil (FB) 15u05940.999N D. marsupialis (1) KM659279 06/2012

92u1394599W KM659266-267,

KM659271

D. virginiana (4) KM659278

—

P. opossum (1)

Guanajuato
Rincón de 20u1994499N D. virginiana (2) KM659262, 02/2013

Martı́nez (RM) 101u34941.999W KM659272

Colima
Coquimatlán 19u10928.199N D. virginiana (2) — 09/2012

103u49938.299W
Oaxaca
San Miguel 18u1592899N D. virginiana (1) — 07/2013

Soyaltepec 96u249099W
Temascal (TE) 18u1492299N D. virginiana — ND

96u2491199W (ND)*

* ND, not determined.
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with silver paste and then gold-coated and examined at
10kV in a Hitachi Stereoscan Model SU1510 SEM (Hitachi
Ltd., Tokyo, Japan). Digital images were obtained using
digital imaging software attached to a computer. For
comparative purposes, vouchers of O. microcephalus
(recorded as O. tortuosa) from the Colección Nacional de
Helmintos (CNHE) (ex Didelphis marsupialis Veracruz,
CNHE-611; ex Didelphis virginiana, Oaxaca, CNHE-4497,
Michoacán, CNHE-618, Tabasco, CNHE-4779, Veracruz,
CNHE-610) were studied. Voucher specimens were de-
posited in the CNHE, Instituto de Biologı́a, Universidad
Nacional Autónoma de México, Mexico City (Table 1).

For molecular work, 50 specimens of O. microcephalus
from 8 localities were placed individually in tubes and
digested overnight at 56uC in a solution containing 10 ml 10
mM Tris-HCl (pH 7.6), 10 ml 20 mM NaCl, 20 ml 100 mM
EDTA (pH 8.0), 10 ml 1% Sarkosyl, 1 ml proteinase K (0.1
mg/ml), and sterilized distilled water to a final volume of 100
ml. Following digestion, DNA was extracted from the
supernatant using the DNAzolH reagent (Molecular Research
Center, Cincinnati, Ohio) according to the manufacturer’s
instructions. Nucleotide sequences of the mitochondrial
cytochrome c oxidase subunit 1 (cox 1) and the domains D2
and D3 from the large subunit rRNA (LSU) were amplified
using polymerase chain reaction (PCR) with the forward
primer 59-AGTTCTAATCATAA(R)GATAT(Y)GG-39 and
reverse primer 59-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAA
TCA-39 (Folmer et al., 1994) for cox 1 and the forward
primer 59-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTTGC-39 and re-
verse primer 59-GTCGATAGGACTCCCTTTG-39 for LSU
(Garcı́a-Varela and Nadler, 2006). All PCRs were performed
at a final volume of 25 ml [2.5 ml of 103 PCR buffer, 2.5 ml of
10 mM of dNTPs mixture (200 mM each), 1.25 ml MgCl2
(50 mM), 1.0 ml each primer (10 pmol), 1 ml DNA template,
and 1 unit of Taq DNA polymerase 500 U (5 U/ml; Biogenica,
Mexico City) in sterilized distilled water. The amplification
program consisted of 5 min at 94uC followed by 35 cycles of
1 min at 94uC, 1 min at 45uC for cox 1 and 50uC for LSU,
1 min at 72uC, followed by 10 min at 72uC for final
elongation. The PCR products were sequenced in both strands,
using the same primers mentioned above for both markers, in
the High-Throughput Genomics Unit at the University of
Washington, U.S.A. (http://www.htseq.org./index.html). All
sequences were edited and assembled manually using the
platform Geneious Pro v5.1.7 (Drummond et al., 2010), and
the consensus of both strands were deposited in the GenBank
database (see accession numbers in Table 1). Sequences
obtained in the current research from cox 1 and LSU were
aligned separately using the Clustal W software (Thompson et
al., 1994) with a final manual adjusting with Mesquite v2.75
software (Maddison and Maddison, 2011). The genetic
divergence among populations of O. microcephalus was
determined using the uncorrected (p-distance) method.
Maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML), and
Bayesian inference (BI) analyses were performed for each
dataset as well as the combined datasets (LSU + cox 1). The
MP tree was inferred using the program TNT (Goloboff et al.,
2008). Tree searches were performed using 1,000 random
taxon addition heuristic searches with tree-bisection-reconnec-
tion (TBR) branch swapping for MP. The ML tree was inferred
using RAxML v7.0.4 (Stamatakis, 2006). The cox 1 alignment
contained no gaps and the translations of the sequences
matched with the open reading frame of the cox 1 from the
complete mitochondrial genome of the acanthocephalans

Pallisentis celatus Van Cleave 1928, Oncicola luehei Travassos
1917, and Leptorhynchoides thecatus Kostylev 1924 (Steinauer
et al., 2005; Gazi et al., 2012; Pan and Nie, 2013). In the LSU
alignment 3 gaps were added among the outgroup and ingroup.
These gaps were treated as missing data in the analysis. For ML
analyses, the general time reversible nucleotide substitution
model was selected for each dataset as well as for the combined
dataset (LSU + cox 1) using the MODELTEST software v3.0
(Posada and Crandall, 1998). Clade support was assessed by
bootstrap resampling with 1,000 MP and ML bootstrap
replicates. The BI was performed with MrBayes v3.1.2
(Huelsenbeck and Ronquist, 2001), and data from the 2 genes
were partitioned. The settings were 2 simulation runs of the
Markov chain Monte Carlo (MCMC) for 10 million genera-
tions, sampling every 200 generations, a heating parameter
value of 0.2, and a ‘‘burn-in’’ of 10%. Trees were drawn using
FigTree program v1.3.1 (Rambaut, 2006). An incongruence
length difference (ILD) test (Farris et al., 1995) was performed
to assess whether the nuclear and mitochondrial datasets
warranted combination. This test was implemented in PAUP*
4.0b10 ‘‘partition homogeneity test’’ (Swofford, 2002) with
1,000 ILD replicates, 10 random addition sequences per
replicate, and TBR branch swapping.

Previously reported sequences of cox 1 and LSU of
O. tortuosa were included in the analyses for comparative
purposes (Garcı́a-Varela et al. 2000; Garcı́a-Varela and
Nadler, 2006) (see Table 1). Also, sequences of 2 species,
Moniliformis moniliformis (Bremser, 1811) Travassos, 1915
and Oncicola luehei (Travassos, 1917; Schmidt, 1972),
available in the GenBank database, were used as outgroups
because they are sister taxa; the first one as a member of the
order and O. luehei as the sister taxa of Oligacanthor-
hynchus (Garcı́a-Varela et al., 2000). Finally, the taxonomic
identity of hosts, particularly the distinction between
D. marsupialis and D. virginiana in areas where they occur
in sympatry, was done by amplifying a fragment (450
nucleotides) of the mitochondrial cytochrome b gene using
PCR and comparing it with available GenBank sequences.
Obtained hosts sequences were deposited in GenBank (see
accession numbers in Table 1).

RESULTS

In the current study, DNA fragments of the cox 1
and LSU were amplified and sequenced for 50
individuals of O. microcephalus from 8 populations
(Table 2). Two additional localities were sampled but
no acanthocephalans were recovered at these sites
(i.e., Coquimatlán, Colima and San Miguel Soyalte-
pec, Oaxaca; Table 1, Fig. 1). Aligned datasets
included 645 and 754 nucleotides for 50 individuals
for cox 1 and LSU, respectively. Phylogenetic
analyses of the separate datasets were conducted
with MP, ML, and BI. This battery of reconstruction
methods yielded some contrasting results, particularly
for the analysis of the LSU dataset. Figures 2 and 3
show the comparison of the BI of the separate datasets
(LSU and cox 1). Both topologies are similar and
congruent in that 3 clades are formed, and relation-
ships are supported by high posterior probability
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values. However, when LSU was analyzed through
MP and ML analyses (trees not shown), O. micro-
cephalus was placed as the sister taxa to all the other
sequences of Oligacanthorhynchus included in this
study, with the exception of those from Tlacotalpan,
Veracruz. We were unable to obtain sequences of
those isolates for this molecular marker. Instead, the
topologies of the 3 reconstruction methods using cox

1 dataset yielded the same topology. However, due to
the fact that we obtained some differences in
topologies between the 2 molecular markers, a com-
bined analysis was conducted. The ILD test provided
no indication of incongruence between nuclear and
mitochondrial gene (P 5 0.08), supporting the
combined analysis of the 2 gene sequences. The
combined dataset had 1,399 nucleotides and consisted

Table 2. Information about specimens of Oligacanthorhynchus microcephalus collected in this study indicating
locality, host species (number of acanthocephalans collected), cox 1 and LSU GenBank accession numbers, and
catalog number of the National Collection of Helminths (CNHE; Mexico City).

Locality
(abbreviation) Host species (n)

GenBank accession number
Cox 1 LSU

CNHE
catalog number Clade*

Tlacotalpan (TL) D. virginiana (1) KM659328 — — (ND){{
KM659329-330 —

D. virginiana (2)

Los Tuxtlas (LT) D. marsupialis (2) KM659331-332 KM659280-281 — I

9186

D. marsupialis (1) — —

Cunduacán (CU) D. virginiana (1) KM659333 KM659282 — I

Escárcega D. virginiana (4) KM659359-360 KM659308-309 9187 III

(ES) 9189

D. virginiana (5) KM659361-364 KM659310-313 9190

D. marsupialis (2) — —

Mérida D. virginiana (17) KM659365-374 KM659314-323 9191 III

(ME) —

D. marsupialis (2) KM659375-376 KM659324-325

Agua Frı́a D. marsupialis (8) KM659346-351 KM659295-300 9192 III

(AF) 9193

KM659352-354 KM659301-303 9194

D. virginiana (6)

KM659355-358 KM659304-307

P. opossum (5)

Finca Brasil (FB) D. virginiana (3) KM659334 KM659294 9195 I

— — 9196

P. opossum (1) KM659335 KM659283 —

KM659336-338 KM659284, 9197

D. virginiana (1) KM659288-289 9198

KM659339-343 KM659285-287, —

D. virginiana (8) KM659290-291

KM659344-345 KM659292-293

D. virginiana (8)

D. marsupialis (2)

Rincón de D. virginiana (1) KM659377 KM659326 — II

Martı́nez KM659378 KM659327 —

(RM) D. virginiana (1)

Temascal (TE) D. virginiana (ND) AF416999 AY829090 4497 II

* Clades are determined with respect to phylogenetic analysis through the combined dataset.

{ND, not determined.

{Clade not determined for specimens from Tlacotalpan, Veracruz, because no sequences of LSU were obtained.
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of 50 terminals. Phylogenetic analyses of the
combined datasets (LSU + cox 1) were also conducted
using 3 reconstruction methods and their topologies
were very similar. The BI tree is shown in Figure 4.
The tree yielded 3 major clades well supported by
bootstrap and posterior probability values: the first
one (Clade I) includes samples from the localities of
Chiapas (12 specimens), Tabasco (1 specimen), and
Veracruz (2 specimens). Clade II includes samples
from a particular locality of central Mexico (Guana-
juato, 2 specimens) and is nested with the only
available sequence of O. microcephalus (recorded as
O. tortuosa) from Temascal, Oaxaca, Mexico. Clade
III includes isolates from Chiapas (12 specimens),
Yucatán (12 specimens) and Campeche (6 speci-
mens). Intraclade genetic divergence among isolates
of O. microcephalus is low, with 0.0–0.3%, 0.0–
0.7%, and 0.0–0.3% for LSU and 0.8–0.9%, 0.95–
0.98%, and 1.1–2.6% for cox 1 for clades I, II and III,
respectively. When we compared the level of genetic

divergence between the outgroups and the resulting 3
clades, we found values ranging from 12.1–15.5% for
LSU and 29.1–31.8% for cox 1. However, clade I
showed the highest differentiation with respect to
clades II and III (0.8–1.1% and 1.2–1.5% for LSU,
and 22.0–22.9% and 22.0–22.8% for cox 1, re-
spectively) and the differentiation between Clade II
and III was considerably lower (0.3–0.4% for LSU,
and 12.2–14.4% for cox 1).

