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Estudio de la variacion morfolégica y molecular de las larvas del tercer
estadio avanzado de Gnathostoma sp. (Nematoda: Gnathostomidae) en

algunos peces de la Laguna de Tres Palos, Guerrero, México.
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RESUMEN

Las especies del género Gnathostoma, tienen una amplia distribucién no solo nacional sino mundial, asi
;0mo upa gran imi)ortancia en el &rea de la salud plblica, ya que producen la enfermedud lamada
gnatostomosis. En México este parasito se adquiere comunmente con el consumo de "ceviche", "callos”,
"sushi” o "sashimi”, pues la etapa infectiva para el humano (larva del tercer estadio avanzado o L3A), se aloja
en el misculo de peces que actuan como sus hospederos intermediarios.

La gnatostomosis ha cobrado importancia en las Oltimas décadas en México debido al incremento en su
prevalencia (mas de 3000 casos) en los ultimos afios y de ahi la trascendencia del estudio taxondmico del
estadio larvario. La diferenciacion morfologica de las especies del género en su etapa L3A, es complicada y ha
ocasionado controversia, sin embargo la variabilidad morfolégica y molecular del género Gnathostoma en
México, no ha sido estudiada con profundidad.

Las larvas L3A (n = 81), se colectaron a partir del tejido muscular de 5 especies de peces de la Laguna
de Tres Palos, Gro: Eleotris picta "alahuate", Ariopsis guatemalensis "cuatete", Dormitator latifrons
"popoyote”, Cichlasoma trimaculatum "charra", y Gobiomorus maculatus "guavina".

Se observé la presencia de seis tipos morfologicos de larvas L3A de Guathostoma, en las cinco especies
de peces de la Laguna de Tres Palos, que se diferencian a partir de la forma de los ganchos del bulbo cefalico.

A través de un estudio de componentes principales se demostrd que la variacion morfologica observada
no corresponde con una subagrupacion, por lo que indica que la variacion de las larvas L3 A, sugiere que sea el
resultado de variacion intraespecifica; mediante un analisis univariado se detectaron aquellos caracteres que
varian entre los seis morfotipos: la longitud total del cuerpo, anchura del bulbo cefalico, la distancia entre las
hileras de ganchos del bulbo cefélico, la distancia entre cada gancho del bulbo cefalico, la longitud del
eséfago, a longitud del intestino, el inicio y término de ia localizacion de la papila cervical y Ia longitud de la
punta del gancho a la base del gancho. Por lo que el valor taxondmico de estos caracteres s¢ pone en duda.
Esta variabilidad no es producida por efecto de los hospederos y no depende del proceso de fijacion del
material bioldgico.

Se observo independiente de la forma de los ganchos, la precencia t a 3 de ganchos fuera de las hileras
de ganchos del bulbo cefilico, presentes solo en los morfotipos 1, 2 y 3.

Acorde con el analisis univariado, se propone evaluar la validez taxonémica de un caracter no
considerado en estudios previos y el cual se mantuvo constante entre los seis morfotipos: La profundidad, que
va de la punta del gancho al borde posterior de la base.

Se corrobora que la anchura méxima del cuerpo, la cobertura de espinas, las hileras de ganchos. la
diferencia entre la I hilera vy la 1V, la longitud del bulbo cefalico, la distancia entre las hileras del cuerpo
(anterior. media y posterior), distancia del ano a la terminacion del cuerpo, anchura del esofago e intestino,
anchura v longitud de los labios y la longitud de los sacos cervicales. son caracteres validos para diferenciar a

esla especie del género.
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Asimismo, el analisis molecular, muestra que las secuencias de la region ITS-2 (~427pb.) de los tres
srimeros morfotipos presentan un porcentaje de divergencia no sobrepasa el 0.71%, respecto de la secuencia
ie Gnathostoma binucleatum obtenida de Genbank (No. acceso Z97072), mientras que presenta un porcentaje
de divergencia del 12.04 al 12.72% con respecto de G. spinigerum (No. acceso Z97175). Se considera que las
diferencias genéticas y morfologicas observadas en los tres morfotipos de larvas L3A de Grathostoma sp.
estudiadas en la Laguna de Tres Palos, pueden atribuirse a la variacion intraespecifica y todos ellos
corresponden a la especie G. binucleatum.

En cuanto los morfotipos 5 y 6 (fijados en formol 4%), se extrajo el ADN y se amplifico la regién ITS-2
del TADN, sin embargo por lo fragmentado del producto, solo pudieron secuenciarse 70 pb, por lo que fue
imposible su comparacién con las secuencias de los otros morfotipos.

Se registra por primera vez la presencia de G. binucleatum en Ariopsis guatemalensis, Cichlasoma
trimacularum y Gobiomorus maculatus y se corrobora su presencia en Eleotris picta, as{ como en Dormitator
latifrons en la Laguna de Tres Palos, Gro.

Se sugiere la realizacion de estudios morfolégicos, estadisticos y moleculares con los morfotipos 4, 5, v
6 para corroborar su identidad especifica, asi como con larvas L3A obtenidas de otros hospederos y otras

regiones geograficas de México.
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INTRODUCCION
l.1. GENERALIDADES

Los nemaiodos inchuven muchas especies de vida libre o parasitas. Las formas de vida libre tienen
mplia distribucién en el agua y la tierra. Las especies parasitas se pueden encontrar en plantas, diferentes
avertebrados y vertebrados (Schmidt y Roberts, 1996).

Railliet en 1895, propusce la familia Gnathostomatidae (Spirunda: Gnathostomatoidea), la cual
ncluye a 3 subfamilias, Spiroxyinae, Ancyracanthinae y Gnathostomatinae. Esta Gltima se caracteriza por la
yresencia de un bulbo cefilico. La subfamilia Gnathostomatinae (Railliet, 1895, Fam.) fue propuesta por
3aylis y Lane, 1920, para incluir a los géneros Grathostoma Owén, 1836, Echinocephalus Molin, 1838 vy
Tangua Blanchard, 1904, Las especies del género Gnathostoma, se caracterizan por presentar un Cuerpo
sarcialmente o completamente armado con espinas, y por ser parasitas de mamiferos en su estado adulto

‘Miyazaki, 1966; Yamaguti, 1961).

1.2. EL. GENERO Gnathostoma

En 1836 Owen erigio al género Gnathostoma, estableciendo a G. spinigerum como especie tipo.
Esos ejemplares se encontraron en la pared interna del estdmago de un tigre de Bengala (Felis rigris), en el
zool6gico de Londres (Almeyda-Artigas, 1991). Hasta la fecha se han descrito aproximadamente 22 especies
pertenecientes al género en el mundo, de las que 11 se reconocen como validas (Miyazaki, 1960; Daengsvang,
1980; Almeyda-Artigas, 1991); de ellas 5 afectan al hombre (Miyazaki, 1920; Nomura et al., 2000). El género
Gnathostoma tiene una amplia distribucién (India, Sri-Lanka, Malasia, Filipinas, Japon, Brasil, Argentina,
Canadé, Estados Unidos, Ecuador, etc.), y gran importancia en ¢l 4rea de la salud pablica, ya que pude
parasitar al hombre, la enfermedad se llama gnatostomosis (Tabla I). Esta parasitosis es muy recurrente en
paises asidticos como Tailandia, Japén, China, India y Filipinas, principalmente (Medina-Vences. 1988".
Akahane ef al., 1994; Diaz-Camacho et al., 2000). La infeccion es el resultado del consumo de carne cruda o
parcialmente cocida de peces, anfibios o reptiles (hospederos intermediarios o paraténicos), con larvas del
tercer estadio avanzado (Schmidt y Roberts, 1996).

En México, este padecimiento se adquiere cominmente con el consumo de “ceviche”, “callos” y
“sushi” (Lamothe-Argumedo, 1992, 1999a; Lamothe-Argumedo ez al., 1998). En estado adulto, los gusanos se
encuentran formando tumores en el esofago y estémago de mamiferos carnivoros, ya sea domésticos ©
silvestres como tlacuaches, comadrejas, perros, gatos, cerdos y tigres (Diaz-Camacho, 1998%), vy

particularmente en aquellos que se alimentan de peces de agua dulce y estuarinos (Alvarez-Guerrero y

Lamothe-Argumedo, 2000).

Medina-Vences, R L 1988 Estudio de la Larva del Tercer Estadio de Grarhostoma sp en Peees Dulceacuicolas de Temazeal Oanaca. México, Tesis

e Licenciatura Facullad de Ciencias UNAM, 53pp.
Diaz-Camacho, S P 1998 Estudio epidermologico y clintco sobre |a gnathostomiasts en Sinaloa. México Tests de Doctorade Facultad de Medicma

Jepartamento de Microbiologra » Parasuologia UN A M 56pp
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El hombre es un hospedero accidental y en ¢l no se desarrolla el parasito adulto (Lamothe-Argumedo
ral.. 1998; Cruz-Reves, 1994); los gusanos inmaduros pueden estar en los ¢rganos internos o cerca de fa
1el. donde producen edemas. y abcesos locales de naturaleza inflamatoria transitorios o persistentes, Pueden
rigrar por los tejidos del huésped (sindrome de larva migrans), y abrir tineles a través de los tejidos de la
ermis, produciendo una erupcion de tipo serpiginoso. Se ha descrito invasién de ojos, con iritis, uveitis,
emorragia y celulitis orbitaria. La migracién del gusano p;or médula espinal y encéfalo causa amplios
ravectos necroticos hemorragicos. Entre los signos y sintomas de la inflamacion local estan eosinofilia,
iematuria, hemoptisis, edema de faringe con disnea, edema angionecrdtico y abcesos (Brown, 1977). No
.xiste un tratamiento especifico para la gnatostomosis, pero se recomienda recuperar al parésito a través de
yrocesos quirirgicos, sin embargo es dificil por su cardcter migratorio (Diaz-Camacho, 1998%). Algunos

‘ratamientos probados en la fase cutanea incluyen la prescripcidén de Albendazol, Mebendazol y Tiabendazol

‘Lamothe-Argumedo y Osorio, 1998).

- Duw-Lamacho, § P 1998 Estudio epidernioidgico y clinico sobre 1a gnathostomiasis en Sinaloa. Mexico Tesis de Doclarado Facultad de Medicina
Jepartamento de Mierobiologia § Parasiologia U N.AM Pépp



Tabla 1. Especies del género Grathostoma (Owen, 1836) (Pelaez y Pérez, 1970; Medina-Vences, 1988 *;
Diaz-Camacho 1998 y Alvarez- Guerrero, 2000° }

Especie Hospedero Distribucién Autor
G americanum’ Felis pardalis Brasil Travassos, 1925
G. binucleatum*' Felis pardalus México Almeyda-Artigas, 1991
G. brasiliense™ - Lutreolina crassicaudata Brasil Ruiz, 1952
G. didelphis™ - Didelphis virgimana; Estados Unidos; Chandler, 1932
Philander laniger Panamad
G. doloresi *' Cerdos y Jabalies Filipinas Tubangui, 1925
G gracile Arapaima gigas Brasil Diesing, 1838
G hispdium*' Jabalies y cerdos Turquestan y Hungria Fedchenko, 1872
G. horridum" Aliigator mississipensis Estados Unidos Leidy, 1856
G. malaysiae® Rattus r. tomancus Malasia Miyazaky & Dunn, 1965
G. minutum® Bitis pasicornis Congo Belga Schuurmans-Stekhoven,
1543
G. miyazaki' Lutra ¢ canadiensis Canada Anderson, 1964
G. nipponicum™' Mustela Sibirica itatsi Japén Yamaguti, 1941
G ocewpitra Aguila Turquestan Srjabin, 1915
G. paronai Mus rajah Islas Mentawei Porta, 1908
G pelicani- Pelicano Sin localidad Chatin, 1874
G. procyonis' Procyon lotor Estados Unidos Chandler, 1942
G. robostum Felis concolor Brasil Diesing, 1838
G. sociale Mustelo vison Estados Unidos Leidy, 1838
G spinigerum™ ' Felis tigris Inglaterra Owen, 1836
G. turgidum' Didelphis azarae ; Argentina; Stossich, 1902
Didelphis aurita Estados Unidos
G. vietnamicum' Lutra elioti Vietnam Le- Van-Hoa, 1965
G weinbergi Midas sp. Guayana Francesa Skrjabin, 1916

* = especies que infectan hombre, L = descritas a partir de larvas L34, 1 = especies validas dentro del género, segin Miyazaks (1920);
Daensvang (1980), Ruiz (1952), Anderson (1964), Le-Van-Hoa (1965), Miyazaki y Dunn (1965}, y Almeyda-Artigas {1951)

ledina-Vences, R L. 1988 Estudio de la Larva del Tercer Estadio de Grathostoma sp. en Peces Dulceacuicolas de Temazeal Oaxaca, México, Tesss de

cenciatura Facultad de Crencias UNAM  33pp . N
Diaz-Camacho. § P 1998 Estucio eprdemiolégico v clinico sobre la gnathostomiasis ¢n Sinaloa, México Tesis de Doctorado Facultad de Medicina

partamento de Microbiologia y Parasitoiogia UN AM, 96pp

(varcz-Guenero, € 2000. Estudic de ia gnathostomiasis en el estado de Nayarit Tesis de Mestria en Ciencias Pecuanias Universidad de Colima, 73pp.



