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Estudio taxonémico de algunas poblaciones del género Langeronia Caballero y
Bravo-Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae) en México.
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RESUMEN

El género Langeronia, parasito.intestinal de anuros se distribuye en la regiéon neartica y
neotropical. La diferenciacion morfolégica entre las seis especies del género ha presentado
controversia, sin embargo no se ha estudiado la variabilidad intraespecifica. El objetivo este
trabajo fue aportar evidencia molecular, que ayude en la definicion de los limites entre las
especies del género Langeronia en México, a partir de un analisis filogenético de algunas
poblaciones del género en México, basado en secuencias parciales del gen COI del mtADN y
de la region ITS-2 del rADN. Se evaluo la utilidad de diversos caracteres morfologicos utilizados
tradicionalmente en la taxonomia de las especies del género Langeronia y como ultimo punto se
aporto informacién acerca de la distribucion geografica de las especies de dicho género en
México. Se lograron detectar tres morfotipos que corresponden con las descripciones de L.
macrocirra, L. parva y L. jimenezi. El analisis de componentes principales sugiere la existencia
de variacion intraespecifica de una especie del género, Langeronia macrocirra. La region ITS-2
del rADN no resulté informativa a este nivel taxonémico, mientras que las secuencias parciales
del gen COI presentaron niveles de divergencia hasta del 21.85% con respecto del grupo
externo (Brenesia chabaudi) y del 9.01% como maximo entre poblaciones del género. Del
analisis filogenético de parsimonia se obtuvieron 16 arboles (Cl de 0.92) igualmente
parsimoniosos. Se encontré que existen tres grupos geograficos, los cuales son parcialmente
congruentes con la distribucién geografica (clado A), no asi con los grupos identificados por la
taxonomia actual. En México se detectaron dos grupos (vertiente del Golfo de México y Sierra
Madre Oriental-Pacifico-Yucatan) de la especie L. macrocirra. A partir del analisis molecular, L.
Jimenezi se considera sinénimo de L. macrocirra, la cual se redescribe con base en los estudios
morfologicos y moleculares. Se establece el registro de Langeronia macrocirra en ocho nuevas
localidades y tres nuevos hospederos. Finalmente, se considera necesario conjuntar mas
evidencia morfolégica y molecular que corrobore ésta hipotesis filogeografica y la validez de
otras especies del género, asi como de sus afinidades geograficas.



1. INTRODUCCION
1.1. LA FAMILIA LECITHODENDRIIDAE (LUHE, 1901) ODHER, 1910

1.1.1. GENERALIDADES

La familia Lecithodendriidae (Luhe, 1901) Odhner, 1910 esta compuesta por al menos
62 géneros, de distribucién mundial y esta integrada por especies que en su estado adulto
parasitan a todos los grupos de vertebrados, principalmente insectivoros. Dentro los géneros
que parasitan a anfibios se encuentran Mehraorchis, Ganeo, Langeronia, Iquitos, Pleurolobatus,
Candidotrema, Loxogenoides,' Pleurogenes, Prosthopycoides, Brandesia, Limatulum,
Pleurorchis, Cryptotropa, Prosotocus, Loxogenes, Pseudososinotrema, Brenesia vy
Pleurogenoides (Prudhoe y Bray, 1982).

Prudhoe y Bray (1982) propusieron una clave taxonémica para las familias y géneros de
trematodos adultos registrados como parasitos de anfibios. La familia Lecithodendriidae se
caracteriza por presentar un cuerpo generalmente pequefo, cubierto de espinas, aplanado
dorso-ventralmente, de contorno variable (de alargado a discoidal). El acetabulo es
relativamente pequenio, situado cerca o a la mitad del cuerpo. La ventosa oral es subterminal; la
faringe es mas pequena que la ventosa oral, eséfago localizado a la mitad de la bifurcacion
cecal entre las ventosas; ciegos intestinales de longitud variable, bero no alcanzan la parte
terminal del cuerpo. La localizacién del poro genital puede ser marginal o submarginal, anterior
o lateral con respecto al acetabulo (Caballero y Bravo-Hollis, 1949). Bolsa del cirro siempre
presente y bien desarrollada (ausente en los géneros Ganeo y Prosthodendrium), contiene una
vesicula seminal generalmente enrollada, pars prostatica evidente y un cirro. Dos testiculos de
localizacién variable, usualmente arreglados simétricamente y en ocasiones en diagonal uno
detras del otro; ovario ventral anterior o entre los testiculos. Receptaculo seminal y canal de
Laurer presente. Glandulas vitelégenas arregladas en dos grupos localizados a diferentes
niveles del cuerpo, principalmente en la regién anterior. Las asas uterinas dispuestas
irregularmente, alcanzando y sobrepasando lateralmente a los ciegos intestinales. La vesicula
excretora presenta una formade U, V 6 Y (Prudhoe y Bray, 1982).

Odhner (1910) sugirié la division de la familia Lecithodendriidae en dos subfamilias:
Lecithodendrinae y Pleurogentinae, basado en el patron de las células en flama de la cercaria.

Sin embargo, pocos autores han seguido esta propuesta por considerar que es un
caracter diagnostico poco practico e ignora los fundamentos basicos en la taxonomia dentro de
los lecitodéndridos (sensu lato) (Odenning, 1959). Prudhoe y Bray (1982) aceptan a los
lecitodéndridos sensu Odhner, pero sin considerar a las subfamilias Lecithodendrinae y

Pleurogetinae en su clave taxonémica.