The tree topology in Figure 4 shows no particular
correlation between Clades I, II, and III and host
association or geographical distribution. Clade I is
distributed in 2 species of opossum (D. virginiana
and D. marsupialis) across a wide geographic range
encompassing states of southeastern Mexico (Chia-
pas, Tabasco and Veracruz) while Clade II was found
in D. virginiana in Guanajuato and Oaxaca. Individ-
uals of the more-widely geographically distributed
Clade III were found in all 3 species of didelphids
across the states of Chiapas, Yucatán, and Campeche.

Figure 2. Tree inferred from the large subunit rDNA (LSU) dataset using a Bayesian inference (BI). Numbers near
internal nodes show bootstrap support of maximum parsimony (MP) and maximum likelihood (ML) higher than 60 and
posterior probability frequencies higher than 0.6. Clade terminals represent localities where the specimens were collected.
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In order to further corroborate the potential
existence of 3 independent evolutionary lineages
derived from the genetic data, a morphological study
of specimens from the same localities was conducted
using both light microscopy and SEM. Measurements
of the organisms were obtained for several morpho-
logical traits of the trunk and proboscis (Table 3),
including the size of the proboscis hooks, following
the standard method described by Wayland (2010).
Three hooks per row for each of the 6 rows exhibited
by members of this genus were measured, and the
average hook length per row is presented in Table 3.
Meristic data show that specimens allocated into
Clade I are smaller than those contained in Clades II
and III, but between the latter 2 there are no clear
morphological differences. The SEM micrographs
confirm this result because a clear difference in the
size of the proboscis hooks (even more evident
between those of the apical row) can be observed,
particularly for those hooks on the apical row that are
more robust (Figs. 5–10).

DISCUSSION

Our study follows the approach suggested by
authors such as Blouin (2002), Vilas et al. (2005),
and Criscione et al. (2005) to prospect for the
potential recognition of cryptic species in a parasite
such as O. microcephalus, which is found in several
host species across a wide geographic range. These
hosts are New World marsupials that have a wide
geographic distribution extending from southern
Canada to central Argentina (Cervantes et al.,
2010). In fact, the distribution range of the acantho-
cephalan O. microcephalus extends from Brazil
northwards to the United States (Richardson et al.,
2014). The assumption of this investigation was that

O. microcephalus represented a single species across

its entire geographic range, and the molecular

prospecting analysis considered only a rather limited

geographic range of this parasite in the Neotropical

areas across central and southern Mexico (see Garcı́a-

Prieto et al., 2010; Richardson et al., 2014).

Figure 3. Tree inferred from the cox1 dataset using a BI. Numbers near internal nodes show bootstrap support of MP
and ML higher than 60 and posterior probability frequencies higher than 0.6. Clade terminals represent localities where the
specimens were collected.
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Our results using the combined phylogenetic
analysis of 2 molecular markers show at least 3
potential genetic lineages herein referred to as Clades
I, II, and III. This result must be taken with caution
because it would be necessary to obtain specimens
from across the entire geographic range of the
acanthocephalan in order to determine the genetic
divergence of the species and to recognize the
potential presence of independent lineages or the
existence of cryptic species (see Pérez-Ponce de León
and Nadler, 2010). In addition, analysis of the LSU
gene shows some incongruence regarding the re-
construction methods, indicating that this ribosomal

gene is not as informative as the mitochondrial cox 1
gene in uncovering the potential existence of cryptic
species. Such a result is not unexpected, as Blouin
(2002) demonstrated the advantages of using a
mitochondrial gene for molecular prospecting. The
use of another molecular marker would be necessary
to further corroborate the findings we present herein.
Further, the results of genetic divergence analysis are
not fully congruent with the observed morphology,
and our morphometric analysis of traits of taxonomic
importance, such as the proboscis hooks as well as
SEM observations, do not provide sufficient evidence
to establish the separation of the 3 clades. Therefore,

Figure 4. Trees inferred with the combined (LSU + cox 1) dataset, using MP, ML, and BI. Numbers near internal nodes
show MP/ML bootstrap support values higher than 60 and posterior probability frequencies higher than 0.6. Clade terminals
represent localities and hosts where the specimens were collected.
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we take the more conservative position and recognize
2 major clades based on the combination of data from
both sources of information. The genetic divergence
levels of 0.8–1.5% for LSU and 22.0–22.9% for cox
1 between Clade I and the other 2 clades, in addition
to differences in the body size and the size of the
proboscis hooks, indicates that Clade I might
represent a separate species requiring a proper
taxonomic description. We have taken as a valid
species the record established by Garcı́a-Varela and
Nadler (2006) for O. microcephalus from which
sequences of LSU and cox 1 were obtained. This
sequence nests with that of 2 individuals from
D. virginiana from Guanajuato in central Mexico
and forms Clade II. Clades II and III are closely
related and divergence levels between them are very
low with respect to LSU (0.3–0.4%) but relatively
high for cox 1 (12.2–14.4%). Moreover, they appear
to be morphologically indistinguishable based upon
our criteria (Figs. 5–10).

We refrain at the moment from formally
describing Clade I as a new species until additional
supporting evidence is available. An analysis of the
genetic divergence of this acanthocephalan across its
entire distributional range is clearly needed to test
the hypothesis that it is a single species, particularly
given that the specimens used by Garcı́a-Varela and
Nadler (2006) to conduct a phylogenetic analysis of

the Phylum Acanthocephala, originally identified as
O. tortuosa, were taken herein as a bonafide record
of O. microcephalus. In short, it is necessary to
obtain DNA sequences of the same markers from
specimens collected from the type host and type
locality, as well as from specimens across the entire
geographic range, before we would feel confident in
designating cryptic species. Moreover, our speci-
mens are morphologically very similar to those
presented in the detailed morphological analysis by
Richardson et al. (2014), and comparison of our
morphometric data with those provided by Richard-
son et al. (2014, Table 1, p. 55) shows that
measurements of morphological traits of specimens
belonging to Clades I and III in this study overlap
with those reported by these authors (see Table 3).
Nevertheless, the genetic divergence data of
O. microcephalus reported herein allows us to
hypothesize that O. microcephalus likely represents
a species complex consisting of morphologically
indistinguishable members across its entire geo-
graphic range. Whether or not the genetic groups
outlined herein can be defined as independent
evolutionary lineages with nonreticulate (phyloge-
netic) relationships (following a phylogenetic spe-
cies concept) necessarily requires further testing
incorporating a species delimitation uncertainty
principle (see Adams, 2002; Nadler, 2002). Clearly,

Table 3. Summary of morphometric data for specimens of Oligacanthorhynchus microcephalus. All measurements
in micrometers (mm) unless otherwise stated.

Character

Clade I:
Veracruz, Tabasco
and Chiapas (FB)

Clade II:
Guanajuato and

Oaxaca

Clade III:
Campeche, Yucatán
and Chiapas (AF)

Trunk (mm)

Length male 40–65 — 101–112

Width male 2.0–2.5 — 2.3–4.8

Length female 68–84 — 102–280

Width female 2.0–3.5 — 6.0–10.0

Proboscis

Length 291–297 328 321–317

Width 278–298 303 261–302

Length of hooks

Row 1 65– 67 74 73–92

Row 2 46–50 66 52–64

Row 3 39–49 52 46–51

Row 4 38–41 46 37–45

Row 5 25–33 39 30-33

Row 6 22–25 30 25–30

Testes length (mm) 2.0–4.0 — 3.4–5.9

Testes width (mm) 1.0 — 1.3–2.6

Seafftigen’s pouch length (mm) 2.4–3.0 — 2.8–4.2

% Trunk occupied by male system 30–38.2 — 29.0–39.9

% Trunk occupied by female system 1.0–3.0 — 1.2–2.5
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data from specimens obtained from other geo-
graphical areas, in addition to more-detailed mor-
phological information, are required to further
corroborate the existence of separate species.

Interestingly, we found no correlation between host
or geographic distribution and the clades identified

herein. Worms of each clade parasitize each of the 3
species of didelphids, and their geographic distribution
does not follow a particular pattern (Fig. 2). This may
be the result of several aspects of the host’s natural
history, including their dispersal from South to North
during the Great American Biotic Interchange (Webb,

Figures 5–10. Scanning electron micrographs of the proboscis of adults of Oligacanthorhynchus microcephalus. 5.
Cunduacán, Tabasco (D. virginiana). 6. Finca Brasil, Chiapas (D. virginiana). 7. Rincón de Martı́nez, Guanajuato
(D. virginiana). 8. Agua Frı́a, Chiapas (D. marsupialis). 9. División del Norte, Escárcega, Campeche (D. marsupialis) 10.
Mérida, Yucatán (D. virginiana).
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1985) about 5.3 to 2.5 million yr ago (Krause and
Krause, 2006). Moreover, host feeding habits and home
range may also contribute to the lack of host or
geographic structure. The species of Didelphis studied
here are considered opportunistic generalists and
successfully inhabitant a range of habitats, including
those with high levels of anthropogenic perturbation
(Sunquist et al., 1987; Adler et al., 1997; Cabello,
2006). Further, the grey four-eyed opossum
(P. opossum) may travel nomadically, especially when
food availability is low (Castro-Arellano et al., 2000).
Individuals of each of the 3 species of marsupials are
then able to disperse long distances in a short time, and
each can change its feeding habits (Sunquist et al.,
1987). Virginia opossums (D. virginiana) possess the
largest dispersal capability and in Mexico show the
largest geographical distribution (Cervantes et al.,
2010). Its diet varies with the seasons and consists of
small animals (insects, earthworms, slugs, snails,
crustaceans, and small mammals) as well fruits and
berries (Krause and Krause, 2006). Taken as a whole,
the distribution patterns, feeding habits, high reproduc-
tive rates, and resistance to human impacts result in
large population sizes with low genetic differentiation
(Cruz-Salazar et al., 2014). The aforementioned argu-
ments, as well as the slow evolution of these marsupials
(Jansa and Voss, 2000; Steiner and Catzeflis, 2004),
may have contributed to the observed lack of
congruence between host, geographical distribution, or
both with respect to the lineages of the acanthocephalan
O. microcephalus. It is thus plausible to suggest that
these host traits pose a phylogenetic constraint on their
acanthocephalan parasites, and that they might be the
reason for the lack of congruence of this host–parasite
association, and also that they might be determining the
limited morphological differences found in specimens
across their entire range. Likewise, it is also possible
that the intermediate hosts (millipedes) (Richardson,
2006) impact the morphological conservatism of O.
microcephalus because it is possible that these
arthropods are distributed across the entire geographic
range of these acanthocephalans. The hypothesis of
morphological conservatism imposed by such host
attributes should be further tested by examining other
species of helminthes in these New World marsupials.
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Manuscrito en extenso para ser sometido para su publicación en la revista Parasitology Research 

Delimitación de especies en Rhopalias coronatus (Digenea: Rhopalidae) y Turgida turgida 

(Nematoda: Physalopteridae) de marsupiales de México 

Resumen  

En el presente estudio se analizaron secuencias de marcadores moleculares para probar la 

hipótesis de que el digeneo Rhopalias coronatus (Rudolphi, 1819) Stiles y Hassall, 1898, y el 

nematodo Turgida turgida (Rudolphi, 1819), parásitos típicos de diversas especies de 

marsupiales (Didelphidae), representan especies únicas ampliamente distribuidas en México. 

Asimismo, a partir de la identificación de posibles linajes en cada una de las especies estudiadas, 

evaluar la existencia de correspondencia filogenética o geográfica con respecto a sus hospederos. 

De agosto de 2011 a agosto de 2014, ejemplares adultos de Rhopalias coronatus y Turgida 

turgida fueron obtenidos del intestino y estomago, respectivamente, de tres especies de 

tlacuaches (Didelphis marsupialis, D. virginiana y Philander opossum). Una muestra de cada 

especie de helminto fue procesada para su estudio molecular. Para el digeneo Rhopalias 

coronatus se obtuvieron 106 secuencias parciales del marcador mitocondrial cox 1 y una 

submuestra de 29 individuos para la región de los ITSs (ITS1-5.8S-ITS2), de ocho localidades. 