3. CICLO DE VIDA _

En sus hospederos definitivos los gusanos adultos forman tumores abiertos en las paredes del eséfago o
rémago. Las hembras, después de la copula, ponen huevos ovales (que salen con las heces ¥ son arrastrados
r el agua hacia diques, rios, lagos, presas, etc.), de color amarillo o pardo amarillento, que miden
roximadamente 70 x 40 um y presentan una pared gruesa, y se caracterizan por presentar uno o dos tapones
lares (dependiendo de la especie) (Miyazaki, 1991). En el huevo se desarrolla el primer estadio larvario
1), que muda y eclosiona después de 12 dias aproximadamente a través de un opérculo, a una temperatura
itre los 24 y 28°C. La larva del segundo estadio (L2), vive entre 48 y 72 horas y pede ser ingerida por un
ipepodo (de los géneros Eucyclops, Mesocyclops, Cyclops, Acantocyclops, etc.) para continnar su desarrollo.
espués de 1a ingestion, se introduce en el hemocele y se transforma en un tiempo que varia de 7 a 10 dias
mdo lugar 2 la Jarva del tercer estadio temprano (L3T), la cual mide entre 3 y 4 mm de largo. E! segundo
»spedero intermediario (pez), ingiere al crusticeo; la larva migra y se aloja en la musculatura,
ansformandose en la larva del tercer estadio avanzado (L3A), que presenta un cuerpo cilindrico con extremos
:dondeados de 3.0 a 4.7 mm de longitud (Diaz-Camacho, 19987, siendo ésta la forma infectiva. Otros
artebrados  como peces carnivoros, anfibios, reptiles, aves ictidfagas, etc., pueden actuar como hospederos
araténicos. Cuando el pez (o el hospedero paraténico), es ingerido por un mamifero (cerdos, perros. gatos,
1apaches, tlacuaches, etc.), 1a larva .3A muda mientras migra por los diferentes érganos del cuerpo y de esta

1anera alcanza su madurez sexual en un periodo de cuatro a seis meses (Lamothe-Argumedo, 1997; Prommas

Daengsvang, 1936) (Figura 1).

Diaz-Camacho, § P. 1998, Estudio epidemiolégico v climico sobre Ja gnathostomiasis cn Sinaloa, México Tesis de Doctorado Facultad de Medicina

yepartamento de Microbiologia y Parasitologia UN A.M 96pp.
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Figura 1. Ciclo de vida de Gnathostoma spp.




. ANTECEDENTES
. 1. ANTECEDENTES EN MEXICO

Caballero (1958), registré a G. spinigerum parasitando a Didelphis marsupialis tabascensis en
altenango, Chiapas, constituyendo éste el primer registro en México. La validez de esta identificacién fue
ludosa. va que los gjemplares difieren de la descripcién de la especie realizada por Miyazaki en 1960 en
aracteres morfoldgicos tales como el niimero de anillos de ganchos del bulbo cefalico, el nimero, forma v
lisposicion de los mismos, la espinacién de la superficie corporal, etc. Posteriormente, ese material fue
easignado a la espeéie G. turgidum (Almeyda-Artigas ef al., 1991; Lamothe-Argumedo, 1992; Lamothe-
\rgumedo er al., 1998). A partir de entonces se han realizado numerosos registros que se recopilan en la Tabla
I; hasta el momento solo se han registfado en nuestro pais a tres especies de este género formalmente
lescritas {(G. turgidum, G. binucleatum, v G. procyonis) y dos mas aun no nombradas (Almeyda-Artigas ef al.,

2001}

Tabla 1. Registro de las especies del género Grarhostoma (Owen, 1836) en México.

C

(°= Hospedero Definitivo, = Primer Hospedere Intermedianc; = Segunds Hospedero Intermediario; F= Hospedero paraténico).

Distribucion Referencia

Especie Hospedero

G turgidum
Stossich. 1902

Dideiphus sp. ®

“Tlacuache cuatrooyitios” 7

Poeciliopsis gracilis '

Oreochrorus niloticus '

Kinosternon integrum F

Dndelphis marsupiabis

Dideiphis virgiiana °

Jaltenango, Chis,
Tlacotalpan. Ver.
Temazcal, Oax.

L. Tres Palos. Gro.
Temazcal, Oax
Temazcal, Oax.
Temazcal, Oax.

P. Miguel Alemdn, Qax
L. Tres Palos, Gro.

Caballero, 1958
Almeyda-Artigas eral, 2000
Lamothe-Argumedo ef al, 1998
Almevda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 2000
Almeyda-Artigas ef af., 1991b. ©
Lamothe-Argumedo, 1997
Almeyda-Artigas et al , 2000 9
Aljmeyda-Artigas, 1991
Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 2000

G binucleatum Petenia splendida’
Almevda-Artigas,

1991

P. Miguel Aleman, Oax.

L. Alvarado, Ver,
R. Papaloapan. Ver.

Almeyda-Artigas, 1991
Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 1994"

Cichlasoma fenestratuml P. Miguel Alemén, Qax. Almeyda-Artigas, 1991

Oreochromis nilotcus '
Cichiasoma uropthalmus *

Oreochromis mossambicus !

' Onpinalmente registrada como G spinigerum

Y Infeccion experimental a partir de hugvos obtenidos de una hembra colectada en Didelphis marsupialis en Temazeal, Oaxaca

Almevda-Artigas R J.v M A Mosqueda-Cabrera 2000 Hailazgo de Gnathostomg binucieatum Almeyda-Arugas. 1991 y G rurgidum Stossich. 1902
waloda Spirunida) en carnivoros y marsupiales del Pacifico mexicano. Revista Latnoamenicana de Microbiologia En: XIV Congrese Nacional de
nologia Octubre 42(11) 161-162

nevda-Arigas. R }. M A Mosqueda-Cabrera y E Sanchéz-Miranda, 1991b Ciclo de vida natural y expenimental de Grathostoma turgidum. Stossich,
{Nematoda Spirundae) parasito de marsupiales en Temascal, Oaxaca, En - Memorias del XI Congreso Nacional de Zoologia . Ménida, Yucatan
meyda-Ariigas. R ). y M A Mosqueda-Cabrera 1994, Andlisis de la distribucion de las Jarvas del tercer estadic de Gnathostoma sp, (Nematoda,
nidae) en la muscuatura de peces dulceacuicolas y estuannos de México, Ecuador y Japén. Resumenes del [V Congreso Nacional de leuologia. Sociedad
opia Mexicana Morelhia, Michoacan

*



Tabla I1. Registro de las especies del género Gnarhostoma (Owen, 1836) en Mexico (Continuacién).

]

(°= Hospedero Defintivo, = Primer Hospedero Intermediario; '= Segundo Hospederc Intermediaric, "= Hospedero paratémice).

G binueleatum Oreochrens aureus’ P. Miguel Aleman, Oax Almeyda-Artigas, 1991
Almey da-Artigas, Eucyelops agilis ¢ P. Miguel Aleman. Oax. Almeyda-Artigas ef al., 19952
1991 Eucyclops macrurus © S
Eucyclops prasinus ¢
Mesocyclops edax © P. Miguel Aleméan. Oax Almeyda-Artigas et al, 1995"

Mesocyelops leuckart: ¢

Mesocyclops tenus ©

Macrocyclops albidus ©

Cyclops bicuspidatus ©
Felis catus © Temazcal Oax Almeyda-Artigas er af, 1991a ™
Felis pardaits b Temazcal Oax. Almeyda-Artigas et af, 19912
Coragyps atratus © Temazcal Oax Lamothe-Argumedo, 1647

Trachemys scripta©
Stauronpus triporcatus ©
Pelecanus erythrorkynchus ©
Pelecanus erythrorbynchus F L. Tres Palos, Gro Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 2000
Dormitator latifrons
Cichlasoma sp !
Bufo marmus ¥
Rana swerfel ¥
Kinosternon mtegrum*
Casmerodius albus
Natrix vahda
Knosternon sp. © L. Agua Brava. Nay Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 2000"7
Boa constrictor "

Phalacrocorax auritus "

Casmerodius albus ©

Procyon lotor ® El Potrero, Ver Almeyda-Artigas et al., 1994
Gobiomorus dormitor’ Tampico, Tamps. Almeyda-Artigas et al., 2000
Tlacotalpan, Ver. Almeyda-Artigas. 1991

Cosamaloapan, Ver.
L. Alvarado. Ver. Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera. 1994'%

Jmeyda-Arugas R J. M. A Mosqueda-Cabrera, y E Sanchez.-Miranda 1995 El papel de crusticeos y peces en ia transmusion y diseminacion de
sioma buucleanm Almeyda-Artsgas. 1991 (Nematoda). agente causal de la gnatostomosis en el Goifo de México Memorias del XI11 Congreso Nacional
jozia Morehia . Michoacan

Imevda-Arigas RJ. V Acosta-Hernandez.. J. Alonso-Diaz.. M Cataficda-Sanchez V .y R Zaratc-Ramirez 1991a Nuevos registros helmintolégicos
cbrados de la parte de ia cuenca del Papaloapan, Veracruz Il Mammaha En Memorias del XI Congreso Nacional de Parasitologia, Universidad

ma de Queretaro,

imevda-Arugas, R J. v M A Mosqueda-Cabrera 2000, Hallazgo de Grarhostoma binuclearum Almeyda-Artigas, 1991 y G turgudum Stossich, 1902
oda Spiruridz) en carmivores v marsupsales del Pacifico mexicano Revista Latinoamericana de Microbiologia En XIV Congreso Nacional de
Mogia Qctubre, 42 (1) 16i-162

svda-Arigas, R J. 3 M A Mosqueda-Cabrera 1994, Analisis de Ja distribucion de Jas larvas del tercer estadia de Gnarhostoma sp . (Nemaloda
Lach en la musculatura de peees dulcenguicolas y estuarnos de Mexico, Ecuador v Japén Restmenes del [V Congreso Nacional de lenologia Sociedad
ra Mewicana Moreha Michoacan



Tabla I1. Registro de las especies del género Graihostoma (Owen, 1836) en México (Continuacion).

(°= Hospedero Definitivo, ®= Primer Hospedero Intermediaric; '= Segundo Hospedera lntermediano; "= Hospedero paraténico}

G. binucleatum Procyon lotor ™0 Tlacotalpan. Ver Lamocthe-Argumedo, 1957
Almey da-Artigas. Polvborus plancus © Mosqueda-Cabrera et al ,20460"°
1991 Gobiomorus dormitor ! L Alvarado, Ver Almeyda-Artigas. 1991
Cosamaloapan. Ver
Centropomus parallelus L Alvarado, Ver. Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 19942°
R. Papaloapan, Ver, Lamothe-Argumedo, 1997
Cathorops melanotus ' R. Papaloapan, Ver. Lameothe-Argumedo, 1997
Eleotris pictus L Tres Palos. Gro. - Osorio-Sarahia y Leon-Régagnon. 2000%
Gobiomorus dormitor’ Pa. Centla. Tabs. Almeyda et al, 20012 ™
Atractosteus tropicus’
Casmerodius albus® Almeyda ef al, 2001b.%
Bubo virgiianus®
Canis familiaris® Ortiz-Najera et af, 2001
G. procyornis Didelphis virginiana © Cuernavaca. Mor. Ortiz er al,, 1990 en Lamothe-Argumedo,
Chandler, 1942 Tepoztlan. Mor. 1997
Procyon lotor ° El Potrero, Ver. Almeyda-Artigas et a/ . 2000
Procyon lotor hernandezit © Tlacotalpan, Ver, Almeyda-Artigas er af, 1994
Didelphis marsupiahs® B. Chamela, Jal Caballero y C., 1977 en Lamothe-Argumedo
etal . 1997%
Grathostoma sp Egretta alba® P. Cerro de Oro. Qax. . Lamothe-Argumedo. 1997
D. Alhuate, Sin Diaz-Camacho. 19987

R. San Lorenzo, Sin.
P. Ei Varejonal. Sin.

Egretta thula ™ P. Miguel Alemén, Qax. Lamothe-Argumedo, 1997
P. Cerro de Oro. Oax.

L. Tres Palos, Gro. Ledn-Régagnon et f.. 2000

Canis familiaris ° Temazcal Oax Lamothe-Argumedo. 1997

Boa constrictor ¥

Smilisca baudinii ¥

(3} Reuwistrada come G spungerum

squeda-Cabrera. M A | L Carranza-Calderén,. E Sanchez-Miranda.. R I Almeyda-Artigas A . L. E Catrillén-Rivera, vy A Palma-Ramos 2000

niento v desarrolio de Gnathostorna spp. (Nematoda: Spirurida) in vitro de larva de tercer estadio temprano a fercer estadio avanzado y de tercero avanzado
1a adulta Revista Latinoarnericana de Microbiologia. En XIV Congreso Nacional de Parasitologia. Octubre, 42 (11).166.

weyda-Artigas. R J, y M. A, Mosqueda-Cabrera 1994. Anahsis de la distnbucion de las larvas del tercer estadio de Grathosioma sp., (Nematoda. spirunidae)
musculatura de peces dulceacuicolas y estuarinos de México, Ecuador y Japon Resamenes del [V Congreso Nacional de Ictiologia Sociedad Ictioiogia
ana Moreha. Michoacan

orio-Sarabia, D.. ¥ V Léon-Régagnon. 2000. Avances en el estudic de la Gnatostomosis silvestre en la region de Acapulco. Guerrero Revista

amencana de Microbiologia En X1V Congreso Nacional de Parasitologia. Guadalajara, Jalisce. Octubre, 2000, 42 (II) 59-60.

neyda-Artigas, R J. M A Mosqueda-Cabrera.. L. Carranza-Calderén,, E Sanchez-Miranda, y H. E. Ortiz-Ndjera. 2001a. Andlisis comparativo de larvas
cer estadio avanzado de Grathostoma binucleatum Almeyda-Arugas, 1991 (Nematoda. Spirunda} aisaldas de vertebrados def las costas del Golfo de México
Jccane Pacifico En 111 Encuentro Nacional de Gnathostormasis, Tépic, Nayarnit, 21 y 22 de Septiembre. P 635

wevda-Aruigas, R J. M. A Maosqueda-Cabrera , L. Carranza-Calderon.. y H. E Oriz-Néjera. 2001b. Hallazago de Gnathostoma bmucleanum Almeyda-
s 1991 (Nematoda Spirurida) en vertebrados de la Reserva de la Biosfera “Pantanos de Centla®, Tabasco. México En: 11 Encuentro Nacional de
ostomasis, Tépic, Navari, 21 v 22 de Septiembre P 6%

ts-Najera H E. M A Mosqueda-Cabrera, L Carranza-Calderén y R ). Almevda-Artigas Hallazgo de 1a forma aduita de Grathostoma binucteanim
da-Arugas, 1991 (Nematoda Spirunida) en Canes famihiaris de 12 Reserva de 1a Biosfera "Pantanos de Centla". Tabasco En' Memonas del XVI Ceongrese
nal de Zoologia Del 28 de Octebre al 1 de Noviembre Zacatecas. Zacatecas, México

p-Camache. S P 1998 Estudio epidemiologice v chmen sobre la gnathostorruasis en Swnaloa, México Tesis de Doctorado Facultad de Medicina
temente de Micromologia y Parasitologia UNA M 96pp

10



Tabla II. Registro de las especies del género Grnathostoma (Owen, 1836) en México (Continuacidn).