Hay pocos trabajos de la sistematica filogenética en donde se incluya a la familia
Lecithodendriidae utilizando caracteres morfologicos (Brooks et al., 1985, 1989) o moleculares
(Tkach et al., 2000). Tkach et al. (2003), presentan un trabajo de sistematica molecular en el
cual utilizan secuencias parciales del gen 28S nuclear de la superfamilia Microphalloidea. En
este trabajo se ponen en duda las afinidades filogenéticas de Langeronia con la familia
Lecithodendriidae, pues en los arboles resultantes el género Langeronia aparece como grupo
hermano de los miembros de Pleurogenidae. Sin embargo, considerando que estos resultados
se basan en un solo gen y que incluyen pocos representantes de la familia, preferimos respetar
el esquema tradicional y considerar a Langeronia como miembro de la familia

Lecithodendriidae.

1.1.2. ANTECEDENTES
1.1.2.1. LA FAMILIA LECITHODENDRIIDAE ODHNER, 1910 EN MEXICO

Existen pocos trabajos en los cuales se aborden aspectos de la taxonomia de alguna
especie de lecitodéndridos en México; solo se han realizado trabajos aislados en distintas
localidades principalmente del centro del pais. Se tienen registradas trece especies que habitan
el intestino de algunas especies de vertebrados (hospederos definitivos), dos parasitos de
anfibios y el resto parasitos de mamiferos (Tabla |). El conocimiento de esta familia en cuanto a

su taxonomia y distribucion en México es escaso.

Tabla |. Registro de especies de la familia Lecithodendriidae Odher, 1910 en México. *

Especie Hospedero Localidad Referencia
Langeronia macrocirra N Rana sp.~ Mexico Caballero y Bravo-Hollis,
1949
Langeronia jimenezi N Rana beriandieri Rio Pesquerias, Nuevo Ledn Iruegas y Salinas. 1989
Limantulum aberrans Macrotus mexicanus Cuicatlan, Oaxaca Caballero y Bravo-Hollis,
1950
Limantulum gastroides Pteronotus pamnelli Chamela, Jalisco Pérez Ponce de Ledn et al,
1996
Limantulum oklahomense Macrotus mexicanus Cuicatlan, Oaxaca Caballero y Bravo-Hollis,
1950
Natalus mexicanus Acolman, Hidalgo Caballero, 1943
Tadarida basiliensis Chapultepec, México Caballero, 1943
Maxbraunium tubiporum Chilonyctenris rubginosa Tezontepec, Hidalgo Caballero y Zerecero, 1942

* Datos obtenidos a partir de |a base de datos del proyecto U007 de Conabio (CNHE). N = parasito de anfibios
~ El registro original de Rana pipiens. Acorde con Frost (1985) y Flores-Villela (1993). la distribucion geogréafica de R pipiens no se extiende hasta
México. Este un complejo de especies (Hillis 1988)



Tabla |. Registro de especies de la familia Lecithodendriidae Odher, 1910 en México*

(continuacion).
Especie Hospedero Localidad Referencia
Ochoterenatrema labda ' Natalus mexicanus Cueva de Xictli, Tlalpan, Distritoc ~ Caballero, 1943
Federal
Natalus mexicanus Tezontepec, Hidalgo Caballero, 1943

Tadarida brasiliensis
Tadarida brasiliensis

Acolman, Hidalgo
Chapultepec, Distrito Federal

Caballero, 1943
Caballero, 1943

Prosthodendrium (Prosthodendrium)

emollidum ?

Natalus mexicanus

Cueva de Xictli, Tlalpan, Distrito
Federal

Caballero, 1943

Prosthodendrium (Prosthodendrium)

tetralobulatum *

Balantiopteryx
ochoteranai

lzdcar de Matamoros, Puebla

Caballero, 1943

Prosthodendrium (Prosthodendrium)

Tadarida brasiliensis

Atzcapozalco, Distrito Federal

Caballero, 1943

scabrum *

Lasiurus cinereus General Anaya, Distrito Federal Caballero y Zerecero, 1951
Prosthodendrium Lasiurus cinereus Distrito Federal Caballero y Zerecero, 1951
(Palecithodendrium) macnabi ®
Prosthodendrium Balantiopteryx lzucar de Matamoros, Puebla Caballero, 1943
(Palecithodendrium) paeminosum®  ochoterenai

Leucochloridium insigne

Querquedula discors

Lago de Texcoco, Edo. México

Larios, 1943

Caluromytrema martindelcampoi

Caluromys derbianus

Villahermosa, Tabasco

Lamothe y Pineda, 1989

Philandrophilus magnacirrus

Philander opossum

Lazaro Cardenas, Los Tuxtlas,
Veracruz

Cafeda-Guzman, 1997

* Datos obtenidos a partir de la base de datos del proyecto U007 de Conabio (CNHE).

1. Yamaguti (1958) sinonimizé el géneri: Ochoterenatrema con Prosthodendrium Dollfus, 1931; Dubois (1960) revisé el tipo y validé al género; Cain (1966)

dividié al género en dos subgéneros, esta especie fue nombrada, Ochoterenatrema (Ochoterenatrema) labda.

2. La validez de esta especie fue reconocida por Dubois (1955), y sinonimizada en 1860 con Prosthodendnium (Prosthodendnum) swansoni Macy, 1936,

esta asignacion no coincide Lont y Font (1883), quienes la transfieren al género Paralecithodendrium.

3. Segun Dubois (1962) esta especie es sinénimo de P. (Paralecithodendnum) paeminosum Caballero, 1943, que a su vez fue considerada por él en 1955

sindnimo de P, naviculum Macy, 1936, esto fue aceptado por Lontz y Font (1983), sinonimizandola con P, ascida.

4. La especie fue descrita por Caballero (1940) como Limatulum scabrum Caballero, 1940 y Caballero (1943) la trasfirié al género Prosthodendrium Dollfus,
1932. Posteriormente fue sinonimizada por Chen (1954) con Prosthodendrium ascida (van Beneden, 1873) Bhalerao, 1936 y por Dubois (1960) con P
naviculum Macy 1936 (se considera una variedad de P. ascida), lo que fue ratificado en 1938 por Lontz y Font.