Por su parte, para el nematodo Turgida turgida se obtuvieron 107 de cox 1 y 22 del 18S rRNA 

de 14 localidades. Se realizaron análisis filogenéticos (MP, MV e IB) para genes independientes 

y matrices de datos conjuntas para cada una de las especies. Adicionalmente, para cada marcador 

molecular se calcularon distancias genéticas (no corregidas) dentro y entre las poblaciones. 

Finalmente, a partir de las secuencias mitocondriales, se construyeron redes de haplotipos para 

ambas especies. Los resultados obtenidos evidencian que cada una de estas especies (R. 

coronatus y T. turgida), están conformadas por dos linajes genéticamente bien diferenciados y 
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que ninguno de los linajes identificados en ambas especies se asocian con una especie en 

particular de hospedero. Sin embargo, cada uno de los linajes identificados muestran una 

correspondencia de distribución geográfica con sus particularidades.  

Palabras clave: Análisis filogenéticos, cox 1, ITS, Didelphidae, divergencia genética, 

prospección molecular, red de haplotipos. 

Introducción 

El trematodo Rhopalias coronatus y el nematodo Turgida turgida son helmintos parásitos típicos 

de intestino y estómago, respectivamente, de diversas especies de marsupiales de la familia 

Didelphidae. Ambas especies se encuentran distribuidas en la mayor parte del Continente 

Americano, desde la región Neotropical (Navone y Suriano 1992; Rodríguez-Ortíz et al. 2004; 

Monet-Mendoza et al. 2005; Haverkost y Gardner 2008; Humberg et al. 2011; García-Prieto et 

al. 2012; Acosta-Virgen et al. 2015), hasta la región Neártica (Gray y Anderson 1982; Matey et 

al. 2001; Nichelason et al. 2008; García-Prieto et al. 2012), por lo que ambas especies podrían 

ser consideradas parte de la helmintofauna principal (core fauna) (sensu Pérez-Ponce de León y 

Choudhuri 2005) de esta familia de mamíferos.  

Estas dos especies han sido registrados en tres de las siete especies de marsupiales que 

ocurren en México (D. marsupialis, D. virginiana y P. opossum), las cuales se encuentran 

ampliamente distribuidas, mostrando áreas de simpatría, por lo que comparten una gran cantidad 

de hábitats y recursos alimenticios (Ceballos y Oliva 2005). La determinación taxonómica de 

estas especies se ha basado exclusivamente en la observación de caracteres morfológicos 

(Caballero 1937, 1951, 1958; Caballero et al. 1944;  Monsiváis-Aguilar 1958; Gutiérrez-Fuster 

1966; Miyazaki y Ishii 1968; Lamothe-Argumedo 1978; Miyazaki et al. 1980; Lamothe-

Argumedo et al. 1985; Prado-Ancona 1993; Cañeda-Guzman 1997; Monet-Mendoza et al. 2005). 
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A pesar del gran número de registros que existen para estas dos especies de helmintos en 

México, hasta la fecha no se cuenta con estudios que evidencien que estas entidades biológicas -

consideradas tradicionalmente como una misma especie-, con rangos amplios de distribución 

geográfico y de hospederos, estén conformadas por dos o más linajes, o bien, que se traten de 

especies crípticas (Blouin 2002; Miura et al. 2005; Blasco-Costa et al. 2010). En este sentido, en 

las últimas dos décadas, la aplicación de herramientas moleculares en el campo de la Sistemática 

ha permitido evaluar los arreglos taxonómicos previos de los organismos parásitos. Asimismo, 

con el análisis de datos moleculares se han logrado realizar trabajos con un enfoque de 

prospección molecular en especies de helmintos que parasitan diversos grupos de hospederos a 

través de un rango geográfico amplio, resultando en el descubrimiento de complejos de especies 

y/o de especies crípticas (Blouin 2002; Criscione et al. 2005; Vilas et al. 2005). De acuerdo a lo 

mencionado anteriormente, el presente trabajo pretende, mediante el análisis de información 

genética de dos especies de helmintos que parasitan a tres especies de tlacuaches en México: i) 

evidenciar posibles linajes de lo que se considera una sola especie tanto de R. coronatus como de 

T. turgida y, ii) a partir de la potencial existencia de linajes, identificar si existe o no, 

correspondencia filogenética o geográfica de éstos con respecto a sus hospederos.  

Materiales y métodos 

Colecta de mamíferos 

De agosto de 2011 a agosto de 2014, un total de 68 marsupiales fueron capturados y examinados 

(20 D. marsupialis, 33 D. virginiana y 15 P. opossum), en diferentes localidades de México (Fig. 

1; Tabla 1). El método de captura fue mediante la utilización de trampas tipo Tomahawk, bajo el 

número de permiso de colecta científica FAUT 0057 expedido por la Secretaría del Medio 

Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) a GPPL. Los tlacuaches fueron sacrificados 
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mediante sobredosis de anestésico. Posteriormente se disectaron y todos los órganos fueron 

revisados bajo un microscopio estereoscópico mediante procedimientos estandarizados 

(Lamothe-Argumedo 1997).  

Revisión parasitológica 

Los gusanos fueron removidos de su microhábitat y colocados en cajas de Petri con solución 

salina al 0.85% durante 3–5 min.. Una muestra de cada taxón fue procesada para estudios 

morfológicos con el objetivo de identificarlos taxonómicamente. Para ello, ejemplares adultos de 

R. coronatus y T. turgida fueron fijados por inmersión en formol al 4% caliente y preservados en 

viales con alcohol al 70%. Para el estudio molecular, algunos ejemplares fueron lavados con la 

misma solución salina, preservados en alcohol absoluto y almacenados a -20 °C. Para la 

identificación taxonómica, ejemplares de R. coronatus fueron teñidos con Paracarmín de Meyer 

o tricromica de Gomori, deshidratados con concentraciones ascendentes de alcohol (70%, 80%, 

90% [dos veces], 100%), aclarados con salicilato de metilo, y montados en preparaciones 

permanentes con bálsamo de Canadá (Lamothe-Argumedo 1997). Por otra parte, los nematodos 

fueron aclarados con lactofenol de Amman, y montados en preparaciones temporales. Las 

determinaciones taxonómicas de Rhopalias coronatus y Turgida turgida se realizaron con la 

ayuda de literatura especializada (Harverkost y Gardner 2008 y Gibbons 2010), respectivamente. 

Todo el material destinado al estudio morfológico fue depositado en la Colección Nacional de 

Helmintos (CNHE), Instituto de Biología, Universidad Nacional Autónoma de México, México 

D.F. (ver números de acceso en Tabla 1). 

Extracción, amplificación y secuenciación de DNA 

Para el trabajo de biología molecular, 106 ejemplares de Rhopalias coronatus y 107 de Turgida 

turgida de ocho y 14 localidades, respectivamente, fueron colocados de manera individual en 
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tubos para su digestión durante 12 hr a 56 °C con solución de digestión, conteniendo 10 µl de 10 

mM Tris-HCl (pH 7.6), 10 µl de 20 mM NaCl, 20 µl de 100 mM Na2 EDTA (pH 8.0), 10 µl de 

Sarkosyl al 1%, 1 µl de proteinasa K (0.1 mg/ml), y el resto de volumen de agua destilada. Todas 

las soluciones de digestión fueron llevadas a un volumen final de 100 µl. Posteriormente, se 

extrajo el DNA mediante la utilización del reactivo DNAzol (Molecular Research Center, 

Cincinnati, Ohio), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Secuencias nucleotídicas 

mitocondriales de la citocromo c subunidad 1 (cox 1) y de la región nuclear de los ITSs (ITS1–

5.8S–ITS2) fueron amplificadas para R. coronatus, así como secuencias de la cox 1 y de la 

subunidad ribosomal menor (18S) se amplificaron para T. turgida, mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los iniciadores mencionados en la Tabla 2. Todas las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 µl [2.5 µl de buffer para PCR a 

10x, 2.5 µl de dNTPs a 10 mM, 1.25 µl de MgCl2 (50 mM), 1.0 µl de cada iniciador (10 pmol), 1 

µl DNA molde, y 1 U de Taq DNA polimerasa 500 U (5 U/µl) Biogenica, México; y el resto del 

volumen de agua destilada estéril. Los programas de amplificación para la cox 1 consistieron de 

una desnaturalización inicial a 95 °C durante 3 min, seguida por 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 

una temperatura de alineamiento a 50 °C durante 1 min para R. coronatus, y 47 °C durante 45 s 

para T. turgida, y una extensión a 72 °C durante 1 min, seguida por una elongación final a 72 °C 

durante 10 min. El programa de PCR para la región de los ITSs consistió de una 

desnaturalización inicial a  95 °C durante 3 min, seguida por 35 ciclos a 94 °C durante 1 min, 

una temperatura de alineamiento a 53 °C durante 1 min, y una extensión a 72 °C durante 1 min, 

seguida por una elongación final a 72 °C durante 10 min. Finalmente, los parámetros de PCR 

para el marcador 18S incluye una desnaturalización inicial a 94 °C durante 3 min, seguida por 40 

ciclos a 94 °C durante 30 s, una temperatura de alineamiento a 60 °C durante 30 s, y una 
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extensión a 72 °C durante 80 s, seguida por una elongación final a 72 °C durante 6 min. Los 

productos de PCR fueron secuenciados en ambos sentidos utilizando los iniciadores 

mencionados en la Tabla 2, en el centro de secuenciación High-Throughput Genomics Unit de la 

Universidad de Washington, EUA (http://www.htseq.org./index.html). Las secuencias sentido y 

anti sentido fueron editadas y ensambladas manualmente usando la plataforma Geneious Pro 

v5.1.7 (Drummond et al. 2010). Todas las secuencias consenso fueron depositadas en Genbank 

(ver números de acceso en Tabla 1). 

Alineamiento de secuencias, análisis filogenéticos y distancias genéticas 

Para cada una de las especies de helmintos analizadas en el presente trabajo se obtuvieron 

secuencias parciales de los siguientes marcadores: cox 1 e ITSs (ITS1-5.8S-ITS2) (Rhopalias 

coronatus) de siete localidades, y cox 1 y 18S (Turgida turgida) de 14 localidades (Figura 1). 

Los alineamientos de cada uno de los marcadores moleculares consistieron de 666 pares de bases 

(pb) para cox 1 con 117 terminales (106 para R. coronatus y siete representando el  GE, dentro 

de las que se encuentran cuatro secuencias de otra especies del género Rhopalias); y de 1093 pb 

para los ITSs con 32 terminales (29 para R. coronatus y tres taxones representando el GE). En el 

caso de T. turgida, el alineamiento de cox 1 con 393 pb incluyó 108 terminales (107 de T. 

turgida y una del GE), y el del gen 18S contó con 1591 pb para 22 terminales (21 de T. turgida, 

más una del GE). Un tercer alineamiento fue construido para cada especie de helminto, 

combinando ambas matrices, la cuales estuvieron constituidas de la siguiente manera: ITSs + cox 

1, con 32 terminales y 1759 pb, para el caso R. coronatus, y 18S + cox 1, con 23 terminales por 

1984 pb, para T. turgida.   

Las secuencias obtenidas de cada uno de los marcadores fueron alineadas por separado 

utilizando el programa Clustal W2 (Thompson et al. 1994), con un ajuste final de manera manual 
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en el programa Mesquite v2.75 (Maddison y Maddison 2011). Para descartar la presencia de 

pseudogenes en el ADN mitocondrial, las matrices del marcador cox 1 tanto de R. coronatus 

como de T. turgida fueron traducidas a aminoácidos utilizando el código genético mitocondrial 

para trematodos e invertebrados, respectivamente en el programa MEGA v6.06 (Tamura et al. 