(°= Hospedero Defimiivo. “= Primer Hospedero Intermediario, '= Segundo Hospedero Intermedianio, *= Hospedero paraténico)

Gnathostoma sp. Sus crofa ©

Trachemys scripta ®

Staurotypus tripocatus '
Staurorypus satvani'
Rana temporana®
Ictalurus meridionalis '
Crocodylus morelen ¥
Cichlasoma salvani '
Philander opossum ¥

Tigrisoma lineatum”
Pandion haliaetus ©
Oreachromis aureus '
Oreochromis sp. !
Oreochroms niloticus |
Ardea herodias®
Petenia splendida
Cathorops fuerthii '
Dormutator latifrons '
Pelecanus erythrorhynchus '
Felis catus ©
Ardea herodias ¥
Phalacrocorax olvaceus”

Petenia splendida’

Cathorops fuerthn ',
Felis catus®
Ardea herodias®
Pelecanus erythrorhynchus ¥
Pelecanus occidentalis ¥
Rana montezumae ©
Nerodia rhombifer ¥
Rana berlandier:
Cichlasoma elliori !
Centropomus parallelus '

Gobiomorus dormitor’

Temazcal Qax.
Temazcal Oax
P Cerro de Oro, Oax
P Cerro de Oro. Oax.

P Cerro de Qro, Oax.

P. Miguel Aleman, Oax.

L. Agua Brava. Nay.

L AguaBrava, Nay.

L. La Pesca. Nay.
L La Concha, Ver.

E. Rosamorada, Sin.

_D. Alhuate, Sin.

R Usila, Oax.
Tlacotalpan, Ver.

Cosamaloapan, Ver.

L. Alvarado. Ver,

Lamothe-Argumedo. 1997
Lamothe-Argumedo, 1997

Lamothe-Argumedo, 1997

Lamothe-Argumedo, 1997

Lamothe-Argumedo, 1997

Alvarez-Guerrero, 20007

Alvarez-Guerrero, 20007

Alvarez-Guerrero, 2000%

Lamothe-Argumedo, 1997

Diaz-Camacho, 1998
Diaz-Camacho, 1998
Lamothe-Argumedo, 1997
Lamothe-Argumedo, 1997

Lamothe-Argumedo, 1997

Lamothe-Argumedo, 1997

T Ahvarer-Guerrero, ¢ 2000 Estudio de la gnathostomiasis en el estado de Nayarit Tesis de Maestria en Ciencias Pecuanas Universidad de

ma 73pp

“Inas-Camacho, § P 1698 Estudio epidemiolégico v clinico sobre la gnathostomiasis en Sinaloa, México Tesis de Doctorade Facultad de Medicina

artamenta de Microteologia v Parasnologia UN.AM 96pp



Tabla II. Registro de las especies dei género Gnathostoma (Owen, 1920) en México (Continuacion).

{°= Hospedero Defimtive. = Primer Hospedero Intermediano. = Segundo Hospedere Intermedianie. = Hospedero paratenico)

Grathosioma sp Eleotris pictus * L. Tres Palos, Gro. Ledn-Régagnon ef ai.. 2000

Dormitaror latrifrons |
Cichlasoma trimaculatum
Gobiomorus macularus

Carhorops caerulescens

Rana forrer: L. Tres Palos. Gro. Osorio y Ledn-Régagnon. 2000°
Didelphis virginiana ° Colonia el Cruz-Reyes ef a/ , 1997%
Ferrocarrilero, Col.
Villahermosa. Tabs Lamothe-Argumedo. 1997
Rhamda guatemalensis ! Pa Centla. Tabs. Lépez-Jiménez er &.. 2000
Belonescx behzanus Pa Centla, Tabs. Lopez -liménez er ai.. 2000
Heros managuensis '
Algansea lacustris' La Patzcuaro, Mich. Salgado-Maldonado et @f., 2001
Dermitator latrifrons’ Sinaloa Diaz-Camacho ef al , 20017

Cichlasoma bean!’
Eleoms picta'
Gobiomorus maculatus'
Arius spp.”
Oreochromis spp '
Nyeticorax nyeticorax”
Egretta thula ®
Phalacrocorax ofvaceus®

Anhinga anhinga’

Gnathostoma sp. 1 Procyon lotor hernandezii Tlacotalpan. Ver Almeyda-Artigas et af., 20007

Tlacotalpan. Ver. Almeyda-Artigas et al , 20007

Gnathostoma sp. 11 FPhilander opossum

{4) En Almeyda er al., 1954, consideraron a esta especte come & procyonis, sin embargo los datos molecualres arrojaren que se trata de un nueva especie del

género. la cual no se ha descrito ,
(3)  Almenda-Artigas er al (2000). sugiere que es uha nueva especie para el género, sin embarge no esta descrita

L = Laguna. La= Lago. P =Presa; R = Rio; D = Dique: E = Ester¢: B = Bahia: Pa = Pantanos.

" Osono-Sarabiz D,y V Léon-Regagnon 2000 Avances en ci estudio de la Gnatostomosis silvestre en la regior de Acapulco, Guerrero Revisia
L.atinoamericana de Microbiclogia En X1V Congreso Nacional de Parasitologia. Guadalajara, Jahisco Ocubre, 2000, 42 (1) 59-60.

© Cruz-Reves, A, A Zepcda-Rodriguez . A Pérez-Tomres v J. Banquera-Heredia, 1997, Hallazgo de un adulto de Grathostoma sp (Nematoda
Smirunda) en ¢l estomago de Didelphis virgmiana (Marsupiaha Dhdelphidac) del municipio de Colima. Colima. Mexico En Resumenes del |

Encuentro México-Japdn sobre Gnathostomiasts. Cuhacan, Staloa, 12-13 de Sepuembre
" Diaz-Camacho, S. P. E H Torres-Montova., S. Sancher-Gonzalez., J Rios-Sicaros., Ma del C de la Cruz-Otero,, M L Zazueta-Ramos . §
Bay hss=Gaviola, v H Akahane 200 Investigacion de Hospederos naturaies de Grarthostome spp en Smaloa, Méxice En HI Encuentro Nacional de

Gnathostomuass Tepie, Navant, 21 3 22 de Sepuembre P 73



Existen cinco especies del género de las que se ha conprobado que producen la gnatostomosis
humana alrededor del mundo siendo éstas G. spinigerum Owen, 1836, G. hispidum Fedtchenko, 1925, G.
nipponicum Yamaguti, 1942, G. doloresi Tubangui, 1925 (Lamothe-Argumedo y Osorio-Sarabia, 1998; Diaz-
Camacho, 1998 %), v G. malayiase Miyazaki y Dunn, 1965 (Nomura ez al,, 2000).

Algunos autores sefialaron a G. spinigerum como el posible responsable de la gnatostomosis humana
en nuestro pais (Peldez y Pérez-Reyes, 1970; Lamothe-Argumedo, 1997; Diaz-Camacho, 19987%), sin embargo
se ha puesto en duda la existencia de esta especie en México y en América, atribuyendo las infecciones
humanas a G. binuclearum (Almeyda-Artigas, 1991, Almeyda-Artigas vy Mosqueda-Cabrera, 1999°¢,
Almeyda-Artigas et al,, 2000}, aun cuando autores como Vidal-Martinez et al. (2001), consideraron que G.
rurgidum podria estar involucrada en dichas infecciones.

En Mexico esta enfermedad zoondtica ha cobrado importancia en las Gltimas décadas debido a
ncremento en su prevalencia (Lamothe-Argumedo y Osorio, 1998). Actualmente se han registrado mas de
3 000 casos distribuidos en los estados de Veracruz, Guerrero, Oaxaca, Sinaloa, Tamaulipas, Tabasco y
Nayarit, sin estar bien definida la identidad especifica del agente etioldgico (Diaz-Camacho, 1998°"; Lamothe-
Argumedo y Osorio-Sarabia, 1998; Lamothe-Argumedo, 1999a, 1999b; Vargas-Ocampo et al., 1998; Rojas-
Molina et al, 1999; Martinez-Cruz er al, 1989; Lamothe-Argumedo, 2001%%), de aqui la importancia y

rasendencia del estudio taxonomico de este estadio larvario.

. 2. DATOS MORFOLOGICOS

Tradicionalmente, la taxonomia de las especies del género en su etapa L3A se ha basado en
aracteres morfoldgicos, tales como las espinas cuticulares, que tienden a ser mas pequefias y mds escasas
onforme se alejan del bulbo cefilico (Akéhane et al., 1994), forma y nimero de ganchos en los anillos
efalicos, la diferencia entre el nimero de ganchos del anillo I-IV, el ancho y la longitud del es6fago. ancho y
ongitud del intestino, la localizacion de la papila cervical, tamafio de las espinas del cuerpo, la longitud de los
acos cervicales, entre otros caracteres morfométricos importantes (Lamothe-Argumedo et al, 1989;
\Imeyda-Artigas er al, 1995; Loépez-Jiménez y Garcia-Magafia, 2000; Alvarez-Guerrero y Lamothe-
srgumedo, 2000). Algunos autores se han basado en el nimero de nucleos del epitelio monoestratificado
ntestinal (Akahane er al., 1986; Akahane y Iwata, 1997), por considerarlo de importancia taxondmica, sin
mbargo se ha observado que no tiene validez para la identificacion de G. binucleatum (Akahane ef al., 1994).
-a diferenciacion morfologica entre las especies del género en el tercer estadio avanzado es complicada y ha

)casionado controversia.

Y Diaz-Camacho, § P 1998 Eswdio epidemioiégico y clinico sobre la gnathostomiasis en Sinaloa, Mexico Tesis de Doctorado Facultad de Medicina

epaniamento de Microbiologia y Parasitologia U N'A M %6pp

"Almeyda-Arbgas, R J v M A Mosqueda-Cabrera 1999 Situacion actual de 1a gnathostomosis en humana en América, con enfasis oh [os casos del estado de
uerrere: Mesico En Memonas det XIV Congrese Latinoamencano de Parasitologia Dei 11 al 16 de Octubre de 1999 Acapulco, Guerrere Mexico

'~ Lamaothe-Argumedo 2001 La Gnatostomiasis como problema de Salud Publhica en Mexico En 111 Encuentro Nacional de Gnathostomiasis Tepic, Navant, 21
22 de Sepiembre P 13416



Miyazaki (1966), mencioné que la cantidad de tapones polares en el huevo, la cantidad de hileras de
sanchos en el bulbo cefélico, el arreglo y la forma de las espinas cuticulares en la superficie del cuerpo puede
Servir como una clave para la clasificacién de los adultos en el género, sin embargo es dificil la identificacién
1 nivel especifico en los estadios larvarios y en particular en la larva L3A.

Otros autores han detectado una variacién en algunos caracteres taxondmicos considerados de
mportancia, como el namero de ganchos, su forma y en el numero de nicleos de las céluias intestinales
Daengsvang, 1980, Akahane y Mako, 1987; Akahane et al, 1994; Akahane ef al, 1995; Almeyda-Artigas et
d., 1995; Almeyda-Artigas y Mosqueda-Cabrera, 2000%), variacién geografica (Akahane ez al.,1986), o bien,
/ariacion intraespecifica en infecciones en hospederos experimentales (Rojekittikhun y Pubampen , 1998).

Estas variaciones han dado pie a algunos autores para sugerir la existencia de nuevas formas o
species del género (Lamothe-Argumedo et al., 1989; Akahane ef al., 1995; Lépez-Jiménez y Garcia-Magafia,
000, Alvarez-Guerrero y Lamothe-Argumedo, 2000; Akahane et al., 1995; Setasuban et al., 1991).

A pesar de la controversia existente, la variabilidad intragspecifica en el género Grarhostoma, ha
1do poco estudiada.

Rojekittikhun y Pubampen (1998), realizaron el primer trabajo dirigido al estudio de la variacién
norfolégica de las larvas L3A. Estos autores observaron variaciones morfologicas y anormalidad en los
anchos del bulbo cefélico de 1000 larvas de G. spinigerum, obtenidas a partir de la infeccién en ratones,
onde se evidencid la presencia de varios tipos morfolégicos. Lo mas comtn fue un gancho rudimentario extra
osterior a las cuatro hileras de ganchos (10.8%), la presencia de una quinta hilera de ganchos (1.9%), ganchos
normales en solo una de las cuatro hileras (1.2%), ganchos lobulados o bifurcados (0.5%), arreglo en espiral
e tas cuatro hileras de ganchos (0.4%), y ganchos fragmentados (0.4%). En este estudio, el 0.5 % de L3A de
7. spinigerum presentaron un tipo lobulado o bifurcado en los ganchos del bulbo el cual era muy similar a lo

escrito por Setasuban er al. (1991) y Akahane e al. (1995), como un nuevo tipo morfolégico de L3A de

snathostoma.

.3. LA VARIACION

La variacion es uno de los elementos fundamentales del proceso evolutivo de los seres vivos, y se ha
studiado desde diferentes enfoques: morfoldgico, morfométrico, cariolégico y molecular (Santos y Hortelano,
997). Los estudios sobre la variacion buscan la resolucién de problemas taxénomicos, conservacion,

iogeografia y coevolucién (Chilton er al., 1995; Liu er al, 1997, Verneau er af., 1997; Jousson et al, 1998,

Almeyda-Artigas. R.J.. y M, A Mosqueda-Cabrera. 2000 Hallazgo de Gnathostoma bmucleatum Almeyda-Artigas, 1991 y G. turgidum Stossich,
02 (Nematoda Sparunda) en carnivares y marsupsales del Pacifico mexicano Revista Latinoamenicana de Microbiologia En XIV Congreso
acional de Parasitolopia  Octubre, 42 (1) 161-162



Jindict ef al., 1999). Los estudios de variacion intrapoblacional son de gran importancia para el desarrollo de
in sistema de clasificacion bioldgica, ya que para elaborar éste se necesita un amplio conocimiento del grado
le variacion que puede presentar un taxoén (Santos y Hortelano, 1997).