5. Elregistro de esta especie fue validado por Dubois en 1955 y 1960.

3. De acuerdo con Dubois (1955) esta especie es sindnimo de P. naviculum Macy, 1936 (aceptado por Lont y Font (1983)), y de Prosthodendrium (P)
ascida (Van Benden, 1873) Dolfus, 1931). Lunaschi (2002) revis6 esté material sinonimizandolo con Ochoterenatrema labda

1Cat‘leda-Guzm.{ln. 1. C. 1997. Parasitos de tres especies de marsupiales de la estacion “Los Tuxtlas" y algunas zonas cercanas,
Veracruz, México. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias. 193pp.



1.2. EL GENERO Langeronia CABALLERO Y BRAVO-HOLLIS, 1949

1.2.1. GENERALIDADES

El género Langeronia fue establecido por Caballero y Bravo-Hollis (1949) para incluir a
Langeronia macrocirra, parasito del intestino de Rana pipiens en México. Hasta la fecha, se han
descrito seis especies distribuidas en los Estados Unidos, México y Centroamérica (Tabla ).

Desde su creacién, el género Langeronia ha tenido una historia taxonémica complicada.
El género Langeronia se caracteriza por presentar un cuerpo coénico redondeado posteriormente
y cubierto de espinas. Ventosa oral subterminal, mas pequefna que el acetabulo, la cual esta
localizada en la parte central, faringe pequefa y esférica; eséfago largo y recto; ciegos
intestinales se extienden posteriormente al acetabulo, poro genital lateral localizado al lado
izquierdo al acetabulo. Testiculos arreglados simétricamente entre la terminacion de los ciegos
y al acetabulo. Bolsa del cirro grande y dispuesta transversalmente, se extiende desde el ciego
izquierdo al ovario. Vesicula seminal enrollada, con una pars prostatica bien desarrollada y un
cirro muscular grande. Ovario localizado entre el acetabulo y el ciego derecho, anterior a los
testiculos. Las asas uterinas dorsales y dispuestas transversalmente, dan vueltas en la segunda
parte del cuerpo, sobrepasando y alcanzando lateralmente a los ciegos. Las glandulas
vitelogenas estan arregladas en dos grupos laterales cerca de la bifurcaciéon cecal. Vesicula
excretora en forma de V. Especie tipo L. macrocirra (Caballero y Bravo-Hollis, 1949).

Sacks (1952), describi6 a la segunda especie del género, L. provitellaria, a partir de ocho
ejemplares recolectados en Rana pipiens sphenocephala en Florida, Estados Unidos. Esta
especie se distingue de L. macrocirra por el tamafio del cuerpo, la naturaleza lobulada de los
testiculos y el ovario, la extension de las glandulas vitelogenas, asi como el tamafno de los *
huevos.

Yamaguti (1958) en sus trabajos monograficos sobre la Clase Trematoda (Yamaguti,
1958, 1971), consideré al género Langeronia como sinénimo de Loxogenes Stafford, 1905
(Lecithodendriidae: Pleurogeninae) asignandole un status subgénerico.

Posteriormente, Brenes et al. (1959) establecieron el segundo registro de L. macrocirra
como parasito de Bufo marinus y por primera vez se registré en Rana warchewitschii en Costa
Rica. Al examinar estos ejemplares, restituyeron la validez del género Langeronia
argumentando la posicion del poro genital como un caracter diagnéstico que la diferenciaba del
género Loxogenes y presentaron un arreglo para las especies de estos géneros. Consideraron
que el esquema propuesto por Yamaguti (1958) es insuficiente para su aceptacion.

En 1965, Ubelaker registro a L. macrocirra en Bufo marinus de la Isla Ometepec en

Mayogalpa, Nicaragua. Este autor considera que Langeronia es sinénimo de Loxogenes



siguiendo el esquema de Yamaguti (1958), basado en el grado de variacion en la distribucion de
las glandulas vitelégenas y la posicion del poro genital en los ejemplares observados.

Este mismo autor consider6 -que las diferencias observadas en el tamafio de L.
provitellaria y L. macrocirra parecian ser el resultado de la densidad poblacional y sugirié la
sinonimizacion de estas especies.

Martinez (1969)? registré a L. macrocirra en el estado de Nuevo Ledn, México. Este
autor no siguio el esquema propuesto por Yamaguti (1958).

Christian (1970), describié una tercera especie del género, L. parva como parasita de
Rana pipiens en Alburg, Vermont, Estados Unidos. Esta especie se diferencia de L. provitellaria
porque presentaba una vesicula excretora en forma de Y, por la presencia de una prefaringe
distintiva, un acetabulo definitivamente posterior al nivel medio del cuerpo, y huevos de menor
tamanio. La distribucion de las glandulas vitelégenas en L. parva, no son tan anteriores como en
L. macrocirra y Langeronia provitellaria. Langeronia parva difiere de L. provitellaria porque tiene
un ovario liso, los testiculos de contorno irregular y porque el testiculo derecho que es
ligeramente lobulado, a diferencia de L. provitellaria en donde el ovario y los testiculos son
lobulados. Christian (1970) consideré que la posicion del poro genital es un caracter de
importancia taxonémica para diferenciar a Loxogenes de Langeronia (siguiendo a Brenes et al.,
1959), por lo cual este autor apoyé la validez del género Langeronia. Adicionalmente, presentd
los siguientes argumentos en pro de este esquema taxonémico: 1) en Loxogénes, los testiculos
estan al mismo nivel que el acetabulo y el ovario, es definitivamente preacetabular, el cual
ocupa casi el mismo espacio entre la bifurcacion y el acetabulo, mientras que en Langeronia los
testiculos son postacetabulares y el ovario esta localizado a la derecha, cerca del acetabulo; 2)
en Loxogenes, la bolsa del cirro es extracecal, el poro genital es extracecal y dorsal; en
Langeronia, la bolsa del cirro es alargada, intracecal y preacetabular, el poro genital ventral y
desemboca cerca del ciego izquierdo mas o menos a la mitad de la longitud de éste; 3) en
Loxogenes, los ciegos nunca se extienden hacia el acetabulo, mientras que en Langeronia
estos se extienden hacia el acetabulo y mas alla de éste; 4) en Loxogenes las asas uterinas
son, en gran parte longitudinales y abarcan las regiones anterior y posterior del cuerpo y en
Langeronia estan dispuestas transversalmente, solo en la parte posterior del cuerpo y 5) la
vesicula excretora en Loxogenes es en forma de V y en Langeronia en forma de Y.