2013). Se utilizaron tres métodos de inferencia para resolver las relaciones filogenéticas: análisis 

de máxima parsimonia (MP), máxima verosimilitud (MV) e inferencia Bayesiana (IB), para cada 

una de las matrices de datos, así como para matrices concatenadas (ITSs + cox 1 y 18S + cox 1), 

para R. coronatus y T. turgida, respectivamente. Los análisis de MP se realizaron en el programa 

TNT (Goloboff et al. 2008). Para cada matriz, el análisis de MP se realizó a través de una 

búsqueda heurística (1,000 réplicas con adición de taxa al azar y permutación de ramas por 

TBR). Los gaps fueron tratados como datos faltantes. Los análisis de MV se llevaron a cabo en 

el programa RAxML v7.0.4 (Stamatakis 2006). Previó a estos análisis, se evaluó el mejor 

modelo de evolución molecular a utilizar en la reconstrucción filogenética. Dichas evaluaciones 

se realizaron con el programa jModelTest v3.07 (Posada y Crandall 2008), eligiendo el criterio 

de información de Akaike (AIC; Huelsenbeck y Crandall 1997). Los modelos seleccionados para 

las matrices de R. coronatus fueron el TVM + I + G y TPMuf + G, para cox 1 e ITSs, 

respectivamente. Por su parte, para las matrices de T. turgida, los modelos evolutivos resultantes 

fueron TIM2 + I + G para cox 1 y GTR para el 18S. El apoyo de clados para MP y MV fueron 

evaluados mediante el remuestreo de 1,000 replicas de bootstrap. Los análisis de IB se realizaron 

con el programa MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck y Ronquist 2001). Las cadenas de Marcov se 

corrieron por 10,000,000 de generaciones y muestreando los árboles cada 200 generaciones. La 

fase estacionaria se determinó de forma visual y posteriormente se descartó el porcentaje de 

“burn-in” (25%). Los árboles fueron dibujados utilizando el programa FigTree v1.3.1 (Rambaut 
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2006). Se obtuvieron secuencias de la base de datos GeneBank de miembros de la superfamilia 

Echinostomatoidea, así como de la especie de nematodo Loa loa, para ser utilizadas como grupos 

externos (GE) en los análisis filogenéticos de Rhopalias coronatus y Turgida turgida, 

respectivamente. Finalmente, para cada uno de los marcadores moleculares se calcularon las 

distancias genéticas no corregidas (distancias-p) con el programa MEGA v6.06 (Tamura et al. 

2013).  

Construcción de redes de haplotipos 

A partir de las matrices moleculares del gen cox 1, tanto de R. coronatus como de T. turgida, se 

construyeron redes de haplotipos con base en el límite del  >95% de parsimonia con la finalidad 

de ilustrar todas las conexiones entre los haplotipos (Templeton et al. 1992). Dichas redes se 

construyeron mediante la utilización del programa TCS v1.21 (Clement et al. 2000).  

Resultados 
 
Análisis filogenéticos y distancias genéticas 
   
Rhopalias coronatus 

Los análisis filogenéticos realizados mediante MP, MV e IB, del gen mitocondrial arrojaron 

topologías congruentes (árboles no mostrados). Las topologías muestran dos grandes clados 

(Clado I y Clado II) los cuales se encuentran conformados por seis localidades (LT, Los Tuxtlas, 

Veracruz; TL, Tlacotalpan, Veracruz; CU, Cunduacán, Tabasco; TE, Teapa, Tabasco; AF, Agua 

Fría, Chiapas y SO, Soyaltepec, Oaxaca) y una (TZ, Tzucacab, Yucatán), respectivamente. Una 

octava localidad (FB, Finca Brasil, Chiapas) fue positiva a este trematodo, sin embargo, 

mediante la determinación morfológica y posteriormente genética, resulto ser la especie 

Rhopalias macracanthus, la cual se incluyo en los presentes análisis filogenéticos. Por su parte, 

el análisis de la región de los ITSs, muestran una politomía. En cuanto al análisis concatenado 



 81 

(ITSs + cox 1) también fue analizado mediante los tres métodos de inferencia filogenética y sus 

topologías fueron muy similares entre sí y obtienen las mismas relaciones a las obtenidas 

mediante el marcador cox 1. El árbol consenso construido mediante IB se muestra en la figura 2. 

Dentro de la especie Rhopalias coronatus, el árbol muestra dos grandes clados bien apoyados 

por valores de bootstrap y probabilidades posteriores. Ambos clados están conformados por las 

mismas localidades mostradas por el marcador cox 1.  

Por su parte, las distancias genéticas intraclado fueron bajas. El Clado I con 0.0–1.0% y 

0.0% para cox 1 e ITSs, respectivamente. Por su parte, para el Clado II no existió divergencia 

para ambos marcadores. Las distancias genéticas interclados son altas para cox 1, con 7.0–8.0%; 

sin embargo, para los ITSs la distancia genética observada es nula. Al comparar los porcentajes 

de distancias genéticas de los Clados I y II con respecto a la especie Rhopalias macracanthus, 

éstos son muy similares para cox 1 (17–18% y 16–17%), respectivamente, y del 7.0% para la 

región de los ITSs, en ambos clados. Las distancias genéticas observadas de los Clados I y II con 

respecto al GE también son muy similares (20.0–21.0% y 22.0% para cox 1), respectivamente, y 

14.0% para los ITSs en ambos clados  (Tabla 3).  

El análisis de red de haplotipos de cox 1 para Rhopalias coronatus estuvo conformada 

con 106 secuencias y 666 pb cada una. En total, se detectaron 29 haplotipos separados en dos 

grupos: el grupo I con 28 haplotipos/98 secuencias de cinco localidades (4/26 de LT, Los 

Tuxtlas, Veracruz; 8/16 de TL, Tlacotalpan, Veracruz; 1/2 de CU, Cunduacán, Tabasco; 1/1 de 

TE, Teapa, Tabasco; 9/36 de AF, Agua Fría, Chiapas y 5/17 de SO, Soyaltepec, Oaxaca). El 

grupo II contiene un haplotipo único de una sola localidad (1/8 de TZ, Tzucacab, Yucatán), el 

cual se separa del grupo I por 49 sustituciones, correspondiendo al 7.3% del total del 

alineamiento (6, 1 y 42 en primeras, segundas y terceras posiciones), respectivamente (Fig. 3).  
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Turgida turgida 

De igual forma, las matrices de datos de la cox 1 y 18S de la especie T. turgida fueron evaluados 

mediante los tres métodos de inferencia filogenética. Para el primer marcador, las topologías 

fueron congruentes en los tres casos (árboles no mostrados). La topología recuperó tres clados, el 

primero de éstos se encuentro integrado por  nueve  de las 14 localidades positivas a este 

nematodo (LT, Los Tuxtlas, Veracruz; TL, Tlacotalpan, Veracruz; SO, Soyaltepec, Oaxaca; FB, 

Finca Brasil, Chiapas; AF, Agua Fría, Chiapas; CO, Colima, Colima; COA, Coapan, Puebla; 

TEP, Tepoztlán, Morelos; y RM, Rincón de Martínez, Guanajuato). El segundo grupo estuvo 

constituido por dos localidades de la Península de Yucatán (TZ, Tzucabab, Yucatán y ME, 

Mérida, Yucatán). En el tercer clado se anidaron las muestras de tres localidades (CU, 

Cunduacán, Tabasco; TE, Teapa, Tabasco y ES, Escárcega, Campeche). Estos dos últimos clados 

más relacionados filogenéticamente entre sí, que con respecto al primer clado. En cuanto a los 

análisis del 18S, los tres métodos de inferencia mostraron muy baja resolución. No obstante, en 

los análisis probabilísticos se obtuvieron longitudes de rama más largas para las muestras TE, 

Teapa, Tabasco y ES, Escárcega, Campeche. El análisis conjunto de las matrices (18S + cox 1) 

arrojaron la misma topología en los tres métodos. El árbol obtenido mediante IB se muestra en la 

figura 4, con valores de bootstrap y probabilidades posteriores y muestra las topologías obtenidas 

por los tres métodos. El árbol arrojo cuatro grandes clados, la mayoría de ellos bien soportados: 

el Clado I incluye muestras de tres localidades (CO, Colima, Colima; RM, Rincón de Martínez, 

Guanajuato y TEP, Tepoztlán, Morelos). El Clado II esta conformado por cuatro localidades 

(TL, Tlacotalpan, Veracruz; SO, Soyaltepec, Oaxaca; FB, Finca Brasil, Chiapas y AF, Agua 

Fría, Chiapas). El Clado III esta constituido por una sola localidad (ME, Mérida, Yucatán). 
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Mientras que en el cuarto clado (Clado IV) se encuentran muestras de Tabasco (TE, Teapa, 

Tabasco) y Campeche (ES, Escárcega, Campeche).  

Las distancias genéticas intraclado para cox 1 fueron bajas, con 0.0–1.0%, 0.0–2.0% y 

0.0–1.0% para los Clados I, II y III, respectivamente. El Clado IV fue el que mostró mayor 

variación para este marcador (0.0–4.0%). Con respecto al marcador 18S, los cuatro clados no 

mostraron variación genética. Las distancias genéticas interclados para el marcador cox 1, 

resultaron ser bajas entre los Clados I, II y III, con 1.0–3.0%. En cambio, el Clado IV fue el que 

mostró mayor divergencia genética para este marcador con respecto a los Clados I, II y III (7.0–

10.0%). Por su parte, el marcador molecular 18S no presentó variación genética entre los cuatro 

clados. Al comparar los porcentajes de distancias genéticas observadas del GI con respecto al GE 

(Loa loa) los porcentajes fueron del 17–18% y 3.0% para cox 1 y 18S, respectivamente (Tabla 

4).  

La red de haplotipos de cox 1 para Turgida turgida estuvo conformada con 97 secuencias 

por 393 pb cada una. En total, se detectaron 44 haplotipos, separados en dos grupos. El grupo I 

con 32 haplotipos/77 secuencias distribuidos en diez localidades (1/3 de TL, Tlacotalpan, 

Veracruz; 1/2 de LT, Los Tuxtlas, Veracruz; 1/9 de FB, Finca Brasil, Chiapas; 1/3 de COA, 

Coapan, Puebla; 2/5 de SO, Soyaltepec, Oaxaca; 2/6 de TEP, Tepoztlán, Morelos; 4/9 de RM, 

Rincón de Martínez, Guanajuato; 4/6 de ME, Mérida, Yucatán; 7/21 de AF, Agua Fría, Chiapas 

y 9/13 de CO, Coquimatlán, Colima. El grupo II esta conformado por tres localidades (4/6 de 

CU, Cunduacán, Tabasco; 1/2 de TE, Teapa, Tabasco y por último, 7/10 de ES, Escárcega, 

Campeche). Este segundo grupo se encuentra separado del primero por 21 sustituciones 

nucleotídicas, correspondiendo al 5.3% del total del alineamiento (una sustitución en la primera 

posición y el resto en terceras posiciones) (Fig. 4).  
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Discusión 

Delimitación de especies mediante el uso de caracteres moleculares 

Actualmente, el uso masivo de herramientas moleculares ha permitido la exploración de 

información genética de los organismos de manera general y de los parásitos particularmente, así 

como el desarrollo de estrategias metodológicas hacia la delimitación de especies (Carstens et al. 

2013). La evaluación de caracteres moleculares inicialmente determina la variación genética 

existente entre individuos y poblaciones, la cual es analizada mediante métodos más objetivos 

basados en secuencias de ADN, lo cual deriva en el establecimiento de criterios más robustos en 

la delimitación de especies y consecuentemente, proporciona las bases para entender la 

influencia de los hospederos por una parte, y por otra la influencia de la distribución geográfica 

sobre los mecanismos de especiación de los parásitos (Morrison 2006; Poulin et al. 2011a, 

2011b).   

 En este trabajo se realizó una prospección molecular en especies de helmintos que 

parasitan a diversas especies de hospederos a través de un rango geográfico amplio, con el 

objetivo de descubrir potenciales especies (Blouin 2002; Criscione et al. 2005; Vilas et al. 2005). 