Las técnicas para el estudio de la variacién se han abordado desde diversos aspectos a fo largo del
iempo, como resultado de los avances tecnolégicos y cientificos: uso de computadoras, desarrollo de técnicas
le analisis estadistico de datos de todo tipo, técnicas moleculares (Na&ler, 1990; Monis, 1999), etc.

En el caso particular de los helmintos, se han aplicado técnicas de analisis estadistico sobre datos
norfométricos que son fuente importante de datos taxondmicos en todos los grupos, en la busqueda de
lilucidar problemas taxondmicos (Amin, 1986; Shostak er al., 1987, Georgi y McCulloch, 1989; Mo, 1991;
3ray y Des Clers, 1992; Pérez-Ponce de Ledn, 1995; Guidici et al,, 1999; Cabaret y Hoste, 1998; Cabaret ¥
schmidt, 2001; Jousson y Bartoli, 2001). Asimismo, se ha tratado de dar respuestas a algunos problemas
axonomicos a través del uso de cariotipos (Bullini er af, 1978; Spakulova y Casanova, [998), y
posteriormente se utilizaron técnicas de bandeo guanina (G) y citosina (C). Con el desarrollo de las técnicas
moleculares, se han realizado estudios electroforeticos de proteinas para evaluar la variacion intrapoblacional
(Agatsuma vy Habe, 1985; Andrews er af., 1988; Lymbery y Thompson, 1988; Wongkham er o/, 2000), y mas
recientemente se han incrementado este tipo de estudios gracias al conocimiento de la estructura y propiedades
de los acidos nucléicos, alrededor de los cuales se han desarrollado diversas técnicas para su analisis y
manipulacién, tal como la hibridacion (Zaralega ef al., 1994; Cunningham ef al, 1995, Vemnau et al., 1997),
uso de enzimas de restriccion (Vernau et al, 1997; Andrews y Chilton, 1999), asi como secuenciacidon de
ADN y ARN (Bowles y McManus, 1994; Morgan y Blair, 1998, McDonnel e# al., 2000; Mac Manus y
Bowles, 1996). En la actualidad un gran nimero de los estudios que intentan resolver problemas filogenéticos
y taxonémicos, emplean técnicas de biologia molecular {Qu e al, 1986; Nadler, 1992; Chilton ez al, 1995;
Littlewood y Johnston, 1995; Stevenson ef al., 1996: Liu et al., 1997, 1999; Blair et al,, 1998 Leén-Régagnon
et ul., 1999; Zhu et al., 2000).

2.4. DATOS MOLECULARES NUCLEARES

Recientemente se ha desarrollado un gran nimero de estudios moleculares basados primariamente en
el estudio directo o indirecto de las secuencias de]l ADN. Se ha observado que en el ADN ribosomal, hay
regiones que evolucionan lentamente y otras rapidamente, proveyendo ventajas para el estudio sistematico de
los organismos {(Unnasch y Zimmerman, 1995). Los genes ribosomales codifican para moléculas del rARN y
estan presentes en el genoma nuclear de todos los eucariontes (Figura 2); estan subdivididos en tres regiones
codificantes (gen 18s. 5.8s y 28s) y en cuatro regiones no codificantes o espaciadores (espaciador transcrito
externo o ETS (localizado antes del gen 18s) y los espaciadores transcritos intemos o ITS (el ITS-1 se localiza
entre el gen 18s v el 5.8s; 1TS-2 se encuentra entre el gen 5.8s y 28s), y el espaciador no transcrito o NTS

{llamado JGS- Intergenic Spacer) (Hillis et al., 1996).
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Figura 2. Mapa del rADN nuclear (tomado de Hillis e al., 1996).

Los datos de las secuencias de nucledtidos representan un gran potencial para las investigaciones
xonémicas y filogenéticas en todos los grupos taxénomicos, incluyendo a los nematodos (Nadler, 1992;
tch ef al., 1995). Los estudios filogenéticos basados en el estudio del gen 18s rARN en su mayoria han
sultado congruentes con los datos morfologicos, del ciclo de vida y biogeograficos (Liu et al., 1997),
.ciendo mas robustas las clasificaciones existentes. Dentro de las regiones no codificantes se han utilizado las
giones 1TS-1 e ITS-2 (~400 a 480 pb) para distinguir parasitos congénericos y a menudo indistinguibles
orfolégicamente (Almeyda-Artigas et al,, 2000; Campbell ez al,, 1995; Chilton er al., 1995, 1997; Hoste e
/1993, 1995, 1998; Ledn-Régagnon et al,, 1999; Liu et af., 1999; Nadler, 1990, 1992; Nadler er al., 1995,
owers et al., 1997).

Almeyda-Artigas ef al, (2000), han demostrado la utilidad de las secuencias de ADN para la
iferenciacion de especies de Grathostoma. Estos autores utilizaron la regién ITS-2 (421 - 427pb), como un
\arcador molecular eficaz para diferenciar a G. spinigerum de Tailandia, G. binucleatum de México, G.
wrgidum de Ecuador y G. procyonis de México, las cuales son morfolégicamente muy similares. En la Tabla

1 se enlistan los nimeros de acceso de las secuencias de Grathostoma spp. disponibles en Genbank.

Tabla I1l. Secuencias de Grathostoma registradas en Genbank (Almeyda-Artigas ef al,, 2000,

Kuramochi, datos no publicados; Uparanukrawl et al,, 2001).

—

Especie ITS-2 18s. V4 58s 18s CO1 MMP
mrngum 297176 * AJ243253 296948
P spinigerum Z97175 AJ005274 AJ243252 BAABY707  AAFR2802
7 binucleatum 797072 AJ243251 796946 BAABY706
rnathostoma sp Z97173 Al249464
snathostoma sp 297292 AJ243255
Tnathostoma sp AJ243254
; oligomucronatum*® AJ005275
G neoprocyonis™® 296947

YEsta clave corresponde al numero de acceso: COI = Criocrome Oxidasa subumdad 1, MMP = Matrix Metalloproteinasa -like Protein.

** Estas especies s¢ no s¢ han descrito,



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El reciente registro de las larvas de] tercer estadio de Grathostoma sp. en los peces de importancia
omercial de la Laguna de Tres Palos (I.edn-Reégagnon er al., 2000), asi como la utilizacion de la regién 1TS-2
omo un buen marcador para la diferenciacién de las especies de Gnathostoma en América (Almeyda-Artigas
1 al., 2000), Hlamé nuestra atencidn, hacia el estudio de la variacion intraespecifica a nivel morfolégico y
nolecular de las larvas del tercer estadio de Grathosioma sp., en esta Jocalidad; utilizando tales herramientas
retendemos contribuir al esclarecimiento de la taxonomia de las larvas del tercer estadio avanzado de este

lematodo, asi como al estudio de la helmintofauna de esta zona.

. OBJETIVOS
.1. OBJETIVO GENERAL :

- Estudiar la variacidén morfolégica y molecular de las larvas del tercer estadio avanzado de Grathostoma

sp. de cinco especies especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

.2.OBJETIVOS PARTICULARES:

- Realizar un estudio morfolégico comparativo de las larvas del tercer estadio avanzado de Guathostoma sp.
recuperadas a partir de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Paios, Gro.

 Obtener y comparar las secuencias de nucledtidos de la region ITS-2 de las larvas del tercer estadio
avanzado de Grathostoma sp. de cinco especies de peces de ]la Laguna de Tres Palos, Gro.

 Evaluar la validez de diversos caracteres morfologicos para el estudio taxonémico de las larvas del tercer

estadio avanzado de Grarhostoma sp.

. AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se llevd al cabo en la Laguna de Tres Palos, ubicada en la planicie costera del
-stado de Guerrero, al sureste de Acapulco, entre el Rio Papagayo (este) y el Rio Sabana (oeste) y al sur con el
Dceano Pacifico, entre los paralelos 16° 41° a 16° 50° de latitud norte y los meridianos 99° 37" a 99° 47" de
ongitud oeste (Figura 3). Se encuentra a 35 Km, al sureste del Puerto de Acapulco, sobre la carretera
Acapulco-Barra Vieja (Diego-Pérez y Lozada-Pérez, 1994; Yafiez-Arancibia, 1978).

La comunicacidon de la laguna con el mar es por medio de un canal sinuosc con ondulaciones
neandricas de aproximadamente 10 km de longitud y por la barra que abre en forma periddica. La salinidad de
a laguna es de 1.2] — 4.57 0/00, de tipo oligohalino y varia con la época del ano (Guzman, 1987,

w'“'m(j_u;r.tnr’;an M 1987 Biologia. ecologia y pesca del Langosuno Macrobranchiuem tenellum cn lagunas cosieras del Estado de Guerrcro Tesis
Docloral UNAM P 7-16
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El reciente registro de las larvas del tercer estadio de Grathostoma sp. en los peces de importancia
comercial de ta Laguna de Tres Palos (Ledn-Régagnon et al., 2000, asi como la utilizacion de la region ITS-2
como un buen marcador para la diferenciacién de las especies de Grnathosioma en América (Almeyda-Artigas
et al., 2000), llamé nuestra atencién, hacia el estudio de Ja variacién intraespecifica a nivel morfologico vy
molecular de las larvas del tercer estadio de Grarhostoma sp., en esta }ocalidad; utilizando tales herramientas
pretendemos contribuir al esclarecimiento de la taxonomia de las larvas del tercer estadio avanzado de este

nematodo, asi como &l estudio de la helmintofauna de esta zona.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL :

»  Estudiar [a variacion morfologica y molecular de las larvas del tercer estadio avanzado de Grathostoma

sp. de cinco especies especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

4.2,0BJETIVOS PARTICULARES:

»  Realizar un estudio morfoldgico comparativo de las larvas del tercer estadio avanzado de Grathostoma Sp.
recuperadas a partir de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

»  Obtener y comparar las secuencias de nucleétidos de la region ITS-2 de las larvas del tercer estadio
avanzado de Gnathostoma sp. de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

» Evaluar la validez de diversos caracteres morfolégicos para el estudio taxondmico de las larvas del tercer

estadio avanzado de Grathostoma sp.

5. AREA DE ESTUDIO

E} presente trabajo se llevo al cabo en la Laguna de Tres Palos, ubicada en la planicie costera del
=stado de Guerrero, al sureste de Acapulco, entre el Rio Papagayo (este) y el Rio Sabana (oeste) y al sur con el
Jceano Pacifico, entre los paralelos 16° 41° a 16° 50° de latitud norte y los meridianos 99° 37° a2 99° 47’ de
ongitud oeste (Figura 3). Se encuentra a 35 Km, al sureste del Puerto de Acapulco, sobre la carretera
Acapulco-Barra Vieja (Diego-Pérez y Lozada-Pérez, 1994; Yafiez-Arancibia, 1978).

La comunicacién de la laguna con el mar es por medio de un canal sinuoso con ondulaciones
neandricas de aproximadamente 10 km de longitud y por Ja barra que abre en forma periddica. La salinidad de
a Jaguna es de 1.21 —4.57 0/00, de tipo oligohalino y varia con la época del afio (Guzman, 1987%).

4 _Guzr;an M 1987 Biclogia. ccologia y pesca del Langostino Macrobrancluum tenelium en lagunas costeras del Estado de Guerrero Tesis
Doctoral UNAM P 7416



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El reciente registro de las larvas del tercer estadio de Grathostoma sp. en los peces de importancia
somercial de la Laguna de Tres Palos (Ledn-Regagnon et al,, 2000), asi como la utilizacién de la region ITS-2
:omo un buen marcador para la diferenciacion de las especies de Grathostoma en América (Almeyda-Artigas
2t al., 2000), Hlamod nuestra atencion, hacia el estudio de la variacion intraespecifica a nivel morfoldgico vy
nolecular de las larvas del tercer estadio de Grathostoma sp., en esta Jocalidad; utilizando tales herramientas
pretendemos contribuir al esclarecimiento de la taxonomia de las larvas del tercer estadio avanzado de este

nemdétodo, asi como al estudio de {a helmintofauna de esta zona.

4. OBJETIVOS
1.1. OBJETIVO GENERAL :

»  Estudiar la variacién morfoldgica y molecular de las larvas del tercer estadio avanzado de Grathostoma

sp. de cinco especies especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

1.2.0BJETIVOS PARTICULARES:

»  Realizar un estudio morfoldgico comparativo de las larvas del tercer estadio avanzado de Grathostoma sp.
recuperadas a partir de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

» Obtener y comparar las secuencias de nucledtidos de la region ITS-2 de las larvas del tercer estadio
avanzado de Grathostoma sp. de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro.

 Evaluar la validez de diversos caracteres morfologicos para el estudio taxondmico de las larvas del tercer

estadio avanzado de Grathostoma sp-

5. AREA DE ESTUDIO

EI presente trabajo se [levé al cabo en la Laguna de Tres Palos, ubicada en la planicie costera del
-stado de Guerrero, al sureste de Acapulco, entre el Rio Papagayo (este) y el Rio Sabana (oeste) y al sur con e)
Dceano Pacifico, entre los paralelos 16° 417 a 16° 50° de latitud norte y los meridianos 99° 37" 2 99° 47° de
ongitud oeste (Figura 3). Se encuentra a 35 Km, al sureste del Puerto de Acapulco, sobre la carretera
\capulco-Barra Vieja (Diego-Pérez y Lozada-Pérez, 1994; Yafiez-Arancibia, 1978).