2 MARTINEZ, V. J. M. 1969. Parasitos de algunos anfibios colectados en diferentes areas de los municipios de Escobedo, Nuevo
Leén, México. Tesis de Licenciatura. Universidad de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Biologicas. 48pp.



Babero y Golling (1974), registraron a L. provitellaria como parasita de Rana
catesbeiana en Nevada, Estados Unidos, apoyando a la validez del género Langeronia.

Prudhoe y Bray (1982), concuerdan en considerar a Langeronia un género valido
basandose en la posicion del poro genital.

Iruegas y Salinas (1989), describieron una cuarta especie del género, L. jimenezi
parasita de Rana berlandieri en Nuevo Ledn, México. Esta nueva especie se caracteriza por la
posicién postacetabular de los testiculos, prefaringe evidente, bolsa del cirro en posicién
intracecal, poro genital ventral e intracecal y utero confinado a la mitad posterior del cuerpo.

Estos autores efectuaron la primera clave taxonémica para las especies del género
Langeronia, dan algunos rasgos como son: la forma de los testiculos, localizaciéon del poro
genital, tamafio de los huevos, entre otras caracteristicas. Sin embargo, por la variacion
intraespecifica de estos caracteres, esta clave no permite diferenciar con claridad a las especies
que hasta ese momento estaban descritas.

Goodman (1989) describié a Langeronia brenesi parasita de Rana muscosa y R. boylei
localizada en las montafias de San Bernardino, California, en Estados Unidos. Esta difiere
significativamente de las otras especies porque posee un cirro espinoso y ciegos intestinales
cortos que no alcanzan el nivel del acetabulo. Este autor describi6 el ciclo de vida de la especie.

Al describir la especie, Goodman (1989) enlisto algunas caracteristicas adicionales que
distinguen a las especies de género Langeronia de las del género Loxogenes, caracterizando a
este ultimo por que: 1)' las glandulas vitelégenas tienden a confluir; 2) los adultos habitan el
piloro; 3) sus estados larvales parasitan diferentes hospederos (metacercarias en nayadas de
libélulas) y 4) presentan una xiphidiocercaria virgulada con dos pares de glandulas de
penetracion que se desarrolla en caracoles del género Bulimus (Stafford, 1931; Crawford, 1938;
Ochi, 1930; Okabe, 1937; Yamaguti, 1937); por su parte Langeronia spp. presentan una
xiphidiocercaria virgulada con tres pares de glandulas de penetracion y se desarrollan en
~ Fontelicella.

Dailey y Goldberg (2000), realizaron una revision del estado taxonémico del los géneros
Langeronia y Loxogenes, y describieron a Langeronia burseyi, la cual difiere de las otras
especies por su pequefio tamarno, la localizacion del cirro que se encuentra a nivel del
acetabulo, ciegos largos y la vesicula excretora en forma de V. En L. burseyi las glandulas
vitelégenas terminan justamente en la regién posterior a la bifurcacién cecal mientras que en L.
provitellaria se -extienden hasta la region anterior del cirro. Estd especie se parece a L.
macrocirra y L. parva ya que el ovario y los testiculos no son tan lobulados. Estos autores
presentan una segunda clave taxonémica para el género basada en morfometria y algunos



caracteres cualitativos, sin embargo las caracteristicas diagnésticas que presenta son variables

en las especies, por lo que la utilidad de esta clave es dudosa. Cabe mencionar que no

incluyeron a L. jimenezi en su clave.

Tabla Il. Registro de las especies del género Langeronia.

Especie Hospedero Distribucion Referencia Comentario
Taxonémico
L. macrocirra Rana sp.~ México Caballero y Bravo- Transferido a
Caballero y Bravo-Hollis, Hollis, 1949 Loxogenes macrocirra,
1959 Yamaguti, 1958.
Bufo marinus Costa Rica Caballero y Bravo-
Hollis, 1949
Bufo marinus Nicaragua Ubelaker, 1965
Rana Costa Rica Brenes ef al., 1959
warchewitschii
Rana berlandien  Guatemala McKenzie, 2001 En: Tkach et al., 2003
L. provitellaria Rana pipiens Florida, USA Sacks, 1952 Transferido a
Sacks, 1952 sphenocephala Loxogenes provitellania,
Yamaguti, 1958
Bufo mannus Costa Rica Brenes ef al, 1959  Originalmente
identificados como
Langeronia macrocirra
y reasignados a
L. provitellaria por
Cristian, 1970
Rana Nevada,USA Babero y Golling,
catesbeiana 1974
Rana pipiens Wisconsin, USA  Cristian, 1970
L. parva Rana pipiens Vermont, USA Cristian, 1970
Cristian, 1970
L. jimenezi Rana berlandieri Nuevo Leén, Iruegas y Salinas,
Iruegas y Salinas, 1989 México 1989
L. brenesi Rana muscosa San Bernardino, Goodman, 1989
Goodman, 1989 CA., USA
L. burseyi Hyla cadavenina  California, USA  Dailey y Goldberg,