En este sentido, los resultados de la inferencia filogenética del digeneo R. coronatus obtenidos 

mediante el análisis conjunto de ITSs + cox 1 muestran consistentemente dos linajes (referidos 

como Clado I y Clado II), los cuales tienen valores de apoyo de ramas altos (Fig. 2). El gen 

ribosomal mostró una baja resolución, en comparación con lo que se obtuvo del gen 

mitocondrial. Esto puede ser explicado por la baja tasa de evolución en este gen (p. ej. 

sustituciones nucleotídicas) y concuerda con lo mencionado por varios autores (Blouin 2002; 

Vilas et al. 2005), quienes mencionan las ventajas de utilizar genes mitocondriales en estudios de 

prospección molecular. Por otra parte, los valores de divergencia genética del gen cox 1, 
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calculados para estos dos clados fueron relativamente altos (7–8%), lo que sustenta la existencia 

de dos linajes. Las divergencias genéticas entre los dos clados son comparables con las referidas 

en trabajos previos de taxa que están dentro de la Superfamilia Echinostomatoidea, donde se 

encuentra la Familia Rhopalidae; por ejemplo, entre Echinostoma malayanum y E. revolutum 

con una diferencia del 8–16% (Saijuntha et al. 2011). En este contexto, diversos autores 

mencionan que la variación en genes mitocondriales mayor al 5.0% entre individuos de una 

especie de platelminto podría indicar la existencia de dos o más entidades biológicas debido a 

que es poco probable que altos niveles de divergencia se observen entre individuos de una 

población (Blouin 2002; Vilas et al. 2005). Sin embargo, también existen críticas sobre la 

utilización de este valor “genetic yardstick” para discriminar entre especies (Nadler y Pérez-

Ponce de León 2011). No obstante, los valores de las distancias genéticas calculadas para estos 

dos clados están sustentados por análisis filogenéticos que ponen a prueba la hipótesis nula de 

que se trata de una sola especie, como lo recomiendan ciertos autores, habiendo encontrado que 

esos dos clados son monofileticamente recíprocos (Adams 2002; Nadler 2002; Sites y Marshall 

2003). Asimismo, la red de haplotipos permitió identificar dos grandes grupos separados por 49 

sustituciones nucleotídicas, correspondiendo con las evidencias filogenéticas y divergencias 

genéticas mencionadas anteriormente. Recientemente, Razo-Mendivil et al. (2015) utilizaron este 

método como herramienta para explorar la existencia de un complejo de especies crípticas en un 

trematodo parásito de peces dulceacuícolas, identificando tres grandes grupos. El grupo 1 

separado del grupo 2 y 3 por 73 sustituciones nucleotídicas, mientras que estos dos últimos 

grupos se encontraron separados por 50 sustituciones. Estos valores de cambios nucleotídicos 

son similares a los obtenidos entre los grupos de R. coronatus, lo cual apoya la evidencia de que 

esta especie esta conformada por dos linajes genéticamente bien diferenciados.  
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 Por su parte, los resultados obtenidos de la inferencia filogenética del nematodo T. 

turgida mediante la evaluación conjunta de 18S + cox 1, mostraron cuatro grupos referidos como 

Clado I – Clado IV. Sin embargo,  al considerar los valores de distancias genéticas de cox 1, se 

evidenció que los Clados I, II y III distan tan solo entre 1–3%, mientras que el Clado IV con 

respecto a los anteriores, es el que muestra mayor variación genética (7–10%). De acuerdo con 

diversos autores (p. ej. Blouin et al. 1998; Blouin 2002), se han citado valores de variación 

genética en este marcador del 2–6%  entre nematodos de la misma especie y valores superiores al 

10% para individuos de distintas especies estrechamente relacionadas filogenéticamente. Con 

base en lo anterior, se consideró que los Clados I, II y III realmente conforman una sola entidad 

biológica, diferente al cuarto linaje (Clado IV), el cual representa otra posible especie. Ambos 

grupos son monofileticamente recíprocos. Asimismo, la red de haplotipos mostró la formación 

de dos grandes grupos. Dentro del primero, las poblaciones se encuentran separadas entre sí por 

una, dos o tres sustituciones nucleotídicas. Por su parte, el grupo dos que corresponde al Clado 

IV se encuentra separado del primer grupo por 21 cambios nucleotídicos. Los valores de 

variación genética del gen mitocondrial y los grupos formados en la red de haplotipos, refuerzan 

la evidencia de que la especie T. turgida esta conformada por dos linajes genéticamente bien 

diferenciados. 

Asociación hospedero-parásito y biogeografía  

A partir de los linajes genéticos identificados tanto para Rhopalias coronatus como para Turgida 

turgida, se propuso poner a prueba las hipótesis de que éstos linajes corresponderían con la 

especie de hospedero a la que parasitan o bien, que los eventos de especiación estén 

determinados por la distribución geográfica de los hospederos.  
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En este sentido, el hecho de que ninguno de los linajes detectados tanto de R. coronatus 

como de T. turgida correspondieron con la filogenia de sus hospederos (ver Figs. 2 y 4) sugieren 

fuertemente que no es la filogenia de estos últimos la que ha influido en la historia evolutiva de 

sus parásitos sino que obedecen a factores ecológicos, determinados principalmente por la 

distribución geográfica donde se encuentran. Estos resultados refuerzan el hecho de que estas 

tres especies de marsupiales son consideradas generalistas en su alimentación (D. marsupialis y 

D. virginiana, en mayor grado) (Cabello 2006), mientras que para P. opossum su fuente de 

alimento esta asociada principalmente a cuerpos de agua (riachuelos, ríos, lagos, etc.) en busca 

de artrópodos acuáticos (Cañeda-Guzmán 1997), debido a la poca tolerancia a actividades 

antropogénicas; no obstante, se ha visto que puede cambiar su dieta hacia pequeños artrópodos 

terrestres como miriápodos, ortópteros y coleópteros (Salas-Pérez 2011), mismos que son 

consumidos por las especies del género Didelphis (Cañeda-Gúzman 1997). Por lo tanto, debido a 

que estas tres especies de marsupiales consumen los mismos recursos de alimento, tienen las 

mismas posibilidades de infectarse por estos parásitos, ya que al menos se sabe que T. turgida 

utiliza como hospederos intermediarios a ortópteros y coleópteros (Hamilton 1951; Stieglitz y 

Klimstra 1962; Alden 1995). Por otra parte, aunque no se conoce el ciclo de vida de R. 

coronatus, podría suponerse que utiliza un molusco como hospedero intermediario (Olsen 1986; 

Shoop 1988), esto debido a que la familia a la que pertenece esta especie (Rhopalidae) esta 

incluida en la Superfamilia Echinostomatidae, en la cual, los miembros de este grupo utilizan 

manera general, gasterópodos como hospederos intermediarios (Yamaguti 1975). Los tlacuaches 

se infectan de este digeneo al alimentarse de caracoles infectados. Esto concuerda con la 

dependencia a cuerpos de agua que tienen estos mamíferos, factor que está directamente 
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relacionado con su  éxito de lactancia, lo cual influye en su rango de dispersión (Krockenberger 

2006).  

Por su parte, la correspondencia geográfica observada a partir de los análisis presentados 

(análisis filogenéticos y redes de haplotipos) indican que los linajes identificados tanto en R. 

coronatus como en T. turgida, tienen asociaciones geográficas distintas a pesar de que estos 

helmintos parasitan a los mismos hospederos a lo largo de su distribución geográfica por 

territorio mexicano. Es decir, de los dos linajes identificados de R. coronatus, el primero de éstos 

(Clado I) esta conformado por localidades que presentan un clima tropical húmedo, caracterizado 

por tener temporadas de secas muy cortas o ausentes y una cubierta de selvas medianas a altas 

(Toledo y Ordoñez 1998), brindando a estos hospederos mayor variedad de alimento y 

disponibilidad de agua, que como se mencionó anteriormente, es un factor que esta ligado con su 

poder de dispersión. Contrario a esto, el segundo linaje (Clado II) pertenece a una única 

localidad, la cual se encuentra en la Península de Yucatán, caracterizada por presentar un clima 

tropical subhúmedo, con temporadas largas de sequía y una marcada estacionalidad de 

precipitación (Toledo y Ordoñez 1998). Lo anteriormente expuesto muestra una clara 

dependencia de factores ecológicos y biológicos (como lo son la disposición de agua y la 

lactancia) que tienen estos marsupiales, por lo que probablemente la separación de linajes en esta 

especie se haya dado por interrupción de flujo genético debido a dos factores. El primero esta 

determinado por la movilidad y rango de dispersión de los tlacuaches que se encuentran en la 

Península de Yucatán, ya que debido a las características ecológicas y climáticas que presenta 

esta zona, resulta en la poca disposición de agua por lo que las poblaciones de tlacuaches 

probablemente tienen un rango de dispersión local, resultando en la interrupción de flujo 

genético entre las poblaciones de este digeneo, el cual se presume necesite de cuerpos de agua 
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para llevar a cabo su ciclo de vida, del cual deriva el segundo factor que probablemente haya 

influido en la separación de linajes. Este segundo factor esta relacionado con los elementos 

(hospedero u hospederos intermediarios) que el digeneo R. coronatus este utilizando para 

completar su ciclo biológico. A pesar de que hasta la fecha se desconoce el ciclo de vida de la 

familia Rhopalidae, como se mencionó anteriormente, es probable que por estar incluida en la 

Superfamilia Echinostomatidae, R. coronatus este utilizando (al menos) un molusco como 

hospedero intermediario en su ciclo vital (Olsen 1986; Shoop 1988), el cual tendría una 

dispersión local ya que ésta depende de cuerpos de agua. De acuerdo a lo anterior, es probable 

que tanto los tlacuaches como los hospederos intermediarios de esta región de la Península de 

Yucatán, al tener un rango de dispersión reducido, se estén parasitando de manera local, teniendo 

probablemente poblaciones genéticamente estructuradas en dicha región geográfica. A una 

escala espacial local, los cambios en tamaño y distribución de las poblaciones influyen en los 

niveles de diversidad genética (Vázquez-Domínguez et al. 2012), así como los patrones de 

distribución están determinados por factores locales como la disponibilidad de alimento, refugios 

y competencia, mientras que a escala regional influye la migración, dispersión y extinción 

(Steiner y Catzeflies 2004; Stropp et al. 2009). No obstante, sería interesante abordar en trabajos 

futuros datos genéticos de las poblaciones de los hospederos de las mismas localidades de donde 

se obtuvieron ejemplares de este helminto, con el objetivo de estudiar la estructura genética de 

los hospederos y evidenciar sí existe cierta correspondencia con los linajes identificados en R. 

coronatus, y poder confirmar la hipótesis de diferenciación genética por aislamiento geográfico 

determinada por éstos mamíferos. 