La comunicacién de la laguna con el mar es por medio de un canal sinuoso con ondulaciones
neandricas de aproximadamente 10 km de longitud y por la barra que abre en forma periddica. La salinidad de

a laguna es de 1.21 ~4.57 0/00, de tipo oligohalino y varia con la época del afio (Guzman, 1987%),

_"n“_—G-uzman. M 1987 Biologia. ecologia y pesca del Langostino Macrobranciium temelium en lagunas costeras del Estado de Guerrero, Tesis
Doclorail UNAM P 7-16



Los suelos aluviales de textura arenosa son muy permeables y los suelos de litoral estan
resentados en la barra arenosa, expuesta al mar y al suelo lacustre con inundaciones periodicas, al oeste de la
una. en contacto directe con los suelos de aluvidn y litoral, el sedimento esta constituido por limo v limo-
noso, el limo es de color pardo de caracteristicas hidratantes con fuerte olor a acido sulfhidrico (Contreras,
§3). La zona pertenece a la regidn hidroldgica de Costa Grande; 1a pfincipa] fuente de agua dulce a la laguna
:s Palos es el rio Las Sabanas (Diego-Pérez y Lozada-Pérez, 1994). La laguna presenta una forma subcircular
liptica, la cual mide 15.85 km de fongitud maxima y 5.585 km de ancho maxime, con una profundidad de

m a7 m maximo. El sistema se localiza en una zona tropical y el clima es de tipo caliente subhtimedo, ei
ermedio entre el mas seco y hiimedo de los subhimedos, con Huvia en verano y sequias en invierno.

La temperatura promedio anuales de 22°C, 28°C la méxima y 18 °C la minima. La precipitacion
smedio anual es de 1200 mm (Garcia, 1981).

La vegetacion subacudtica estad representada por tres tipos, en el primer tipo estan lass hidréfitas
res y fiotantes compuesta por las especies de Azolla caroliniana, Pistia stratiotes, Lemna minuscula,
'mphaea ampla y Eichhornia crassipes, el segundo tipo estan representadas por las hidréfitas arraigadas con
jas flotantes se encuentra Nymphaea banda, Ludwigia peploides y Neptunia plena, v dentro del tercer tipo
contramos a Jas hidrofitas arraigadas sumergidas, que son Utricularia foliosa, U gibba y Najas
adalupensis (Diego-Pérez y Lozada-Pérez, 1994).

La fauna del macrobentos estd integrada por Macrobrachium tenellum, Penngeus spp., algunos
rapsidos y jaibas Callinectes toxotes y C. arcuatus; la zooplanctonica estd compuesta por ciliados, sarcodinos,
:1i0zoarios, larvas nauplio, larvas zoea de cangrejo, anélidos, nematodos, moluscos (véliger), celenterados y
rvas de peces (Contreras, 1985); asi como microcrustaceos: claddceros, ostracodos, copépodos, isépodos y
fipodos. Aunque algunos de ellos no son parte de las comunidades zooplantonicas, pero pueden ser colectados
r 1o somero de las aguas y también estin presentes larvas de algunos insectos como Chirinimus sp. y
hirmimu meigen asi como Cirolana sp. (isopoda). La ictiofauna registrada la integran Elops affinis, Lile
olifera, Achovia macrolepidota, Chanos chanos, Astynax dasciatus, Ariopsis guatemalensis, Poecilia
henops, Poeciliopsis lucida, P. porosus, P. balsas, Thyrinops crystalliana, Centropomus robalito, Caranx
ppos, Oligoplites saurus, Lutjanus guttatus, Diapterus perwvianus, Gerres cinereus, Eugerres lineatus. E.
illaris. Eucimostomus currani, Cichlasoma trimaculatum, Tilapia mossambica, Mugil cephalus. M. curema,
eotris  picta, Gobiomorus maculatus, Dormitator latifrons, Microgobius micraflorensis, Gobionellus

wcrodon. G. sagittula y Achirus mazatlanus (Y afiez-Arancibia, 1978).
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La herpetofauna de las costas del estado de Guerrero esté representada por Bufe marmoreus, Rana
e'rkma’ieri, Rana forreri, Rana sweifeli, Hyla eximia, Leptodactylus labialis, Leptodacrylus melanonotus.,
tenosaura pectinaia, iguana iguana, Loxocemus bicolor, Crofalus durussus y Agkistrodon bilineatus, siendo
stas dos ultimas de importancia en salud piblica; asimismo existen algunas especies de importancia econontica
1l como Crocodylus acutus, Chelonia agassizi, Lepidochelys olivacea, (Casas y Reyna, 1990a, 1990b, 1990 ¢;
‘érez ef al., 2000).

La avifauna en las costas del estado de Guerrero estd representada por un gran niimero de especies
entre las que destacan, Jacana spinosa (Jacana), Larus atricilia, L. delawarensis (gaviotas), Sterna nilotica, S.
caspia, S. forsteri, S. gntillarum (golonidrinas marinas), Anas crecca, Anas acuta, Oxyura jaimaicensis
(patos). Phalacrocorax brasilianus (cormoranes), Pelecanus erythrorhynchus (pelicanos), Cathartes aura,
Coragyps atratus (zopilotes), Geranospiza caerulescens (gavilanes), Camptostoma imberbe, Myiarchus
twberculifer, Calocitta formosa, Thyothorus sinaloa, Parula pitiayumi (Pesseriformes) (Howell y Webb.

1995), asi como por la Familia Trochilidae (colibries), Troglodytidae (saltaparedes) (Marquez v Ornelas,
1990; Marquez, 1990),

La mastofauna estd representada por tlacuaches, musarafias, murciélagos, mono arafia, 0sos
hormigueros, armadillos, conejos, licbres, ardillas terrestres, ardillas arboricoras, tuzas, raténes espinosos,
ratas y ratas de campo, metoritos, puerco espines, coyotes, zorras grises, cacomistles, coaties, martuchas,
mapaches, cabeza de viejo, grisones, comadrejas, zorrillos, nutrias, pumas, ocelotes, margayes, jaguarundis,
jaguares, jabalies, temazates y venados (Ramirez y Castro, 1990; Miidespancher y Ramirez, 1950a, 1990 b).

El 4rea que comprende la Laguna de Tres Palos es un lugar de condiciones socio-econdmicas
precarias, donde sus principales actividades son la agricultura y la pesca, en esta ultima las principales
especies explotadas entre los peces son la mojarra, charra, robalo, lisa, malacapa, alahuate, cuatete, pijolin,

guavina, popoyote, tilapia y entre los crustaceos esta el camarén blanco y el chacal, (Yokoyama, 1981%").

' Yokovama, A 1981 La comunidad de aves acuaucas nidificantes de la laguna de Tres Pales, Guerrero: un giemple de la problematica de recursos

naturales en México Tesis Profesional Facuhad de Ciencias, Universidad Nacional Autdénoma de Mexico México,



. MATERIALES Y METODOS

Se efectuaron muestreos de los peces a partir de la capiura comercial en el poblado San Pedro las
layas, en los meses de marzo, mayo, agosto, octubre, diciembre de 1999 y ¢n junio del 2000. Los pescadores
e ta laguna utilizaron diversos artes de pesca (red agallera, chinchorro, atarraya y anzuelo).

Se colectaron gjemplares de cinco especies de peces: Dormitator latifrons “popoyote™; Eleotris picta
alahuvate™; Gobiomorus maculatus “guavina”, Ariopsis guatemalensis “cuatete” y Cichlasoma trimaculatum
charra™, de la Laguna de Tres Palos, Gro., los cuales se conservaron en refrigeracién hasta su revisién, dentro
e las 36 hrs. siguientes a su captura. El tejido muscular se molid y presiond entre dos vidrios para su revision
contraluz. Se extrajeron de Ja musculatura las larvas del tercer estadio avanzado que fueron colocadas en
slucién salina al 0.65%. A continuacidn las larvas se desenquistaron con agujas entomologicas v se fijaron en
icoho! etilico al 70% o formol 4% caliente y se conservaron en alcohol 70%, para su estudio morfoldgico. Se

jaron algunos ejemplares en etanol absoluto para su estudio molecular.

. 1. Estudio morfolégico-estadistico.

Las larvas del tercer estadio avanzado de Gnathostoma se aclararon con lactofenol de Amman y/o
licerina v se montaron temporalmente; su estudio morfométrico se efectud mediante microscopia de luz y un
cular micrométrico. En la redescripcion se sefialan la medida minima, méaxima y entre paréntesis el promedio
xpresandose en mm excepto cuando se indique otra unidad de medida (Apéndice 1). Los dibujos se realizaron
on ayuda de una camara clara adaptada a un microscopio Optico compuesto marca Zeiss modelo 4290995,

Se tomaron microfotografias de las larvas del tercer estadio avanzado con un equipo fotografico
igita} Kodac DC120 y/o con una cémara de 35mm marca Pentax Zx-M, adaptada al microscopio optico
ompuesto.

Para la identificacion de los organismos a nivel genérico se utilizaron claves como Yamaguti (1961)
- Chabaud er al, (1978), y a nivel especifico, se compard con las descripciones originales y literatura
specializada de las especies del género.

Las larvas L3A se aclararon en glicerina, para identificar morfotipos (6). con base en la forma del los
anchos del bulbo cefélico.

Utilizando los datos morfologicos se estudié la variacion de las larvas del tercer estadio avanzado de
Snathostoma sp.. por medio del analisis multivariado de componentes principales en el programa
STADISTICA version 4.5, obteniéndose los coeficientes de correlacion entre los distintos caracteres
norfométricos para seis morfotipos (Apéndice 1), con un nivel de confiabilidad del 95%. Se obtuvieron los
alores propios (eigenvalores) para los cuatro primeros componentes principales y se graficaron los

omponentes gue explicaron el mayor porcentaje de variacion de los caracteres morfométricos.



Con el fin de detectar aquellos caracteres que aportan variacion, se realizé un analisis estadistico
inivaridao (ANOVA), a partir de una matriz de 36 caracteres morfométricos y 6 tipos morfologicos (n=69),
1sando el programa STADISTICA versidn 4.5,y con un nivel de confiabilidad de] 95%. -

El material helmintolégico recolectado se deposito en la Coleccion Nacional de Helmintos, Intistuto
ie Biologia, UNAM (CNHE).

. 2. Estudio molecular

Se realizo la identificacion de los morfotipos de las larvas L3A, con base en Ja forma de los ganchos
lel bulbo cefalico, aclarandolas en glicerina, previo a la extraccién de ADN. Se extrajo el ADN gendémico de
as 12 larvas del tercer estadio avanzado fijadas en etanol absoluto y 3 en OH 70%, por medio de la técnica de
xiraceion  fenol/cloroformo que se describe a continuacion: el tejido de los helmintos se incubd
ndividualmente en tubos de microfuga, con proteinasa K, SDS (duodecil sulfato de sodio) y buffer STE, a
0°C por 3 horas. Posteriormente, el ADN se extrajo con dos cambios de fenol v uno de cloroformo: alcohol
soamilico (Hillis e7 af., 1996). A partir de 9 larvas L3A fijadas en formol 4%, se extrajo el ADN acorde con la
écnica porpuesta por Chatigny (2000).

Se amplifico la regidn 1TS-2, ya que de acuerdo a estudios previos (Almeyda-Artigas ef al,, 2001), es
le utilidad para distinguir parasitos congénericos indistinguibles morfolégicamente. Esta regién comprende un
otal de 421 - 427pb.

La amplificacion se realizé en un volumen final de 25 ul utilizando los oligonucledtidos BD1
forward) 5"-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3’ y BD2 5’-TATGCTTAAATTCAGCGGGT-3" (Luton et al.,
992); asi como ITS-2 NEWS2 (forward) 5’-TGTGTCGATGAAGAACGCAG-3’ e ITS-2- RIXO (Reverse)
-TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3’ (Gasser y Hoste, 1995).

La reaccién en cadena de la polimerasa (Palumbi, 1996), se llevé a cabo con el siguiente programa:

1.- 94°C Iminuto

2.- 92°C 30 segundos

3.-55°C 30 segundos

4,.-72°C 1 minuto y 30 segundos
+0.0° + 1 minuto

R= 3°C/s +0.0%s

G=0.0°

5.~ repetir 35 veces a partir del 2
6.-72 °C I minuto y 30 segundos
7.-4°C 24 horas.

n



Los productos obtenidos se analizaron en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (Temed, 4cido
acético y EDTA), v se compararon un un macador de peso molecular de 1Kb.

El producto de fa PCR se purificd con el kit Quiaquick (Quiagen) vy se llevé al cabo la reaccion de
secuencia (Sanger ef al., 1977). Este método utiliza un templado de ADN de cadena sencilla (csADN), un
oligonucledtido, Tag polimerasa para sintetizar la cadena complementaria del templado vy
deoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) mas un dideoxirribonucleétido trifosfatado terminador {ddNTP),
marcados con fluorescencia. La polimerasa sintetiza la cadena complementaria y al incorporar un ddNTP, la
cadena deja de sintetizarse, ya que este nucleétido carece del grupo 3° hidroxilo necesario para la union
fosfodiéster (Balbas y Bolivar, 1989). La proporcion del ddNTP con el dNTP correspondiente es tal, que la
polimerasa incorpora un ddNTP por lo menos una vez en cada posicion donde aparece el nuclestido
complementario en ei templado. Al final de la reaccién, cada uno de los nucledtidos estd marcado con -
fluorescencia de diferente color. El producto obtenido se purificé con columnas Centrisep. La terminacion de
cada fragmento se detecté con un Secuenciador automatico marca Perkin- Elmer modelo 310 Genetic
Analvzer. ‘

Las secuencias obtenidas de las larvas del tercer estadio avanzado de Gnathostoma sp., se analizaron
y alinearon usando el programa computacional Clustal W (Thompson er al, 1994), y se ajustaron
manualmente utilizando el programa ESEE (Cabot and Beckenbach, 1989). Estas secuencias se alinearon a su
vez con aquellas registradas en Genbank para su comparacién. Se calculd el porcentaje de variacién de las
secuencias entre cada muestra y con respecto a las secuencias obtenidas de Genbank, elaborandose una matriz

de similitud utilizando el programa PAUP versidn 4.0b8 (Swofford, 1998).