Dailey y Goldberg‘ 2000

2000

~ El registro original de Rana pipiens. Acorde con Frost (1985) y Flores-Villela (1993), la distribucion geografica de R. pipiens no se extiende hasta

México. Este registro corresponde a alguna de las ranas leopardo del complejo “pipiens” presentes en México (Hillis, 1988)



1.2.2. CICLO DE VIDA DE Langeronia spp.

Goodman (1989) describi6 el ciclo de vida de solo una especie del género: L. brenesi.
Presenta una cercaria del tipo xiphidiocercaria virgulada. Este puede emerger del primer
hospedero intermediario (caracol: Bulimus, Fontelicella californiensis) o enquistarse dentro de
él. Las cercarias emergen del caracol, penetran a larvas de libélula (/schura, Enallagma) y se
enquistan transformandose en metacercarias. El adulto se desarrolla en el intestino de la rana
después de que ésta ingiere caracoles o libélulas (Figura 1).

Los ciclos biolégicos L. macrocirra, L. jimenezi, L. parva, L. burseyi y L. provitellaria se
desconocen aun. Por lo que se ha observado en el ciclo de vida de algunas especies de otros
géneros de la familia Lecithodendriidae (Yamaguti, 1975), y en L. brenesi (Goodman, 1989), se

supone que el ciclo de vida puede ser similar.

Figura 1. Ciclo de vida de L. brenesi basado en Goodman (1989).



1.2.3. El GENERO Langeronia EN MEXICO.

Se han registrado dos especies del género Langeronia en México parasitando con mas
frecuencia el intestino de anfibios del género Rana (Tabla lll).

Paredes (2000)°, mencioné la gran variacién en los caracteres morfologicos de L.
macrocirra parasita R. vaillanti, en Laguna Escondida, Veracruz, al compararlo con el material
de L. macrocirra recolectado en La Estacion de los Tuxtlas (Guillén et al., 1999). La variacion de
los caracteres radica en el tamano del cuerpo, la forma y el tamafo de los o6rganos
reproductores y la distribucién de las glandulas vitelégenas, los cuales varian dependiendo de
los procesos de fijacién de los helmintos (Paredes, 2000)‘. Asi mismo, esta autora observo la
presencia de una ligera depresiéon seguida por un muy notorio abultamiento lateral en el cuerpo
a la altura y sobre el mismo costado en que se encuentra la desembocadura del poro genital.
Esta caracteristica no se habia mencionado anteriormente y esta autora sugiere que podria ser

de valor taxonomico.

Tabla Ill. Registro de las especies del género Langeronia Caballero y Bravo-Hollis, 1949 en
México.

Especie Hospedero Localidad Autor
L. macrocirra Rana sp.~ México* Caballero y Bravo-Hollis, 1949
R. vaillanti L. Zacatal, L. Escondida y L. Azul, Guilén etal, 1999
Veracruz
L. Veracruz Paredes, 2000°
R. pipiens Rio Pesqueria y Presa la Boca, Nuevo Martinez, 1969°
Leon
R. tarahumarae Yecora, Sonora Burseyi y Goldberg, 2001
R. berlandien Estacién de los Tuxtlas, Veracruz Guillén et al., 1999
Smilisca baudini Estacion de Los Tuxtlas, Veracruz Guillen et al., 1999
Bufo marinus Lago de Catemaco, Veracruz Guillén, 1992’
L. jimenezi Rana berandien Rio Pesqueria y Presa Rodrigo Gomez, lruegas y Salinas, 1989
Nuevo Ledn

~ El registro original de Rana pipiens. * Localidad no determinada; L = Laguna.

34 5 PAREDES, C. L. E. 2000. Helmintos Parasitos de Rana vaillanti Brocchi, 1877 (Anura: Ranidae) de la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas,
Veracruz. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias. UNAM. 69pp.

* MARTINEZ, V. J. M. 1969. Parasitos de algunos anfibios colectados en diferentes areas de los municipios de Escobedo, Nuevo Leon, México. Tesis

de Licenciatura. Universidad de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias Biologicas. 48pp.

7 GUILLEN, H. S. 1992. Comunidades de helmintos de algunos anuros de Los Tuxtlas. Tesis de Maestria. Facultad de Ciencias. UNAM México. 90

PP.



1.3. ESTUDIOS MOLECULARES

La incorporacion de caracteres moleculares ha sido util en estudios donde los caracteres
morfologicos por si solos, no pueden resolver los problemas taxonémicos (Stevenson et al.,
1996; Hung et al, 1999; Ledén-Régagnon, 1999; Zhu et al, 2000). Recientemente, se han
desarrollado un gran numero de estudios moleculares basados primariamente en el uso directo
o indirecto de las secuencias del DNA (Unnasch y Zimmerman, 1995; Leignel et al., 1997).

Los genes nucleares que se codifican para el DNA ribosomal se han empleado
ampliamente en los estudios sistematicos de helmintos (Rollinson et al., 1986; Baverstock et al.,
1991; Stevenson et al., 1996; Leignel et al., 1997). Se ha observado que en el DNA ribosomal,
hay regiones que evolucionan lenta o rapidamente, proveyendo ventajas para el estudio de Ia
sistematica de los organismos (Unnasch y Zimmerman, 1995). Los genes ribosomales codifican
para moléculas del rRNA y estan presentes en el genoma nuclear de todos los eucariontes;
estan subdivididos en tres regiones codificantes (gen 18s, 5.8s y 28s) y en cuatro regiones no
codificantes o espaciadores: el espaciador transcrito externo (ETS), los espaciadores transcritos
internos (ITS: ITS-1 e ITS-2), y el espaciador no transcrito (NTS) (Hillis et al., 1996) (Figura 2).