En cuanto a los resultados obtenidos para T. turgida, donde de igual manera, se 

identificaron dos linajes genéticos bien diferenciados, la correspondencia geográfica es distinta a 
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la obtenida para R. coronatus. Los principales factores que probablemente están determinando 

dicha diferencia son el ciclo biológico de este nematodo y el rango de dispersión de los 

hospederos. En cuanto al primer factor, se sabe que T. turgida utiliza como hospederos 

intermediarios insectos de los órdenes Orthoptera y Coleoptera, particularmente de la subfamilia 

Escarabainae. Estos insectos son muy importantes en los ecosistemas ya que cumplen la función 

de herbívoros, depredadores y saprófagos, alimentándose de heces de diversos vertebrados 

terrestres (Aedes et al. 2013), por lo que intervienen en el ciclo biológico de diversos nematodos 

gastrointestinales (Nichols et al. 2008, y referencias ahí citadas). Dichos insectos se infectan al 

ingerir los huevos que son expulsados al medio junto con las heces. Dentro de los insectos se 

desarrollan tres estadios larvales (L1, L2 y L3), siendo este último la etapa infectiva para los 

marsupiales, quienes al alimentarse de estos insectos se infectan de este parásito. La larva se 

aloja en el estómago donde madura hasta alcanzar su estadio adulto para reproducirse, 

completando así su ciclo (Anderson 2000). En este sentido, T. turgida es considerado un geo-

helminto, ya que su ciclo biológico se desarrolla completamente en el suelo. Sin embargo, hasta 

la fecha no se cuenta con trabajos donde se conozca a detalle la o las especies de estos insectos 

que estén actuando como hospederos intermediarios de T. turgida en México (Cañeda-Guzman 

1997). Considerando que en México existen alrededor de 650 especies descritas de ortópteros 

(Aedes et al. 2013), y 228 especies de la subfamilia Escarabainae (Nichols et al. 2008), las cuales 

presentan una distribución cosmopolita, el número de especies que potencialmente pudiesen estar 

involucrados en el ciclo biológico de T. turgida es muy alto. En este contexto, el segundo factor 

que pudiese estar influyendo en la genética de este parásito es la amplia distribución de estos 

insectos. Sin embargo, hasta la fecha no cuenta con estudios helmintológicos que evalúen la 

genética de este parásito en poblaciones de posibles hospederos intermediarios. No obstante, se 
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sabe que al menos las especies del género Didelphis son generalistas (Cabello 2006), 

oportunistas y exitosas, capaces de habitar distintos ambientes, incluso zonas con actividad 

humana (Sunquist et al. 1987; Adler et al. 1997). Los individuos de ambas especies (aunque en 

mayor grado D. virginiana) pueden cambiar fácilmente de hábitos alimenticios, por lo que son 

capaces de desplazarse a grandes distancias, resultando en la amplia distribución geográfica que 

muestran. En este sentido, es probable que la especie D. virginiana ha jugado un papel 

fundamental en la existencia de flujo génico entre las poblaciones muestreadas de este nematodo 

en la mayor parte de su distribución, conformando un solo linaje ampliamente distribuido (Fig. 4, 

Clados I, II y III), por lo que estas poblaciones muestran una baja diferenciación genética (1–

3%), y un reducido número de cambios nucleotídicos en el marcador cox 1 (de 1 a 3), 

identificados en la red de haplotipos (Fig. 5). Sin embargo, de manera particular se identifico un 

segundo linaje genéticamente bien diferenciado del primero (con 7–10% de divergencia genética 

y 21 cambios nucleotídicos en el marcador cox 1). Este segundo linaje esta conformado por tres 

localidades (Cunduacán y Teapa en Tabasco y Escárcega en Campeche). Es probable que la 

diferenciación genética de este linaje se deba a diversas causas, por ejemplo, factores ecológicos 

particulares de esta región, factores orográficos como barreras geográficas para los hospederos 

intermediarios que mantiene aisladas genéticamente a las poblaciones de T. turgida, o bien, a 

factores intrínsecos de los mismos hospederos. De acuerdo a este último posible factor, 

Cervantes et al. (2010) analizaron mediante caracteres moleculares, poblaciones de D. 

marsupialis y D. virginiana que tienen distribución simpátrica en México. En su estudio, 

identifican claramente dos grupos que corresponden a cada una de estas especies; sin embargo, 

dentro de cada uno de éstos, se observan sub-grupos conformados por poblaciones de Tabasco y 

Campeche, separados de otras poblaciones muestreadas. Estas topologías son similares en 
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correspondencia geográfica a las obtenidas en los análisis filogenéticos de Turgida turgida, ya 

que independientemente del hospedero al que parasitan, se identifico un clado que corresponde a 

Tabasco y Campeche, separado del resto de las poblaciones muestreadas (Fig. 4). La 

comparación entre estos dos trabajos proponen las bases para realizar investigaciones futuras a 

nivel local para evidenciar mediante información genética el o los factores que están 

determinando dicha diferenciación genética poblacional tanto en los didélfidos como en este 

nematodo.  
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Tabla 1 Helmintos secuenciados incluidos en el presente estudio 

 
Número 
de 
localidad 

 
Abreviatura, 
nombre de la 
localidad, fecha de 
colecta (mes/año) 

 
Coordenadas 
geográficas  
Norte 
Oeste 

 
Especie de  
hospedero 
(n) 

 
GenBank 
  
Cyt b 

 

 
Individuos secuenciados  
 
R. coronatus  
T. turgida 

 

 
GenBank 
 
cox 1            ITSs/18S                                            

  

 
CNHE 
 
R. coronatus  
T. turgida 

 

 
1 

 
TL, Tlacotalpan, 
Veracruz 
(02/2012) 

 
18º37'40" 
95º40'40" 

 
Dm (4) 
Dv (5) 
Po (2) 

  
16 + 3* 
 3 

   

 
2 

 
LT, Los Tuxtlas, 
Veracruz 
(08/2011) 
(03/2012) 

 
18º34'21" 
95º04'30" 

 
Dm (4) 
Dv (2) 
Po (2) 

  
17 
2 

   

 
3 

 
CU, Cunduacán, 
Tabasco 
(08/2012) 

 
17º34'17" 
92º57'09" 

 
Dv (3) 

  
2 
2 

   

 
4 

 
FB, Finca Brasil, 
Chiapas 
(06/2012) 

 
15º05'41" 
92º13'45" 

 
Dm (2) 
Dv (4) 
Po (1) 

  
0 + 1* 
9 

   

 
5 

 
AF, Agua Fría, 
Chiapas 
(06/2012) 
(03/2013) 

 
16º15'26" 
93º53'55" 

 
Dm (3) 
Dv (3) 
Po (10) 

  
24 
21 

   

 
6 

 
ES, Escárcega, 
Campeche 
(07/2012) 

 
18º37'00" 
90º43'13" 

 
Dm (2) 
Dv (2) 

  
0 
8 
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7 CO, Coquimatlán, 
Colima 
(09/2012) 

19º10'28" 
103º49'38" 

Dv (6) 0 
13 

 
8 

 
RM, Rincón de 
Martínez, 
Guanajuato 
(02/2013) 

 
20º19'44" 
101º34'42" 

 
Dv (2) 

  
0 
9 

   

 
9 

 
TE, Teapa, 
Tabasco 
(07/2013) 

 
17º33'49" 
92º45'40" 

 
Dm (3) 

  
1 
2 

   

 
10 

 
SO, Soyaltepec, 
Oaxaca 
(07/2013) 

 
18º15'28" 
96º24'00" 

 
Dv (2) 

  
12 
5 

   

 
11 

 
TZ, Tzucacab, 
Yucatán 
(11/2013) 

 
20º00'58" 
89 01'12" 

 
Dm (1) 

  
8 
1 

   

 
12 

 
ME, Mérida, 
Yucatán 
(11/2013) 

 
20º58'04" 
89º37'18" 

 
Dm (1) 
Dv (1) 

  
0 
6 

   

 
13 

 
TEP, Tepoztlán, 
Morelos 
(08/2014) 

 
18º55'00" 
99º12'13" 

 
Dv (1) 

  
0 
4 

   

 
14 

 
COA, Coapan, 
Puebla 
(08/2014) 

 
18º25'42" 
97º24'30" 

 
Dv (2) 

  
0 
3 
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Dm= Didelphis marsupialis 
Dv= Didelphis virginiana 
Po= Philander opossum 
*= Rhopalias macracanthus 
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Tabla 2 Oligos utilizados para la amplificación y secuenciación de los fragmentos analizados en el presente estudio 
 

*M13F fue utilizado en la reacción de secuenciación en lugar del oligonucleótido MplatCOX1dF para obtener la cadena 5'–3'. 
**BD3 y BD4 fueron utilizados para secuenciar regiones internas del ITSs. 

Especie Locus Oligo  Secuencia (5'–3') Referencia 
 
Rhopalias 
coronatus 

 
cox 1 

 
MplatCOX1dF  
 
BARCOXR 
 
M13F* 

 
TGTAAAACGACGGCCAGTTTWCITTRGATCATAAG 
 
ATAAACCTCAGGATGCCCAAAAAA 
 
TGTAAAACGACGGCCAGT 

 
Moszczynska et al. 2009 
 
Razo-Mendivil (com. pers.) 
 
Messing (1993) 

  
 
ITSs  
(ITS1-5.8S-ITS2) 

 
 
BD1 
 
BD2 
 
BD3** 
 
BD4** 

 
 
GTCGTAACAAGGTTTCGGTA 
 
TATGCTTAAATTCAGCGGGT 
 
GAACATCGACATCTTGAACG 
 
ATAAGCCGACCCTCGGC 

 
 
Bowles y McManus (1993) 
 
Bowles et al. 1995 
 
Hernández-Mena et al. 2014 
 
Hernández-Mena et al. 2014 

 
Turgida 
turgida 

 
cox 1 
 

 
JB3 (COIF) 
 
JB4.5 (COIR) 
 

 
TTTTTTGGGGATCCTGAGGTTTAT 
 
TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 

 
Bowles et al. 1995 
 
Morgan y Blair (1998) 

  
18S 

 
G18S4 
 
136 
 

 
GCTTGTCTCAAAGATTAAGCC 
 
TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 

 
Nadler et al. 2007 
 
Nadler et al. 2007 
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Tabla 3 Distancias genéticas observadas (distancias p, no corregidas) para Rhohalias coronatus. Distancias intraclados en diagonal (a 
la izquierda cox 1 y a la derecha ITSs). Distancias interclados para cox 1 por debajo de la diagonal, y para la región de los ITSs por 
arriba de la diagonal. Distancias p expresadas en porcentaje 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

co
x 

1      

Región ITSs 
  

Clado I 
 

Clado II 
 

R. macracanthus 
 
F. hepatica 

 
F. gigantica 

 
Clado I 

 
0–1 / 0 

 
0 

 
7 

 
14 

 
14 

 
 Clado II 

 
7–8 

 
0 / 0 

 
7 

 
14 

 
14 

 
R. macracanthus 

 
17–18 

 
16–17 

 
0–2 / -- 

 
15 

 
14 

 
F. hepatica 

 
20–21 

 
22 

 
19 

 
-- / -- 

 
1 

 
F. gigantica 

 
20–21 

 
22 

 
19–20 

 
9 

 
-- / -- 



 105 

Tabla 4 Distancias genéticas observadas (distancias p, no corregidas) para Turgida turgida. Distancias intraclados en diagonal (a la 
izquierda cox 1 y a la derecha 18S). Distancias interclados para cox 1 por debajo de la diagonal, y para la región de los 18S por arriba 
de la diagonal. Distancias p expresadas en porcentaje 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

co
x 

1      

18S rRNA 
  

Clado I 
 

Clado II 
 

Clado III 
 

Clado IV 
 

L. loa 
 

Clado I 
 

0–1 / 0 
 
0 

 
0 

 
0 

 
3 

 
Clado II 

 
1–3 

 
0–2 / 0 

 
0 

 
0 

 
3 

 
Clado III 

 
1–2 

 
1–3 

 
1 / 0 

 
0 

 
3 

 
Clado IV 

 

 
7–10 

 
7–10 

 
6–10 

 
0–4 / 0 

 
3 

L. loa 14–15 16–17 14–15 16–17 -- / -- 
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Figura 1. Sitios de colecta de las especies Rhopalias coronatus y Turgida turgida analizadas. 1. TL, Tlacotalpan, 
Veracruz; 2. LT, Los Tuxtlas, Veracruz; 3. CU, Cunduacán, Tabasco; 4. FB, Finca Brasil, Chiapas; 5. AF, Agua Fría, 
Chiapas; 6. ES, Escárcega, Campeche; 7. CO, Coquimatlán, Colima; 8. RM, Rincón de Martínez, Guanajuato; 9. TE, 
Teapa, Tabasco; 10. SO, Soyaltepec, Oaxaca; 11. TZ, Tzucacab, Yucatán; 12. ME, Mérida, Yucatán; 13. TEP, 
Tepoztlán, Morelos; 14. COA, Coapan, Puebla. El punto representa las localidades donde se obtuvieron ambas 
especies. La estrella muestra las localidades donde únicamente se encontró T. turgida.  
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Figura 2. Árbol consenso de R. coronatus inferido con la combinación de matrices particonadas por 
genes (ITSs + cox 1), mediante MP (487 pasos), MV (-ln de verosimilitud 4605.087967) e IB. Valores de 
bootstrap MP/MV y probabilidades posteriores. 