1)
L



7. RESULTADOS

Los resultados se presentan dos secciones, estudic morfoldgico-estadistico y molecular. En la Tabla
IV, se presenta ¢l nimero de larvas L3A de Grathostoma sp., utilizadas en cada uno de los estudios. Dentro
del estudio morfolégico se detectd la presencia de seis morfotipos, los cuales se diferencian en la forma de los
ganchos del bulbo cefilico {que es de importancia taxondmica, segun Miyazaki (1960); Rojekittikhun v
Pubampen (1998)). de las cuales se obtuvieron sus medidas. Se elaboré un analisis de componentes principales
(Unicamenete con 18 caracteres y 69 larvas L3A de Gnathostoma), y posteriormente se realizé un analisis
estadistico univariado (ANOV A) (36 caracteres y 6 morfotipos de Gnathostoma).

En el estudio molecular se caracteriza a la region ITS-2 en larvas L3A de Gnathostoma, de los
morfotipos 1, 2y 3; se obtuvieron ~427pb., de cada larva L3A procedentes de las cinco especies de peces que
resultaron positivas a la infeccién en la Laguna de Tres Palos, Gro. (Figura 4). Las secuencias fueron
analizadas y alineadas mediante el programa CLUSTAL W, y se ajustaron manualmente utilizando e}
programa ESEE, y se compararon con las secuencias presentes en Genbank: a partir de ésto se obtuvo una
matriz de similitud para observar el porcentaje de variacién entre las secuencias.

Finalmente se presenta la redescripcion de las larvas L3A de Grathostoma binucleatum., presente

en cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Guerrero.

[abla IV. Relacion del nimero de larvas L3A de Grathostoma sp., utilizadas en el estudio morfolégico-estadistico

- molecular de Jas cinco especies que resultaron positivas a la infeccién en la Laguna de Tres Palos, Gro. (n= 81)

Hospedero EMFR-E EMOL
Dormitator latfrons “Popoyote” 11 1
Eleotris picta **Alahuate” 48* 6
Gobiomorus maculatus “Guavina” 3 2
Ariopsis guatemalensis “Cuatete” 5 2
Cichlasoma trimaculatum “Charra™ 2 1
TOTAL 69 12

EMFR-F = Estudio morfoldgico y estadistico. EMOL =Estudio Molecular

* = s¢ utihzaron 9 Jarvas de este estudio fijadas en Formol al 4% ¥ 3 fijadas en OH 70%, para el estudio molecular
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7.1. ESTUBIO MORFOLAGICO.

A lolargo de 6 muestreos durante los meses de marzo. mayo. agoste, octubre vy diciembre de 1999,y
unio der 2000. se enconiréd que cinco especies de peces resultaron posttivas a la infeccion con las larvas del
ercer estadio avanzado de Grnathosfoma sp. (Figura 4). que corresponden a las siguientes. Fleoiris picta.
Dorpniaror latrifrons. Gobiomorus macwlatus (Eleotritidae): Cichlosoma trimaculatur- {Cichlidae) v Ariopsis
sicienalensis (Ariidae),

Al realizar el estudio morfométrico de las 69 larvas, se detecté variacion en la forma de los ganchos
iel bulbe cefalico » con base en este caracter fue posible distinguir seis morfotipos. asimismo se identificéd a
jué mofotipe corresponden Jas 12 larves utilizadas en el estudio molecular. Otra variacion que se obsenvd
ndependiente de la forma de los ganchos. fue la presencia de ganchos adicionales a las hileras de ganchos del

hulbo cefalico en tres mofotipos (Tabla V)

Tabla V. Proporcion de ejemplares por cada uno de los morfotipos de larvas L3A de Gnathosioma sp

estudiadas (n=81) Se indica el nimero de ganchos adicionales a las hileras del bulbo cefalico.

Tipo de vanacion n % de ¢jermlares
MFI 50 74.07
2 ganenos adicionaies por debaje de ia IV hilera de ganchos del 2 0246

pulbe cefihlico

3 canchos adicienales por debajo de la IV hilera de ganchos del 3 037
bulbo cefahico
BEE2 s T 0617
I cancho adiaioaal por armba de la T lolera de ganchos del bulba 1 0123
cefalico
R MF3 3 0370
i eancho adiciornal por ariba de la 1 bilera de ganchos del butho 1 0123
cefaheo
i MF4 e 0123 o
B = S
MEG T 2 T

ME O marfoupe nonumero dedanas P 3A0dentncadas %o poreentaye

P morfotpo T ose distingue por presentar 1o base de fos ganchos del bulbo cefibico on forma
Cuadiiedsprde o coadrangulan con los contornos hsos (Freura 507 Ta), ol morfoupe ¢ presenta la base de los
canrchos en Torma rregular con ondulaciones en los bordes v la punia del gancho os achatada (Dioora 100 115

Losoctdiro anenehpos restantos son dorimas intermedias entic ol morloupe Doy el marioupo 6
S oo oot e Dopresents os bordos deoin base deoes cordlion con eadulaciones maanos

' f - . . 1 T . N . | o ' '
R T T PR TR SN P A S SRR TN A TUNE TR SIS 0 AU I R PN AR RN



Ei morfortipo 3 presenta la base de los ganchos en forma semicuadrangular v la punta de Jos ganchos

menos pronunciada que en el resto de los morfotipos, teniendo una forma ovoide en vista lateral {Figura 11c).
El morfotipo 4 presenta la base de los ganchos de Jas hileras 1. IT v 1, con un contorno irregular,
ligeramente ondulade y la punta de los ganchos es achatada v pronunciada; en la IV hilera ligeramente
ondulada » de menor tamafio que en el resto de las hileras de ganchos (Figura 11d).
El morfotipo 5 se diferencia del resto de los morfotipos por presentar Ja base de los ganchos en

forma de § alargado (Figura 1le). En la tabla V1 se enlistan los datos morfométricos recabados en este estudio,
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abla VI, Comrparacion morfoméirica de los seis morfotipos identificados, con base en fa forma del los ganchos
=1 bulbo cefalico. en las larvas L3A de Grarhosiomia en las cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos,
1o, (Continuacion}
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abla V1 Comparacion morfomeétrica de los seis morfotipos identificados. con base ¢n la forma del
el buTho cefaheo. en fas lanvas L3A de Guarhostomao en las cinco especies de peces de |z Laguna de Tres Palos,
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7.1.1. Andlisis de Componentes Principales (ACP)

Se realizd un andlisis de componentes principales (ACP). con la finalidad de determinar si las
diferencias morfolégicas observadas en la forma de los ganchos representan en . .cto grupos taxondmicos
scparados o son producto de la variacién intraespecifica, considerando que el ancho y el largo de Jos ganchos
de! bulbo cefdlico. Ia hoja (Jongitud de la punta del gancho a la base del gancho) y la profundidad (del borde
antersor de la base del gancho a su borde posterior). pueden reflejar la forma de Jos ganchos (Figura 13)
Ademas se tomaron en cuenta 14 caracteres que son de importancia taxondmica (Apéndice 1).

Se construyd una matriz, considerando los 18 caracteres y 69 larvas L3A recolectadas de 5 especies
de peces de Ja Laguna de Tres Palos (a partir de los datos arrojados en la Tabla VI). Se aphcé el analisis
multivariado por medio de) analisis de componentes principales, en el programa STADISTICA. con un nivel
de conflabilidad del 95%. Se obtusieron asf los valores propios (cigenvalores) para cada componente principal
(Apéndice 1 y Apéndice 2). v se graficaron los primeros componentes, que explicaron el mayor porcentaje de
variacion de los caracteres morfométricos (Tabla VII).

Este andlisis indica que el 36.58% del total de varianza acumulada en las medidas morfométricas de

las L3A de Grathostoma. comprende a los componentes principales (CP)I-11 v 31.37 % a los CP I-II1.

Tabla VII Valores propios para 18 caracteres morfométricos v 69 L3A de Gnathosioma $p . & partir de
cineo especies de peces gue resultaron positivas a la infeccién en la Laguna de Tres Palos, Gro (valores
para los primeros 4 componentes).

EEmr T e — e - - S e —e—m =t mm——m e e e R it T e

S 10tal de la vananesa Yo acumulado

Componente Valores Ploplz‘;S—-
F o1 A PP rve s
Crll 16 83810 3638672
CPHI 1162961 48 21633

CPIV § 43036 56 67569
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Se graficaron los companentes Ty 11 los cuaies explicaron la mayor cantidad de varacion de los
caracteres morfomdtricos para Jos seis tipos morfoldgicos (Figura [2)

La distribucion continna de los puntos en la erdfica indica que las farmvas forman un solo grupe
tnondmico (come se observa en ¢l sobrelapamicnto de los poligonos del morfotipe 1y el morfotipo 6) v que
fs diferencias arvojadas por el analisis son producio de ia variacion inraespeeifica (Apéndiee 2).

ASImIsmo se abserva gue lampoce easte un agropamrento que oste vortelacionado con el hospedero
do procedencia por foogue podemos decir que las variaciones oberyadas Lanpoce seir predides por a

Lalienens de Tos hospederos
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Componenta 2 (16.33%)

Companante 1 (19.74%)

figura 12. Analisis de componentes principales de las L3A de Grathostoma sp., recuperadas de algunos peces de la Laguna
le Tres Palos, Gro.; AL = Alahuate; PO = Popoyote; GU = Guavina; CH = Charra; CU =Cuatete; | =MF1; 2 = MF2;
= MF3; 4 =MF4; 5 = MF5; 6 =MF6. Los ejemplares de cada morfotipo son encerrados en poligonos o se unen mediante

ma linea recta.

1.2. Andlisis es¢adistico univariado (ANOVA).

Con el fin de determinar cudles caracteres contribuyen a la varacidn intraespecifica entre los seis
orfotipos de Grathostoma sp., en cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos, Gro., se construyd una
atriz con los seis tipos morfologicos (n1=69) y con 36 caracteres morfoméiricos (a partir de Ia tabla VI), con lo que
realizd un analisis de varianza, con un nivel de confianza del 95%, como se muestra en el apéndice 3.

De acuerdo con los resultados arrojados por el andlists univariado, los caracteres morfoldgicos que varian
xnilicativamente enire los seis morfotipos, son la longitud total del cuerpo, anchura del bulbo cefélico, la distancia
tre las hileras de ganchos del bulbo cefilico, 1a distancia entre cada gancho det bulbo cefdlico, la longitud del
olago, la longitud del intestino, ¢l inicio y termine de la localizacion de la papila cervical v la fongitud de la punia
| gancho a la base del pancho.

Sin embargo hay caracteres que permanecen constantes y no presentan grandes variaciones entre los seis
as moriologicos de Gratfiostoma sp.. como son cobertura de la espma. hileras de sanchos, nimero de ganchos en

s hleras L 0L U S 1V, T diferencra entre o 1V v 1 hifera de ganchos, anchura maxima del caerpo, longiiud del

=
L
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lbo cefalico, tanto el largo como el ancho de los ganchos del bulbo cefalico, entre otros caracteres (ver Apéndice

La forma de los ganchos del bulbo cefilico, se exploro en dos caracteres: Longitud de la punta del gancho
a base del gancho (hoja) y de la punta del gancho al borde posterior de la base (profundidad) (Figura 13). Se

servd en base al andlisis univariado que existe variacién intraespecifica en la longitud de la punta del gancho a la

se del gancho (hoja); mientras que la profundidad, se mantuvo més constante.

Figura 13, Caracleres evaluados en el estudie morfoldgico: A. Hoja: longitud de la punta del gancho a la base del gancho;

B. Profundidad: de la punta del gancho al borde posterior de la base; C. ancho del gancho y D. largo del gancho.
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Producio de un andlisis mortoldgico previo 2 la extraccidn de ADN. se identificaron 12 larvas
correspondientes con el morfotipo 1 fijadas en OH 100% (colectadas de Jas § especies de hospederos), 2
larvas del morfotipo 2 /F picra) y 1 larva del morfotivo 3 (£ picia), § adas en OH 70% {Tabla It

Las lanas dc los merfotipos 5y 6 (n =9). estaban fi;adas en formol al 4%, v no se fue swiiciente la
cantidad de ADN extraido para ia reaccidn de secuencia, por lo que los datos obtenidos no fueron confiables
menos de 70 p o pudicron incluirse en el estudio Tampoco se extrajo ADN del morfotips 4 ya que solo

contaba con un ejemplar

Se amplificd » secuencid un fragmento de 427 pb (Figura 14). de ia region [TS-2. de las 15 larvas

estudiadas
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1gdra 14 Fragmento amphificado por PR de la region ITS-2 para Grathosiome sp . on un eel do agaresa al 1%
IS i 1= = =

teiido con bromure de etidio, procedunies de A) cuatete B) guavina, C) popovote v D) charra

Enoel epdndice & se muesta ef alincamicnto de Tas secuencias de € kg Jeation S (o pangorin
hrenidas do Gevvank y las secuencias de Jos tres morfotipos examinados. No se muesitan las secuencias que

fucrondénticas a alguna de Tas secuencias que se enlistan.

Facdivergencia observada entre fas secuencias de fos tres morfotpos de las lanvas LIA aleansa o
(FO8% entre ¢l MITTy ¢l MIEF3.

Fatre secuenctas deen mmo morfotipo (MEFD) se observaron valores de donverwencin de 09352
come e ¢ bl VI

Convespecto T secuenaa de G b fearan: obtentda o Genbank. o oade de i COUneI N
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Los bajos niveles de divergencia obsen ados enire las secuencias de los morfotipos estudiados y con

respecto a la secuencia de G. binucleatum, asi como los elevados niveles de divergencia con respecto a G,
spinigerum, indican que las diferencias morfoldgicas son el producto de fa variacién intraespecifica v que los
ejempiares estudiados pertenecen a G. binucleatum.