Los datos de las secuencias de nucledtidos representan un gran potencial para las
investigaciones taxondmicas y filogenéticas de helmintos (Nadler, 1990; Fitch et al., 1995). Los
estudios filogenéticos basados en el estudio del gen 185 RNA en su mayoria han resultado
congruentes con los datos morfolégicos, con los de los ciclos de vida y con los biogeograficos
(e.g., Liu et al., 1997), haciendo mas robustas las clasificaciones existentes. Entre las regiones
no codificantes se han utilizado las regiones ITS-1 e ITS-2 para distinguir especies
congenéricas y a menudo indistinguibles morfolégicamente (Ledn-Régagnon et al., 1999; Liu et
al., 1999; Nadler, 1990, 1992; Nadler et al., 1995).

1.4. FILOGEOGRAFIA

Durante la ultima década, se ha incrementado la atencion hacia la generacion de
filogenias a nivel inter e infraespecifico empleando diferentes marcadores moleculares (DNA
nuclear, DNA mitocondrial, etc.). Los arboles de genes proveen una poderosa herramienta para
el estudio de la historia evolutiva de las poblaciones (grupos de poblaciones o subespecies),
cuya distribucion es congruente con los limites de provincias o distritos biogeograficos
reconocidos tradicionalmente; han llegado a ser una poderosa aproximacion para dilucidar los
patrones geograficos contemporaneos de las especies (Arbogast y Kenagy, 2001). A esta
aproximacion se le ha llamado filogeografia (Avise et al., 1987; Avise, 2000), la cual analiza



espacialmente los linajes génicos, enfatizando los aspectos histéricos de la distribucion actual
de éstos, a nivel local o regional (Avise et al., 1987).

La filogeografia es una subdisciplina de la biogeografia histérica (Latineri y Confalonieri,
2003), en la cual las unidades primarias de analisis son los clados monofiléticos que son
deducidos a partir del analisis filogenético. Examina la estructura geografica de linajes de genes
dentro de una especie o complejo de especies; en esta disciplina integran conceptos y técnicas
de genética molecular, genética de poblaciones, demografia, sistematica filogenética, etologia y
paleontologia (Avise, 2000). Esta subdisciplina aplica el analisis de genealogias génicas al
estudio de la evolucion de las poblaciones y permite sacar conclusiones con respecto a las
secuencias de colonizacion, diversificacion y extincion de linajes génicos en determinadas areas
(Lanteri y Confalonieri, 2003).

En México, esta disciplina se ha desarrollado principalmente en vertebrados (Manriquez,
2002°% Mulcahy y Mendelson I, 2000; Zaldivar-Riverén, 2000°; Zaldivar-Riverén et al., 2004;).
Existen pocos trabajos filogeograficos en helmintos, principalmente se ha utilizado los genes
mitocondriales que codifican para proteinas, citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (CO1) (Figura 2)
y nicotidamida adenin deshidrogenasa subunidad 1 (ND1), asi como la region ITS-2- y 12s
dentro del género Paragonimus (lwagami, 2000), Schistosoma (Attwood et al., 2002; Bowles et
al., 1995) y en polistomatidos (Sinnappah, 1998'°).

® MANRIQUEZ, M. N. L. 2002. Origen y diversidad clonal en las especies de lagartijas partenogenéticas del complejo
Cnemidophous cozumela (Reptilia: Teiidae). Tesis de Doctorado. Instituto de Biologia. UNAM. 108pp.

 ZALDIVAR, R. A. 2000. Filogenia y limites entre especies en las lagartijas del género Barisia (Aguidae) basados en morfologia
externa y secuenciacion de ADNmt. Tesis de Maestria (Biologia Animal). Facultad de Ciencias UNAM. México 75pp.

' SINNAPPHAH, N. D. 1998. Phylogeography of Monogenean Polystomatidae: A molecular approach to infer the evolutionary
history of this group of Parasites. Thése pour obtenier le grade de docteur de L Universtité de Perpignan. Academie de Montpellier.
Université de Perpignan. France. 109pp.
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Figura 2. A) Mapa del rDNA, localizacién de la region ITS-2 (tomado de Hillis et al,, 1996); B) Mapa
del mtDNA, localizacion de CO1 del mtDNA (Le et al., 2001). La flecha sefiala la localizacion del gen.

1.5. VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA Y LIiMITES ENTRE LAS ESPECIES

La variacién es uno de los elementos fundamentales del proceso evolutivo de los seres
vivos y se ha estudiado desde diferentes enfoques: morfolégico, morfométrico, cariolégico y
molecular. Los estudios sobre la variacion buscan la resolucion de problemas taxonémicos,
conservacion, biogeografia y coevolucion (Alard et al., 1993; Jousson et al., 1998; Ponce y
‘Cuesta, 1997). Los estudios de variacion intrapoblacional son de gran importancia para el
desarrollo de un sistema de clasificacion biolégica, ya que para elaborar éste se necesita un
amplio conocimiento del grado de variaciéon que puede presentar un taxon.

Las técnicas para el estudio de la variacion se han abordado desde diversos enfoques a lo
largo del tiempo, como resultado de los avances tecnologicos y cientificos; uso de
computadoras, desarrollo de técnicas de analisis estadistico de datos de todo tipo (Jousson y
Bartoli, 2001; Kostadinova et al., 2000), técnicas moleculares (Morgan y Blair, 1998), etc.



Se han realizado diversos estudios que abordan la variabilidad en helmintos. En los
digéneos se ha observado que las diferencias observadas entre ejemplares recolectados a
partir de diferentes especies de hospederos a menudo se atribuyen a la plasticidad fenotipica
(Bartoli et al., 1989) y esta correlacionado con el grado de especificidad del hospedero (Jousson
y Bartoli, 2001), en ocasiones provocan modificaciones en la morfologia y el desarrolio del
parasito (Machado et al., 1994).