Fasciola gigantica
Fasciola hepatica 

TL, Veracruz-P. opossum

TZ, Yucatán-D. marsupialis

TZ, Yucatán-D. marsupialis
TZ, Yucatán-D. marsupialis

TZ, Yucatán-D. marsupialis

LT, Veracruz-D. marsupialis
LT, Veracruz-D. marsupialis
TE, Tabasco-D. marsupialis

SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana
SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana
SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana
SO, Oaxaca-D. virginiana

TL, Veracruz-D. marsupialis
TL, Veracruz-D. virginiana

AF, Chiapas-D. marsupialis

AF, Chiapas-D. marsupialis

AF, Chiapas-D. marsupialis

AF, Chiapas-P. opossum

AF, Chiapas-P. opossum

AF, Chiapas-P. opossum
AF, Chiapas-P. opossum
AF, Chiapas-P. opossum

AF, Chiapas-P. opossum

AF, Chiapas-P. opossum
AF, Chiapas-P. opossum

100/99/0.99100/100/1

100/97/1

100/100/1

R. macracanthus

Clado I

Clado II
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AF, Agua Fría, Chiapas  

LT, Los Tuxtlas, Veracruz  

TL, Tlacotalpan, Veracruz  
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SO, Soyaltepec, Oaxaca  
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Figura 3. Red de haplotipos de R. coronatus construida con base en el límite de 95% (parsimonia) con el programa TCS v1.21. Los grupos 
son identificados con los números 1 y 2, separados por 49 cambios. El tamaño de los círculos indica la frecuencia de los haplotipos. Las 
líneas conectan a cada haplotipo y los números sobre éstas muestran el número de cambios. Los círculos rojos representan haplotipos no 
muestreados. Los colores corresponden a las localidades enlistadas a la derecha de la figura.    
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Figura 4. Árbol consenso de T. turgida inferido con la combinación de matrices particionadas por genes 
(18S + cox 1), mediante MP (148 pasos), MV (-ln de verosimilitud 3444.061065) e IB. Valores de 
bootstrap MP/MV y probabilidades posteriores. 

Loa loa

TE, Tabasco-D. marsupialis

ES, Campeche-D. virginiana

ME, Yucatán-D. marsupialis

ME, Yucatán-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana

SO, Oaxaca-D. virginiana

CO, Colima-D. virginiana

CO, Colima-D. virginiana

CO, Colima-D. virginiana

RM, Guanajuato-D. virginiana

CO, Colima-D. virginiana

TEP, Morelos-D. virginiana

TEP, Morelos-D. virginiana

TEP, Morelos-D. virginiana

TEP, Morelos-D. virginiana

TL, Veracruz-D. virginiana

AF, Chiapas-D. marsupialis

AF, Chiapas-D. marsupialis

AF, Chiapas-D. virginiana

AF, Chiapas-D. virginiana

AF, Chiapas-P. opossum

AF, Chiapas-P. opossum

100/100/1

100/90/1

96/82/0.8

- / - /0.6
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21
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Figura 5. Red de haplotipos de T. turgida construida con base en el límite de 95% (parsimonia) con el programa TCS v1.21. Los grupos son 
identificados con los números 1 y 2, separados por 21 cambios. El tamaño de los círculos indica la frecuencia de los haplotipos. Las líneas 
conectan a cada haplotipo y los números sobre éstas muestran el número de cambios. Los círculos rojos representan haplotipos no 
muestreados. Los colores corresponden a las localidades enlistadas a la derecha de la figura.  
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V. DISCUSIÓN GENERAL Y CONCLUSIONES 

 
 

El territorio mexicano, por su posición geográfica, históricamente ha sido utilizado como 

corredor biológico obligado por especies terrestres que migran de Norteamérica hacia 

Sudamérica y viceversa (Simpson, 1980; Stehli & Webb, 1985; Riddle et al., 2000; Outlaw et 

al., 2003). Los mamíferos son un grupo que se destaca por constituir un componente importante 

de la diversidad biológica de México (Arita, 1993; Ceballos & Oliva, 2005; Sánchez-Cordero et 

al., 2014). Hasta la fecha se tienen registradas 564 especies (Sánchez-Cordero et al., 2014), de 

las cuales 161 son endémicas (Ceballos & Oliva, 2005). De manera particular, los marsupiales, 

un grupo de origen Neotropical, tienen una historia evolutiva muy interesante asociada a eventos 

geológicos y climáticos que permitieron la dispersión y colonización de nuevas áreas como 

resultado de migraciones masivas que se dieron a partir del Gran Intercambio Biótico Americano 

(GABI, por sus siglas en inglés) (Jansa et al., 2013; Carrillo et al., 2014). 

De las 89 especies de marsupiales que se distribuyen en el Continente Americano, ocho 

han sido registradas en México (Ramírez-Pulido et al., 2005). De éstas, Didelphis virginiana, D. 

marsupialis y Philander opossum se distinguen por ser las especies más ampliamente 

distribuidas, aunque en mayor grado la primera de éstas, por lo que presenta áreas de simpatría 

con respecto a las otras dos (Arcangeli-Álvarez, 2010; Cervantes et al., 2010). Las relaciones 

filogenéticas de estos marsupiales han sido ampliamente estudiadas (Patton et al., 1996; Patton 

& Costa, 2003; Voss & Jansa, 2003, 2009) y existe un conocimiento sobre la fauna de helmintos 

que los parasita. Todo lo anterior hace de estos marsupiales y sus helmintos un sistema de 

estudio ideal para entender las implicaciones que tuvo el GABI en la composición de la 

biodiversidad actual en Mesoamérica.  
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En México, alrededor del 25% de las 564 especies de mamíferos silvestres han sido 

estudiadas desde el punto de vista helmintológico. Se ha registrado un total de 336 taxa de 

helmintos en este grupo de hospederos, de los cuales 36 parasitan a las tres especies de 

marsupiales en estudio; y particularmente, nueve especies de helmintos son compartidas entre D. 

marsupialis, D. virginiana y P. opossum (García-Prieto et al., 2012). Estos autores consideraron 

que el conocimiento sobre los helmintos asociados a este grupo de hospederos era incompleto 

debido a la amplia distribución que éstos tienen en territorio mexicano. Por ello, el presente 

trabajo inicia con un estudio mas detallado de la diversidad de helmintos que parasitan a 

marsupiales, a partir de muestreos realizados en diferentes áreas de México, aportando así un 

listado de taxa de helmintos presentes en ciertas localidades del país (Capítulo I). Esta 

información básica fue utilizada entonces para realizar un estudio sobre la diversidad genética de 

tres de las especies de helmintos que, además de estar compartidas por las tres especies de 

hospederos, fueron comúnmente encontradas y con un rango de distribución mayor. De esta 

manera, los capítulos II y III abordan en principio el análisis de prospección molecular de cada 

uno de esos helmintos, para reconocer la existencia potencial de un complejo de especies entre lo 

que se considera (con una base morfológica solamente), una sola especie. Con los linajes 

genéticos establecidos, se procedió entonces a tratar de delimitar las especies de manera mas 

objetiva aportando datos adicionales sobre su distribución geográfica y grupo de hospedero. 

Toda esta información se utilizó en conjunto para tratar de determinar si los patrones de 

distribución geográfica y la asociación con las especies de hospederos, habrían influido en la 

historia evolutiva de los parásitos. De esta manera, los datos generados contribuyen al 

entendimiento de la historia evolutiva y biogeográfica de esta asociación parásito-hospedero.  
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El primer capítulo representa un manuscrito que incrementa el conocimiento taxonómico 

de los helmintos asociados a estas tres especies de marsupiales y en el número de especies que 

comparten estos hospederos. De los 68 tlacuaches analizados, se recuperaron 12,188 ejemplares 

de helmintos distribuidos en 21 taxa (10 nematodos, 6 digeneos, 3 acantocéfalos y 2 cestodos) 

todos en estadio adulto. Aun cuando la mayoría de los taxa de helmintos obtenidos ya habían 

sido registrados en estudios anteriores (García-Prieto et al., 2012), se incluyen nueve registros de 

helmintos en alguna de las tres especies de hospederos y 66 registros de localidades nuevas. 

Asimismo, se adicionó una especie más a la composición de la helmintofauna de los tlacuaches 

en México: el digeneo Brachylaima didelphus, parásito de D. virginiana, el cual no había sido 

registrado en México, ya que se pensaba que su distribución se restringía tan solo a Estados 

Unidos (Premvati & Bair, 1979). Con esto se incrementa el numero de taxa de helmintos 

conocidos para estos marsupiales en México a 41, por lo que éstos hospederos continúan siendo 

los mamíferos con la mayor número de registros de helmintos, aunque cabe señalar que hay 

muchas especies de mamíferos que no han sido estudiadas en detalle (Pérez-Ponce de León & 

García-Prieto 2001). Además, se observa que las tres especies de hospederos son parasitadas 

principalmente por nematodos, seguido de los digeneos y acantocéfalos, y en menor grado los 

cestodos. Estos resultados confirman lo encontrado por otros autores previamente para México 

(Cañeda-Guzman, 1997; Monet-Mendoza et al., 2005), y en otras áreas de Norteamérica 

(Cordell, 1974; Alden, 1995; Ellis et al., 1999; Richardson & Campo, 2005), e incluso para 

Sudamérica (Navone & Suriano, 1992; Jiménez-Ruíz et al., 2011).  

Por otra parte, del total de las especies registradas, se encontró que la mayoría de los taxa 

parasitaron el aparato digestivo, lo que también concuerda con estudio previos (Cañeda-Guzmán, 

1997; Jiménez-Ruíz et al., 2011). El factor más importante que puede explicar esta tendencia es 
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el amplio espectro de fuentes de alimento que tienen estos marsupiales, ya que la mayoría de las 

especies de helmintos registradas infectan a estos hospederos por medio de la ingestión de 

huevos, larvas u hospederos intermediarios (Carvalho et al., 2005). Esto claramente se relaciona 

con la forma de vida y dieta que tienen estas tres especies de tlacuaches, exponiéndolos de cierto 

modo a las mismas especies de parásitos (Krause & Krause, 2006), aunque la composición y 

abundancia relativa estén dadas por diferencias locales en disposición de presas, de hospederos 

intermediarios o los mismos parásitos, como ha sido mostrado en trabajos previos (Cañeda-

Guzmán, 1997; Jiménez-Ruíz et al., 2011). Estos autores señalaron que las especies del género 

Didelphis tienen una mayor variedad de alimento en comparación con P. opossum, la cual se 

relaciona más a cuerpos de agua (riachuelos, ríos, lagos, etc.) en busca de artrópodos acuáticos. 

De este modo, con el estudio de los helmintos se aporta información sobre la biología de sus 

hospederos (Marcogliese, 2003). 

Asimismo, los resultados revelan que las especies Rhopalias coronatus, 

Oligacanthorynchus microcephalus, Cruzia tentaculata, Gnathostoma turgidum y Turgida 

turgida son típicas de didélfidos distribuidos en México y en otras partes del Continente 

Americano (ver Alden, 1995; Corréa-Gomes et al., 2003; Haverskot & Gardner, 2008; Bertoni-

Ruiz et al., 2011; Richardson et al., 2014). Con estos resultados, resalta el hecho de que en los 

estados donde las tres especies de marsupiales están distribuidas simpátricamente, el digeneo R. 

coronatus y el nematodo T. turgida son las especies más frecuentemente compartidas entre las 

tres especies de tlacuaches, y con menor frecuencia, el acantocéfalo O. microcephalus. Estos 

resultados concuerdan con lo citado por Jiménez-Ruiz et al. (2011), quien concluyó que especies 

de didélfidos con distribución simpátrica comparten más especies de parásitos que aquellas que 

se encuentran en alopatría, aún cuando estén relacionadas filogenéticamente. Esto puede deberse 
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en primera instancia a las condiciones ecológicas del medio donde co-habitan y a la similitud en 

su estilo de vida (etología, alimentación, etc.) por lo que están expuestos a las mismas cargas 

parasitarias locales.  