Es necesario obtener las secucncias de los morfotipos 4, 5 y 6 para corroborar su identidad

cspecifica.
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7. 3. Redescripeién de Ias larvas L34 de Grnatliostome binucleatum,

Phyiam. Nemathelminthes
Clase: Nematoda Rudolphi, 1808
Orden: Spirurida
Superfamilia : Spiruroidea Railliet y Henry, 1915
TFamilia: Gnathostomidae Railliet, 1985
Subfamilia: Gnathostominae Baylis » Lane, 1920
Género . Grathostoma Owen, 1836

Especie: binucleatum Almevde, 1991 (Figuras 15-16) |

La siguientc redescripeion esté basada en 56 ejemplares. Se excluyeron una larva enquistada a partir
de la cual no se pudieron obtener las medidas (Figuras 17), y 1as larvas L3A de los morfotipos 4. 5y 6. A
pesar de que las medidas presentadas en la Tabla VI, caen dentro del intervalo de la especie, prefenimos
resenvar su determinacidn especifica hasta corroborar con herramientas moleculares Las larvas se
encontraban enquistadas en la musculatura de los peces, su cuerpo en vivo presentaba un color rojizo, su
desplazamiento se realizaba por invaginacién y eversidn del bulbo cefdlico v movimientos endulatorios del
cuerpo

Miden de 1107 2 4.419 (3 306) de longitud total por 0.183 a 0.412 (0.327) de anchura masima
Bulbo cefdheo localizado en el extremo anterior del cuerpe, provisto con dos labios semicuadrangulares.
cada uno con dos papilas simples v armado con cuatro hileras transversales de ganchos; mide de 0.091 -
0 183 (0 138) de largo por 0.107 - 0.260 (0.198) de ancho.

Ganchos del bulbo cefdlico con base cuadrangular y extremo en puma, miden 0 013 - 0023 (0.018)
de largo por 0.007 - 0.015 (0.0107) de ancho. y una profundidad del 0.007 a 0.014 (0.011}) La distancia
entre una hulera de canchos v otra ¢s de 2.003 - 0 096 (0 0G8). LI nimicre de panchos en la primera hilera
es de 34 - 30 (39 08), en fa segunda hilera de 36 - 52 (41.35). enlatercera de 36 - 53 (42.65) v en la cuarta
de 38 - 54 (43 88). con una diferencia entre ¢l promedic de fa cuarta hilera v ¢l promedio de fa primera de
4.607 la distancia entre un gancho y otro es de ¢.0038 2 0.0077 (0.0043)

Se obvenvaron de 1 a 3 ganchos adicionales posteriores a la 1V hilera del bulbo cofilico (VFigura 19a).
en alwunas lanvas procedentes del “popoyote™ (3 larvas) y del "alahuate” (2 lanvas ). asi come fa presencia
de un ganche adicional antes de la T bilera de ganchos de bulbo cefdlico, en dos Tarnvas colectadas del
“alahuate”

vaocrdo al bulbo cefitlico. el sistema balloneta-saco ceryical presenta cuatro socos cervicales que
miden 0278 0002 (¢ 609) de Toneitud total.

Cucpo Sotelioente cobverto deespmas poninedas o sonvcnealies (Dizure 200 dispiestas
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se alejan del butbo cefélico, que hiban de 210 a 229 (219.8) hileras de espinas. Distancia entre hileras en ia

parte anterior del cuerpo de 0.003 - ¢.011 (0.007), en la parte media es de 0.011 - 0.076 (0.018)y en Ia
parte posterior es de 0.003 - 0.077 {0.011).

Papila cervical derecha localizada interrumpiendo las hileras 8 — 19 (12.921) v la papila cervical
1zquierda interrumpe las hileras 8 — 18 (13.264) (Figura 19b). Distancia del ano a la terminacién del cuerpo
de 0.077 a 0.107 (0.034) (Figura 18); distancia de la papila cervical a-Jos iabios del bulbo cefilico de 0.090
2 0.535 (0.225).

Elporo excreior se localizo en la 25 a 28 (26.5) hileras de espinas del cuerpo.
Longitud del eséfage de 0.856 - 1.529 (1.13) por (L122 - 0.305 (0.189). Intestino de color café
obscuro a pardo amarillento; termina en el ano y mide de 1.101 - 2.141 (1.921) de longitud por 0.061 -
(.214 (0.122) de anchura (Figura 15).

Hospederos: Eleoiris picia, Ariopsis guatemalensis, Dormitator latifrons. Cichlasoma trimacidatum,
Gobiomorus maculatus.
Habitat® Tejido muscular.
Ejemplares, depositados en la CNHE con los Nos. de Catalogo:
Morfotipe 1 No. Catdlogo: 4333, 4336
Morfotipo 2 No Catélogo: 4337
Morfotipo 3 No. Catalogo: 4338
Gunathostoma sp.
Hospederos: Fleotris picta.
Habitat  Tejide muscular,
Morfotipo 4 No Catélogo. 4339
Morfotipo 5 No Catdlogo: 4340
Moerfotipe 6 No Catdlogo: 4341
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Figura 17. Larva del tercer estadio avanzado enquistada de Gnathostoma binucleatum, obtenida a partir

de Eleotris picta Laguna de Tres Palos, Gro. (4x; escala 0.4mm).
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Figura 18 Region caudal de una larva del tercer estadio avanzado de Grathostoma binucleatum, obtenida a

partir de Eleorris preta Laguna de Tres Palos, Gro (10%: escala 0.2mm)



B.

gura 19 A) Bulbo cefaheo de una jarva del tercer estadio avanzado de Onathostoma biwelearum, recuperada a partyr

“Ponosote” en la Laguna de Tres Palos, Gro, 2 vanchoes adicienales despoes de Ja IV Tndera (30x eseafa 0 0dmmy. By

chiecha selalo L panila cervien! de Grarnostonia sp et la Laguna de Tres Palos, Groo (40 esealia O 08mnn
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DISCUSION

A nivel mundial las especies del género Grathostoma tienen una amplia distribucion, asi como

portancia en el area de salud plblica; desde que se descubrid que las larva L3A de este neméatodo eran las
1santes de la gnatostomosis, han sido cbjeto de diversos estudios taxondmicos (Akahane y Mako, 1987,
ahane ef al., 1994; Almeyda-Artigas ef al., 1995; Lamothe-Argumedo er al., 1989; Lépez-Jiménez y Garcia-
agafia, 2000; Alvarez-Guerrero v Lamothe-Argumedo, 2000). en su mayorifa utilizando como herramienta la
riologia.

La morfologia es la principal caracteristica usada por los parasitélogos para identificar y clasificar a
s grupos de estudio {Crites, 1962). Sin embargo la variacién intraespecifica que resulta de la influencia que
rcen los diferentes ambientes ocupados por el parasito, puede generar problemas taxopdmicos, ya que se
cuentran en diferentes ambientes en individuos de una sola especie de hospedero, asi como hospederos de
erentes especies {Kennedy, 1980).

Las especies de nemétodos se determinan tradicionalmente con base en caracteres morfoldgicos, pero
variabilidad en un grupo particular ¢s a2 menudo poco conocida. Muchas especies han sido descritas con base
eiemplares que se han colectado una sola vez 0 en muestras pequefias, lo que impide tener una adecuada idea
su variabilidad Ademas, el valor taxondmico de cada caracter ha sido poco estudiado (Grisse v Loff, 1970),
-1 género Grathostoma no ha sido la excepcion.

La identificacién de las larvas L3A es importante ya que permitiria esclarecer el o los agentes
ologicos de la gnatostomosis humana, y aqui fa importancia del estudio taxondmico de este estadio larvario:
1 embargo a nivel de larva es dificil distinguir a las especies del género y por lo tanto identificarlas, ya que en
: caracteres morfoldgicos. tales como la son el namero de ganchos del bulbo cefalico, la longitud y anchura
1a larva L3A. localizacién de la papila cervical. ta forma de los ganchos del bulbo cefélico, la cobertura de las
pinas corporales. la diferencia entre el nimere de ganchos del anillo -1V, el tamafio de los sacos cervicales y
namero de nicleos del epitelio intestinal, entre otros caracteres importantes, se han detectado intervales
1plios de variacion (Akahane y Mako. 1987, Akahane et a/ . 1994: Almeyda-Artigas e al.. 1995; Lamothe-
roumedo er al. 1989: Lopez-Jiménez y Garcia-Magaiia, 2000; Alvarcz-Guerrero y Lamothe-Argumedo,
100) A pesar de la controversia existente, la variabilidad intraespecifica en las especies del genero
nathostoma ha sido poce estudiada.

Cuando se realizd el estudio morfométrico de las larvas L3A de Grathostoma sp . en la Laguna dce
¢ Palos. Gro., se lograron diferenciar seis morfotipos, con base en la forma de los ganchos del bulbo cetahico
reura 115, La forma de los ganchos es un caracter distintivo entre las especies del género. ha sido util para
ferencior a G spongerum, G dolorest x G mpponicun por ejemplo. sin embargo, G spungerum no s¢

rede diferenciarse de G bomucleatum utihzando este sole erterio (Frgura 213 S1ose estudia la vanacion




intraespecifica de éste y otros caracteres de importancia taxénomica se contribuye en la caracterizacion de las
especies del género, y por otro lado, se evalua la validez de los caracteres que tradicionalmente se han utilizado.
Es posible, asimismo, descubrir otros caracteres que aporten mas infomacion acerca del grupo. -

El analisis individual de componentes principales demostré que la variacion morfolégica observada no
-orresponde con una subagrupacion de los individuos, por lo que se asume que es resultado de una variacién
ntraespecifica de las larvas L3A de Guathostoma sp., en las cinco especies de peces que resultaron positivas a
a infeccién en la Laguna de Tres Palos, Gro., no es significativa.

El andlisis univariado arrojo como resultado que hay caracteres que deben ser tomados con cautela
uando se realice determinaciones taxondmicas, en este estadio, ya que presentan variacidn tales como la
ongitud total del cuerpo, anchura del bulbo cefilico, la distancia entre las hileras de ganchos del bulbo cefalico,
2 distancia entre cada gancho del bulbo cefilico, la longitud del eséfago, la longitud del intestino, el inicio y
ermino de la localizacién de la papila cervical y la longitud de la punta del gancho a la base del gancho
Apéndice 3), estos caracteres no deben ser empleados de manera exclusiva para distinguir a las especies del
€nero, como se evidencia en las Tablas VI y IX.

La forma de los ganchos del bulbo cefalico es un caracter de importancia taxonémica, sin embargo es
ificil expresar la forma de una estructura en medias cuantitativas. Esta puede expresarse como el ancho y largo
¢ los ganchos del bulbo cefélico y se recomiendan adicionalmente dos medidas que podrian describir con mas
etalle la forma de los ganchos: Ia longitud de la punta del gancho a la base del gancho (hoja) y de la punta del
ancho al borde posterior de la base (profundidad) (Ver Figura 13). El analisis univariado, demuestra que Ja
0ja, presenta variacion intraespecifica; sin embargo la segunda medida se mantiene dentro de los Jimites de
ariacion, por lo que podria ser un caracter valido para diferenciar especies (Figura 21).

Existen algunos otros caracteres como son, la anchura maxima del cuerpo, la cobertura de espinas, las
ileras de ganchos, la diferencia entre la I hilera y la IV, la longitud del bulbo cefalico, la distancia entre las
leras del cuerpo (anterior, media y posterior), distancia del ano a la terminacion del cuerpo, anchura del
6fago e intestino, anchura y longitud de los labios y la longitud de los sacos cervicales se mantienen dentro de
s limites de variabilidad, estos caracteres también deben ser tomados en cuenta para sustentar una adecuada
vision de las especies congenéricas.

Sin embargo cuando las especies son muy similares morfolégicamente (como G. binucleatum y G.
inigerunn). se dificulta la determinacién de la especie con base 2 la forma y nimero de los ganchos del bulbo
falico. por ejemplo Hémandez-Ortiz er al. (1982) y Vargas-Ocampo ef al. (1998), identificaron una larva L3A
traida de tejido humano como G. spinigerum, basandose tnicamente en caracteres morfologicos, siendo que
| nuestro pais no se ha documentado con certeza la presencia de esta especie, ni como agente etioldgico, ni en

naturaleza.

Ln
4



1gura 21. Forma de los ganchos del bulbo cefdlico: A. G. nipponicum; B. G. spinigerum; C. G. doloresi: D. G
binucleatum (Miyazaki, 1960; Koga y Ishii, 1981; Presente trabajo).



gura 22. Ganchos del bulbo cefélico. A) ganchos del bulbo cefalico del morfotipo 1 (= G. binucleatum), recuperada
artir de “Popoyote™; B) ganchos del bulbo cefélico del morfotipo 6, recuperada a partir del "alahuate".
= Muestra la profundidad del gancho.
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La morfologia es bésica y esencial para los diferentes estudios en helmintologia, tanto para
atificar a las especies, como para clasificarlas, sin embargo estos caracteres en ocasiones provocan
troversia. Recientemente ef uso de las herramientas moleculares en taxonomia han contribuido, a esclarecer
blemas morfolégicos (Littlewood y Johnston, 1995: Stevenson er al., 1996; Liu er af . 1997, Blair ef dl.,
)8: Leon-Regagnon ef al , 1999; Jousson y Bartoli, 2001).

La region ITS-2 ha sido usada para ayudar a distinguir pardsitos congenéricos y a menudo
istinguibles morfolégicamente, ya que se ha demostrado que pude ser relativamente conservada pero tiene
ias unidades de repeticién que son responsables de variacion, a menudo entre especies muy cercanas (Alard
/1. 1993; Chilton ef al., 1995; Anderson y Barker, 1993; Stevenson ef al., 1996). Se ha registrado que el ITS-
aria desde un 9% en especies muy relacionadas de Ostertagia hasta 13-15 % entre otras del mismo género
evenson ef al., 1996). Se encontré que la variacion molecular entre las larvas L3A de Grathostoma de la
quna de Tres Palos no sobrepasa ¢} 0.98% y 0. 71% con respecto a G. binucleatum, mientras que la variacion
, respecto a G spimigerum es de 12.04% como minimo. Estos resultados indican que los morfotipos
yminados pertenecen a la misma especie y que corresponde a G. binucleatum.