Recientemente, se ha trabajado en el problema del uso de datos morfolégicos y
moleculares para definir linajes de parasitos (especies). Este problema en parasitologia se ha
abordado utilizando datos morfologicos (Pérez-Ponce de Ledn, 1995; Stock y Kaya, 1996),
ultraestructurales (Ferrer, 1996), asi como diferentes marcadores, principalmente con
secuencias de nucleétidos (Jousson y Bartoli, 2001; Luton et al., 1992). La region ITS del rDNA,
han sido ampliamente utilizada para distinguir entre especies de digéneos (Depres et al., 1995;
Jousson et al., 1998). La combinacion de las técnicas moleculares permite detectar especies s o
cripticas (Anderson y Baker, 1993) y permiten reflejar a demas de la variabilidad, la complejidad
del proceso de especiacion (Ponce y Cuesta, 1997; Thompson, 1978).

Las especies de digéneos se determinan tradicionalmente con base en caracteres
morfolégicos, pero la variabilidad en un grupo particular es a menudo poco conocida. Muchas
especies han sido descritas con base en ejemplares que se han recolectado una sola vez o en
muestras pequenas, |0 que impide tener una adecuada idea de su variabilidad (Grisse y Loff,
1970). Las herramientas moleculares pueden aportar mucha informacion en este aspecto.

La variacion de una especie enmarca casi todos los aspectos de la biologia, especialmente
en el reconocimiento y los procesos de especiacion que les dieron origen. Taxénomos,
genetistas y ecélogos han incrementado el interés por el estudio de la variacion en mayor
profundidad, ya que se piensa que la variacion por debajo del nivel especifico es la clave para
entender el origen de las especies (Avise, 2000).

La variacion juega un papel central en muchas discusiones sobre los mecanismos de
especiacion, particularmente en la controversia de los modelos alopatricos y simpatricos de
especiacién. La principal diferencia estd en si las poblaciones necesitan o no estar
geograficamente aisladas antes de que la diferenciacion ocurra. Recientemente, el empleo de la
cladistica y las filogenias moleculares han ayudado a reconstruir los procesos evolutivos que
involucran a los patrones de variacion geografica y el significado de la adaptacién espacial en
condiciones ambientales cambiantes (Thorpe y Malhotra, 1996).

No es sencillo definir los limites de una especie. Los organismos con diferenciacion
morfolégica clara, no presentan ningun tipo de dificultad para su identificacion. El problema



surge cuando al estudiar determinados grupos encontramos organismos con ligeras diferencias
entre ellos. Particularidades que se mantienen constantes en una zona geografica, pero no en
otra, pueden ser pequenas diferencias en el tamafno corporal o en la longitud de érganos
reproductivos, por ejemplo. Esto complica la delimitaciéon de las especies, ya que los problemas
surgen al tratar de decidir si las diferencias observadas obedecen a la variacion intraespecifica
de una misma especie o que se trata de dos especies distintas (Wiens y Penkrot, 2002).

Wiens y Penkrot (2002), proponen tres aproximaciones para delimitar a las especies: 1)
a partir de un arbol basado en datos moleculares; 2) a partir de un arbol basado en datos
morfologicos; y 3) a partir de caracteres morfolégicos diagnésticos. Sin embargo, en ocasiones
no se pueden aplicar las tres aproximaciones y en ocasiones la delimitacion solo es apoyada

por alguna de ellas, por lo que la delimitacién, a pesar de todo, puede ser ambigua.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México tiene uno de los mas altos niveles de riqueza de especies de anfibios (353
especies) y reptiles (785 especies) (Flores-Villela y Goyenechea, 2003). Se ha demostrado que
los anfibios y reptiles representan excelentes sistemas para el estudio de las relacionés
parasito-hospedero, porque ocupan una amplia variedad de habitats, exhibiendo patrones de
ciclos de vida y diversas estrategias reproductivas (Pérez-Ponce de Leén et al., 2002).

A pesar de la importancia que estos vertebrados tienen en el contexto de la
biodiversidad en México, menos de la cuarta parte de las especies de anfibios y reptiles en
México se han estudiado en busca de helmintos (Leén-Régagnon, 2003; Péerez-Ponce de Leon
et al., 2002).

Al describir la biodiversidad de helmintos de anfibios y reptiles, es necesario reconocer la
riqueza real de especies, sin embargo la variacion morfolégica en algunos grupos no permite
delimitar a las especies. El presente trabajo aborda esta problematica, al utilizar caracteres
morfolégicos y moleculares para diferenciar a las especies del género Langeronia en México.
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3. OBJETIVOS
3.1. GENERAL:
e Aportar evidencia molecular, que ayude en la definicion de los limites entre las especies del

género Langeronia en México.

3. 2. PARTICULARES:

¢ Realizar un andlisis filogenético de algunas poblaciones de Langeronia spp. en México,
basado en secuencias de DNA.

e Evaluar la utilidad de diversos caracteres morfologicos utilizados tradicionalmente en la
taxonomia de las especies del género Langeronia

e Aportar informacion acerca de la distribucion geografica de las especies del género

Langeronia en México.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. RECOLECTA DE HOSPEDEROS

Los ejemplares de anfibios se recolectaron en 10 localidades de la Republica Mexicana
mismas que se enlistan en la Tabla IV y cuya ubicacion geografica se muestra en la figura 3.