Con base en los resultados del primer capítulo se determinó entonces que las especies de 

helmintos mas comúnmente encontradas y con mayor rango de distribución en las tres especies 

de hospederos fueron el acantocéfalo Oligacanthorhynchuus tortuosa, el digeneo Rhopalias 

coronatus y el nematodo Turgida turgida. Dado que no existen trabajos previos que describan la 

diversidad genética que existe entre los individuos y poblaciones de estas tres especies, se 

planteó el objetivo de explorar el uso de diferentes marcadores moleculares para evaluar sí cada 

una de estas entidades biológicas -consideradas tradicionalmente como una misma especie-, con 

rangos amplios de distribución geográfica y de hospederos, estaban conformadas por distintos 

linajes genéticos que pudieran ser consideradas como especies crípticas. Asimismo, se planteó 

determinar si el potencial reconocimiento de linajes independientes podría evidenciar eventos de 

especiación que pudiesen corresponder con la propia historia filogenética de los hospederos, o 

bien, si dichos eventos estaban asociados a patrones de distribución que indicaran procesos de 

especiación simpátrica o alopátrica. La primera especie, el acantocéfalo O. microcephalus, se 

abordó de manera independiente en virtud de que fue la que presentó menores niveles de 

infección, en comparación con las otras dos especies de helmintos. Asimismo, su intervalo de 

distribución está mas restringido y no fue recolectado de la mayor parte de las localidades donde 

realizamos muestreos en el centro y sur de México.  

Ambos capítulos estuvieron enmarcados en la disciplina de la Sistemática filogenética, 

que junto con aspectos biogeográficos, han permitido explicar la historia evolutiva tanto de los 

hospederos como de los parásitos, evidenciando de esta manera sí la asociación en este sistema 
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hospedero-parásito es producto de co-especiación por descendencia (sus ancestros se asociaron 

entre sí en el pasado y las especies heredaron dicha asociación) o por colonización (una de las 

especies se originó en otro hospedero y subsecuentemente se relacionaron por dispersión), o si 

dentro de la historia compartida hay más de un proceso involucrado (Brooks & McLennan, 1993; 

Morrone, 2004). En principio,  el análisis de secuencias de ADN, a través de una prospección 

molecular en especies de helmintos que parasitan diversos grupos de hospederos a lo largo de un 

rango geográfico amplio, ha permitido reconocer la existencia de complejos de especies y/o de 

especies crípticas (Blouin, 2002; Criscione et al., 2005; Vilas et al., 2005; Pérez-Ponce de León 

& Nadler, 2010; Nadler & Pérez-Ponce de León, 2011). Las poblaciones de las tres especies de 

helmintos que se estudiaron en este trabajo (O. microcephalus, R. coronatus y T. turgida) fueron 

evaladas mediante la incorporación de secuencias de ADN. En los tres casos se analizaron 

secuencias de genes ribosomales (28S, 18S e ITS1-5.8S-ITS2), así como secuencias del gen 

mitocondrial (cox 1) (ver Capítulos II y III). De manera general, los marcadores ribosomales no 

fueron lo suficientemente informativos a este nivel ya que en los respectivos análisis 

filogenéticos se obtuvieron arboles no resuletos. Esto puede ser explicado por la baja tasa de 

evolución de estos genes (por ejemplo, sustituciones nucleotídicas), y debido a que los procesos 

de especiación son graduales, algunas entidades pueden encontrarse en etapas tempranas del 

proceso de divergencia (zona gris sensu de Queiroz, 2007). No obstante, la evaluación conjunta 

de éstos con secuencias mitocondriales permitieron la identificación de al menos dos linajes 

genéticos en cada una de los taxa analizados. Estos resultados corresponden con lo mencionado 

por varios autores (v. gr. Blouin, 2002; Vilas et al., 2005), quienes mencionan las ventajas de 

utilizar genes mitocondriales en estudios de prospección molecular, ya que éstos presentan alta 

tasa de mutación, no recombinan y su herencia es casi exclusivamente materna (Lanteri & 
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Confalonieri, 2003). Sin embargo, aun cuando el uso de un solo marcador molecular 

mitocondrial es cuestionable para la delimitación de especies, es de gran utilidad en la 

identificación de posibles especies (Hey, 2009). Adicionalmente, el uso de herramientas 

filogeográficas como las redes de haplotipos, han auxiliado, entre otras cosas, en la 

determinación de límites entre especies (Avise et al., 2000, 2008; Vázquez-Domínguez, 2002, 

2007; Freeland, 2005). De este modo, las aproximaciones filogeográficas pudiesen corresponder 

con la identificación de grupos filogenéticos, como sucedió en los taxa R. coronatus y T. turgida 

(Capítulo III).  

De manera paralela, se pudo evidenciar por un lado, que los linajes identificados en cada 

uno de los taxa analizados no muestran ninguna correspondencia con respecto al hospedero a la 

que parasitan, ya que en los análisis filogenéticos se encuentran de manera indistinta las tres 

especies de marsupiales (ver discusión de los Capítulos II y III, respectivamente). Con respecto a 

correspondencia geográfica, se identificaron distintos niveles, desde la nula correspondencia 

mostrada en el acantocéfalo O. microcephalus (Capitulo II), hasta correspondencias geográficas 

particulares identificadas en los linajes del digeneo R. coronatus y el nematodo T. turgida 

(Capítulo III). El hecho de que ninguno de los linajes detectados en los tres taxa correspondieron 

con la filogenia de sus hospederos, sugieren fuertemente que no es la filogenia de estos últimos 

la que ha influido en la historia evolutiva de sus parásitos sino que estan determinados por la 

distribución geográfica donde se encuentran sus hospederos y estos helmintos per se, 

influenciada principalmente por factores ecológicos. En este contexto, a partir de lo expuesto 

anteriormente se infiere que la divergencia de los linajes de R. coronatus y T. turgida, en primera 

instancia, esta influenciada por eventos vicariantes y no por la asociación con sus hospederos, lo 

que a su vez parece indicar que las poblaciones de marsupiales no se desplazan de manera muy 



 118 

activa y existe aislamiento reproductivo. De este modo, los resultados del tercer capítulo se 

suman a otros trabajos donde se proponen que el escenario geográfico esta determinando los 

procesos de diferenciación genética de los parásitos (v. gr. Nieberding et al., 2008; Mizukoshi et 

al., 2012; Razo-Mendivil et al., 2015).  

Los resultados mencionados anteriormente indican que a pesar de que estos tres taxa 

parasitan de manera indistinta a diferentes especies de marsupiales en México (debido a sus 

hábitos alimenticios por los cuales son considerados generalistas oportunistas), las propiedades 

intrínsecas e historias evolutivas independientes de estos helmintos, muestran diferentes 

escenarios de diferenciación genética en este sistema hospedero-parásito. Estos argumentos, así 

como también la baja tasa de evolución de estos marsupiales (Jansa & Voss, 2000; Steiner & 

Catzeflis, 2004), pueden contribuir en gran medida a la falta de congruencia con respecto a la 

historia evolutiva de los hospederos.  

 La información generada en el presente trabajo de investigación indica sin lugar a dudas 

que las nuevas fuentes de información (como el análisis de datos moleculares) que se han 

incluido en los análisis de diversidad biológica, incrementa el número de entidades naturales que 

no habían sido detectadas por las fuentes de información tradicionales (morfología). Además, 

nos indica que aún falta mucho por estudiar a estos niveles, pues el presente trabajo se distingue 

por ser el primero en su tipo en realizarse con taxa de helmintos con historias evolutivas 

independientes que parasitan a un grupo de hospederos con historias evolutivas bien conocidas 

como lo son los didélfidos. De igual manera, el presente trabajo proporciona las bases para 

realizar estudios con otros grupos de mamíferos que compartan especies de helmintos y 

presenten un amplio rango de distribución con el objetivo de comparar las asociaciones ya que 

cada relación hospedero-parásito tiene su propia historia evolutiva. Asimismo, brinda la pauta 



 119 

para investigar este mismo modelo en otras partes del Continente Americano donde se co-

distribuyen las tres especies de marsupiales terrestres y los mismos taxa. En el intervalo 

geográfico que se analizó en el presente trabajo, permitió evidenciar la existencia de linajes 

genéticos en donde existe no solo un nivel de divergencia lo suficientemente alta para 

considerarlas especies diferentes (principalmente el marcador cox 1), sino que cada linaje exhibe 

monofilia recíproca y además la red de haplotipos indica que cada uno de ellos se diferencia por 

un numero alto de pasos mutacionales, lo que apunta a que sean consideradas como unidades 

evolutivas independientes, o especies. La propia descripción de éstas basada en caracteres 

morfológicos (y el nombre correspondiente para cada una) requiere en principio la identificación 

de los caracteres diagnósticos a través del estudio de la morfometría y de la ultraestructura de la 

superficie del cuerpo con microscopia electrónica de barrido, lo que constituye un siguiente paso 

en nuestro proyecto de investigación. Asimismo, es necesario el contar con información de la 

variación genética de las tres especies a lo largo de su intervalo de distribución completo, que se 

extiende hacia algunas áreas del norte, centro y sur del Continente Americano, para poder tomar 

las decisiones taxonómicas pertinentes.     

Considerando la rápida obtención de datos moleculares y métodos más novedosos para su 

análisis, esta permitiendo realizar trabajos de prospección molecular como primer paso en la 

determinación y delimitación de especies, así como la sistemática de helmintos parásitos de 

diversos grupos de vertebrados silvestres (v. gr. Pinacho-Pinacho et al., 2012, 2014; Martínez-

Aquino, 2014); además de formular e interpretar posibles escenarios sobre la historia evolutiva 

de éstos organismos con respecto a las asociaciones que tienen con sus hospederos (v. gr. Mejía-

Madrid et al., 2005; Martínez-Aquino et al., 2014). Sin embargo, hasta la fecha no se contaba 
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con ningún trabajo que abordara estos temas en helmintos parásitos de didélfidos y aspectos 

evolutivos en este sistema hospedero-parásito.  

 

Conclusiones 

1. El sistema hospedero-parásito analizado en el presente trabajo ha permitido caracterizar 

la diversidad biológica de los helmintos asociados a tres especies de marsupiales 

terrestres distribuidos en México a diferentes niveles. Asimismo, ha permitido 

caracterizar molecularmente poblaciones de tres taxa de helmintos compartidos entre 

estos hospederos e inferir sus relaciones de parentesco a partir de su variación genética. 

2. La tasa de acumulación de especies de helmintos en el estudio de este grupo de 

marsupiales está decreciendo considerando solo la región Neotropical incluida en el 

presente estudio. Sin embargo, la realización de muestreos en la región Neártica de 

nuestro país, incrementaría la riqueza del inventario helmintológico de este grupo de 

mamíferos. 

3. Hasta la fecha, la fauna helmintológica de las tres especies de didélfidos cuenta con 41 

taxa, 17 en D. virginiana, 11 en D. marsupialis y ocho en P. opossum, lo cual indica que 

el número de helmintos asociados a estos hospederos es proporcional a su amplitud 

geográfica. 

4. Se señala que los estudios de prospección molecular son necesarios en la re-evaluación 

del status taxonómico de diferentes especies de helmintos que tienen una amplia 

distribución geográfica o que se encuentran parasitando diferentes hospederos, con el 

objetivo de identificar posibles complejos de especies o bien, identificar especies 

crípticas. 
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5. Se sugiere el uso de múltiples fuentes de datos para establecer criterios más robustos en 

la delimitación de especies, a través de una aproximación integrativa para describir y 

delimitar entidades biológicas, pues la información genética no puede ser utilizada por sí 

sola, especialmente si solo se consideran los niveles de variación genética. 

6. Ninguno de los linajes detectados en los tres taxa de helmintos correspondieron con la 

filogenia de sus hospederos, sugieriendo fuertemente que no es la filogenia de estos 

últimos la que ha repercutido en la historia evolutiva de sus parásitos sino que la 

diferenciación genética esta determinada por los patrones de distribución geográfica de 

sus hospederos, sugiriendo la interrupción del flujo genético entre las poblaciones de 

parásitos. 
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