Para los morfotipos 5 vy 6 (n =9), donde el material estaba fijado en formol al 4%, se intento la
nica propuesta per Chatigny (2000), pero no fue suficiente la cantidad de ADN extraido para fa reaccion de
uencia, por lo que los datos obtenidos no pudieron incluirse en el analisis. Se atribuye este resultado a la
quefia cantidad de tejido utilizado; ya que la técnica sugiere utilizar mas de 100mg de tejido para obtener un
ON de calidad. No se extrajo ADN del morfotipo 4 ya que solo habia un ejemplar.

Por lo que se puede observar en la Tabla VI, las medidas de los morfotipos 4, 5 y 6 caen dentro de
intervalos del morfotipo 1 y en el andlisis de componentes principales no se formaron subgrupos, por lo que
dria sugerirse que pertenecen a la especie G. binucleatum; sin embargo, considerando que hay especies cuyos
racteres morfoldgicos se sobrelapan en sus intervalos de variacion (por ejemplo G. spinigerum y G.
sucleatum. ver Tablas 1X y XI), existe la posibilidad de que pertenezca a una especie diferente y solo hasta
Jizar estudios a nivel molecular se podra determinar con certeza su identidad especifica.

Los ejemplares aqui estudiados difieren ligeramente de G. spinigerum en la longitud total de cuerpo,
ndo mas peguefias las larvas L3A de Ja Laguna de Tres Palos: la diferencia entre la [-IV hilera de ganchos es
syor en G. spinigerunr, asimismo difieren en el nimero de ganchos en las cuatro hileras del bulbo cefélico, ya
e en promedio. las farvas L3A de G.spinigerum presentan un mayor nimero de ganchos y por ultimo, se
ede diferenciar notablemente en la localizacion de la papila cervical, ya que en G. binucleatum es mas
terior (Tabta IX). El intervalo de variacién del nimero de ganchos del bulbo cefélico de las larvas L3A de G.
mucleatumen la Laguna de Tres Palos, se amplian con respecto de la descripeién original (Almeyda-Artigas,

91).

tn
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En Meéxico se han registrado, ademas de G. binucleatum, a G. procyonis y G. turgidum, como se
1estra en la tabla X1, es dificil diferenciar las larvas L3A de G. procyonis de G. turgidum, y a su vez de G.
weleatum con base en el nimero de ganchos del bulbo cefdlico. Al contar con una descripeidn detallada de
; farvas L3 A de las especies registradas en México es posible hacer una diferenciacion a nivel morfo]é'gico de
binucleatum

A pesar de'que el analisis univariado demostré que el nimerc de ganchos del bulbo cefilico es un
ien caracter en la determinacion taxondmica de G. binuclearum, se sugiere realizar analisis estadisticos mas
italtados para evaluar este caracter en otras especies del género, ya que como se observa, en la Tabla X1, el
imero de ganchos de G. procyonis, G. turgidum y G. hispidum, cae dentro del intervalo de G binucleatum.

En los ejemplares aqui estudiados se observé un menor numero de ganchos del bulbo cefilico, en
ymparacion con la descripcidn original de G. binucleatum y posteriores registros; asi mismo hay variacién en

localizacion de la papila cervical que va desde la octava hilera de espinas del cuerpo hasta Ja vigesima cuarta
ilera (Figura 19b); y el tamafio corporal es menor, el morfotipo 1 y en el se presenta la forma cuadriclispide de
»s ganchos tipica de G. binuclearum. Existe a su vez variacion morfologica de las larvas L3A al presentar
anchos adicicnales.

La presencia de una hilera adicional con pocos ganchos en el bulbo cefalico, puede atribuirse a ur
stado de desarrollo mas avanzado en estos ejemplares. Esta idea coincide con fo expuesto por Rojekittikhun y
ubampen (1998), quienes atribuyen la presencia de ganchos rudimentarios, a una posible pre-diferenciacion a
1 siguiente fase dentro del ciclo de vida de este nematodo.

En cuanto al morfotipo 6, se logra ligeramente diferenciar de G. binuclearum, principalmente por la
orma de los ganchos del bulbo cefalico y acorde con el analisis univariado por longitud total del cuerpo,
nchura del bulbo cefélico, la distancia entre las hileras de ganchos del bulbo cefilico, Ia distancia entre cada
ancho del bulbo cefélico, ia longitud del eséfago, la longitud del intestino, la localizacidn de la papila cervical
la longitud de la punta del gancho a la base del gancho (Apéndice 3). El nitmero vy las dimensiones de los
anchos del bulbo cefalico de G. binucleatum son indistinguibles a las de este morfotipo, sin embargo, al no
ontar con descripciones detalladas de las larvas L3A de otras especies registradas en México, y solo hasta
ontar con evidencia molecular, se podra descatar la posibilidad de que se trate de una especie diferente. o que

e trate de variacién intraespecifica de G. binucleatum.



. CONCLUSIONES

* Se observo la presencia de seis tipos morfoldgicos de larvas L3A de Gnathostema, en las cinco especies
e peces de Ja Laguna de Tres Palos, que se diferencian a partir de la forma de los ganchos del bulbe cefilico.

* A través de un estudio de componentes principales se demostrd que la variacién observada en los
aracteres morfométricos no corresponden con una subagrupacién de los individuos por lo que se asume que es el
sultado de variacion intraespecifica.

* Mediante un andlisis univariado se identificaron aquef!os caracteres que varian entre los seis
orfotipos: la longitud total del cuerpo, anchura del bulbo cefalico, la distancia entre las hileras de ganchos del bulbo
efalico, la distancia entre cada gancho del bulbo cefalico, la longitud del esofago, Ia longitud del intestino, el inicio ¥
rmino de Ja localizacion de la papila cervical y la longitud de la punta del gancho a la base del gancho, por lo que la
alidez de estos caracteres se pone en duda.

* Esta variabilidad no es efecto de los hospederos y no depende del proceso de fijacion del material
iologico.

* Acorde con el andlisis univariado, se recomienda la profundidad del gancho como un caracter
ixondmico. el cual se mantiene constante entre los seis morfotipos y se propone para la diferenciacién de especies
ongenéricas.

* Se corrobora, que la anchura maxima del cuerpo, la cobertura de espinas, las hileras de ganchos, la
iferencia entre fa | hilera ¥ Ia IV, 1a longitud del bulbo cefdlico, la distancia entre las hileras del cuerpo (anterior,
iedia ¥ posterior), distancia de! ano a la terminacién del cuerpo, anchura del eséfago ¢ intestino, anchura v longitud
e Jos labios v la longitud de Jos sacos cervicales, son caracteres validos en la taxonomia de una especie del género.

* Las secuencias del ITS-2 de tres de los seis morfotipos presentan un porcentaje de divergencia maximo
e 0.71% con respecto de la secuencia de G. binucleatum obtenida de Genbank, mientras que presentan un porcentaje
e divergencia del 12.04 a 12,72 > con respecto de G. spinigerum. Se considera que las diferencias, tanto genéticas
omo morfolégicas observadas entre los tres morfotipos de larvas L3A de Grathostoma sp., estudiadas en la Laguna
e Tres Palos, pueden atribuirse a la variacién intraespecifica y todos ellos corresponden a la especie G. binucieatm.

* Se registra por primera vez la presencia de la larva G. binucleatum en Gobiomorus maculatus, Ariopsis
uaremalensis y Cichlasoma trimaculatum y se corrobora su presencia en Eleotris picta, asi como en Dormitaior
atifrons en ta Laguna de Tres Palos, Guerrero, y se amplia el rango de distribucidon de G. binucleatum

* Se sugiere la realizacion de este tipe y otros estudios morfoldgicos, estadisticos y moleculares {con
tras regiones del ADN) con los morfotipos 4, 5 y 6 para corroborar su identidad especifica, asi como con larvas

3A obtenidas de otros hospederos y otras regiones geograficas del pais.



10. APENDICES

Apéndice 1. Lista de caracteres morfométricos analizados en el estudio morfoldgico de larvas

L3A de Gnathostoma sp.

# de caracter Acrénimo Deseripeion
1 LTC* Longitud total del cuerpo
2 AM * Anchura maxmma de] cuerpo
3 CE Cobertura de la espina
4 AG Hileras de ganchos
3 Al * Numero de ganchos en la hilera |
6 Al * Numero de ganchos en la hilera Il
7 AllL* Nimero de ganchos en la hilera Iil
8 Alv * Numero de ganchos en la hilera IV
9 EA* Nimero de espinas adicionales
i0 DI-IV * Diferencia entre la IV y la | hilera de ganchos
11 LBC * Longitud del bulbo cefalice
12 ABC* Anchura del bulbo cefalico
13 DHBC Distancia entre las hileras de ganchos del bulbo cefzhice
14 DCEBC Distancia entre cada gancho del bulbo cefalico
135 DHCA Distancia entre las hileras del cuerpo {Anterior)
1% DHCM Dhstancia entre las hileras del cuerpe (Media)
17 DHCP Dhistancia entre las hileras del cuerpo {Postenor)
18 DATC Distancia del ane a ia terminacion del cuerpo
19 LE Longrtud del eséfago
20 AE Anchura del esofago
23 L1 Longitud del intestine
22 AIN Anchura del intestine
23 LL . Longitud de Jos labios
24 AL Anchura de los iablos
25 LSCID Longitud de los saces cervicales (1 dorsal)
26 LSC2D Longitud de Jos sacos cernicales (2 dorsal)
27 LSC1v Longitud de los sacos cervicales (1 ventral)
28 LsSCzv Longitud de los sacos cervicales (2 ventral}
29 ILPCD * Imicio de ia localizacion de la papila cervical (Dorsal)
30 TLPCD * Termuno de la localizacién de 2 papila cervical (Dorsal}
3 [LPCV * Imcio de la localizacion de {a papila cervical (Ventral)
32 TLPCV * Termino de la localizacion de la papila cervical {Ventral)
33 LPCD Lengitud de 1a papila cervical (dorsal)
34 LPCV Longitud de la papila cervical (ventral)
35 TEA * Tamanic de los ganchos del bulbo cefdlico (ancho)
36 TEL * Tamano de los ganchos del bulbe cefalico (large)
37 LBP* Longiud de la punta del gancho a la base det ganche (Hoja)
38 ABP * De la punta del gancho al borde posterior de la base (Protundidad)

* Eslos caracieres laxonémicos s¢ utilizaron en el Andhsis de Componenies Principales
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\péndice 2 Analisis por Componentes Principales de 18 caracteres morfoméiricos y 69 larvas L3A de
Fnathostoma sp.. de cinco especies de peces de la Laguna de Tres Palos. Gro. (se muestran los

igenvalores de os primeros 4 CP).

VALCRES PROPIOS (EIGENVALOR)

VARIJABLE CPI CFII CPIIi ' CPIV
LTC -0.339544 0182701 -0 490397 0.238894
AM -0.413152 0.386501 -0.309324 0.080407

Al -0.807307 0.127173 0.083316 -(.340216
All -0.896096 0.141673 0.120873 -0.121844
Alli -0 871047 (.56084 0.276360 0.094654
AlV -0 874235 -0.051224 0.222287 0.100855
EA -0.107841 -0 1942354 0.389808 0 153370
DI-1V -0 146393 -0.042740 (.246756 0.654224
LBC -0.239203 0456016 -0 543046 -0.161100
ABC -0 069975 -0 004361 -0.46287% -0.283952
ILPCD -0.071770 -0.790654 -0.374133 0130270
TLPCD -0.148863 -0.802474 -0.417631 0.034693
ILPCV -0.176603 -0 774413 -0 004457 -0 134714
TLPCV -0.323887 -0.763544 -0.103037 -0.198721
TEA -0 46862 0106725 -0.435094 -0.117993
TEL -0.094438 0.274357 -0.571581 375064
LBP -0.033799 0114710 -0.133089 -0.248926
ABP -0.139004 -0.083138 -0.179873 0.673439




Apéndice 3. Resumen de valores arrojados en el analisis unjvariado (ANOVA) (p <0.03).

Caracier S8 N F P
error

LTC* 18.8932* 63* 330257* ¢ 010343*
AM 01322 63 093372 0.0464140
Al 697 4047 53 116597 0368362
All 838 7669 49 125289 0299300
Alll 835 9955 57 149724 0.205126
AV 841 1111 55 0.89621 0490204
EA 1.2000 4 609324 0061038
Dl-Iv 3755333 63 014792 09799356
LBC 00278 63 072222 0.609234
ABC * 00615* 63* 17 93263* 0 00000*
DHBC * 00067 63* 271740* 0027351*
DCEBC * 0 000* 36* 251013* (047598
DHCA 0.003 63 096247 0447638
DHCM 0 0040 63 03571 0999291
DHCP 00097 63 028246 0921051
DATC 00188 61 072210 0609404
LE* 09407+ 59+ 3.08935% 0615239+
AE 01135 63 1 48571 0.205858
Li* 16 6288* 63* 4.65165% 0001122+
AIN 00521 52 095411 0.454417
LL 00031 63 0.43974 0 819094
AL 0.0239 61 0.10230 (991304
LSCID 03118 50 0.4800 0.789472
L3C2D 03513 53 167784 0155353
LSC1v 02518 55 185169 0117960
LSC2V 01763 46 103163 0.410421
ILPCD * 194 6674* 57 362704 0.006435*
TLPCD * 259 6043 61* 2.77036* 0.625133*
ILPCV 207 1611 58 148883 0207499
TLPCV 250 7838 62 044614 0814473
LPCD .2717 61 034734 0882016
LPCV 02716 62 009070 0993426
TEA 06001 42 195744 0135062
LEL 0.0002 63 1.47077 0.212015
LBP * 0 00C* 34+ 4.24743*% 0004160*
ABP 00056 34 G 44568 0.813354

* Presentan diferencias significativas entre los 6 morfotipos.
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