Los anfibios se capturaron manualmente o con la ayuda de redes y se depositaron en
sacos herpetologicos, para su traslado y posterior examen helmintolégico. Cada anfibio
recolectado se sacrificd con una sobredosis de anestésico, se obtuvieron los datos meristicos, y
posteriormente se le practicé un examen helmintolégico, que consistid en una revision de la
superficie del cuerpo y las cavidades bajo el microscopio estereoscopico. Los helmintos
encontrados se extrajeron con ayuda de pinceles finos y se colocaron en cajas de Petri con
solucién salina al 0.65% (Lamothe, 1997). La fijacion de los ejemplares se realizé de dos
maneras de acuerdo al tipo de estudio al que fueron sometidos, morfolégico o molecular.

Los anfibios fueron fijados con formol al 10% bufferado inyectado en la musculatura, al dia
siguiente se lavaron con agua durante veinticuatro horas y se colocaron en frascos de vidrio con
alcohol al 70%, los ejemplares se depositaron en el Museo de Zoologia Alonso L. Herrera de la
Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), y registrados
con los numeros MZFC12875, 14202, 12196 (el resto actuaimente se encuentran en lista de
espera para asignacion de numeros de catalogo) y en la Coleccién Herpetolégica, Laboratorio
de Herpetologia, Universidad Auténoma de Nuevo Leon (UANL) registrados con los numeros
UANL6141 al 6163 y 6165.
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Tabla IV. Localidades de recolecta y hospederos de Langeronia sp.

Hospedero Localidad Localizacion N
Rana vaillanti Laguna Escondida, Veracruz 18°35' N; 95°06' O 136
San José Independencia, Oaxaca* 18°15' N; 96°13' O 38
Chapultepec, Oaxaca* 18°07'08" N; 96°50'2" O 17
Laguna Yalahau, Yucatan* 20°38'64" N; 89°41°'18" O 13
Rana brownorumoc Jardin Botanico, Instituto de Historia 16°45'10"N; 93°07'10" O 17
Natural, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas*
Laguna Yalahau, Yucatan* 20°38'64" N, 89°41'18" O 40
Rana sp.c ° Tehuantepec, Oaxaca* 16°19'12" N; 85°14'24" O 7
Rana sp. (“forma colima™) ¢ ©  La Parotita, Colima* 18°53'30" N; 103°47'21" O 2
Cogquimatlan, Colima* 19°09'92" N; 103°49'56" O 191
Bufo marinus San José Independencia, Oaxaca* 18°15' N; 96°13' O 7
Rio Tehuantepec, Oaxaca* 16°12' N; 95°14' O 48
Coquimatlan, Colima* 18°09'92" N; 103°49'56" O 86
Lago de Catemaco, Veracruz 18°39' N; 96°26' O 91
La Laguna, Higueras, Nuevo Ledn* 25°56'05" N; 99°50'46" O 30
Rana berlandierni La Laguna, Higueras, Nuevo Leén* 25°56°'05" N; 99°50'46" O 40

o Nuevo registro de hospedero; N = Latitud Norte; O = Longitud Oeste.

* Nuevo registro de localidad.

® Consultar el trabajo de Zaldivar-Riverdon et al. (2004), para la identidad de estas especies de ranas.
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Figura 3. Localizacién de los sitios de recolecta en el marco de las provincias morfotectonicas de México.
1. Peninsula de Baja California. 2. Planicies y Sierras del Noroeste. 3. Sierra Madre Occidental. 4.
Mesetas y Cordilleras de Chihuahua y Coahuila. 5. Sierra Madre Oriental. 6. Planicie Costera del Golfo. 7.
Meseta Central 8. Faja Volcanica Transmexicana. 9. Sierra Madre del Sur. 10. Sierra Madre de Chiapas.
11. Plataforma de Yucatan (Ferrusquia, 1998). A = Coquimatlan, Col.; B = La Parotita, Col.; C = La
Laguna, Higueras, N. Leén; D = San José Independencia, Oax., E = Chapultepec, Oax.; F= Tehuantepec,
Oax.; G =Jardin Botanico de Tuxtla G., Chis.; H = La Laguna Yalahau, Yuc.; | = La Laguna Escondida,
Ver.; J = Lago de Catemaco, Ver.

4. 2. ESTUDIO MORFOLOGICO

Para el estudio morfolégico, se sacrificé a los helmintos agregandoles formol al 4% caliente
y se conservaron en alcohol etilico al 70% hasta su tincién con colorantes de uso comun en
helmintologia, como el paracarmin de Mayer y el tricromico de Gomori, y se montaron en
preparaciones permanentes con Balsamo de Canada (Lamothe, 1997).

Los helmintos se observaron con un microscopio 6ptico, se midieron con ayuda de un
ocular micrométrico, analizando los caracteres morfolégicos diagnésticos y otros que pudieran
aportar informacion taxonémica. Para la determinacion taxonémica a nivel genérico se utilizaron
claves y literatura especializada (Yamaguti, 1971; 1975; Pruhoe y Bray, 1982); a nivel especifico,
se consultaron las descripciones originales de las especies del género y se solicité el préstamo

de ejemplares del género Langeronia a de las siguientes colecciones parasitolégicas: Coleccion



Nacional de Helmintos Instituto de Biologia, UNAM, México (CNHE); United States National
Parasite Collection, Beltsville, Maryland, USA (USNPC), y la Coleccion de Helmintos, de Costa
Rica (CHCR) (Tabla V).

Tabla V. Especies del género Langeronia depositados en algunas Colecciones Parasitologicas.

Especie CNHE USNPC CHCR
L. macrocirra XK X X
L. provitellaria >
L. parva ¢
L. jimenezi*
L. brenesi ae
L. burseyi b4

* No fue posible consultar el material de esta especie, pero se obtuvo material procedente de una localidad aledafia a la localidad tipo
en el estado de Nuevo Ledn.

El material se fij6 en formol al 4% para ser examinado mediante microscopia electrénica de
barrido (MEB), posteriormente se traté con tetradxido de Osmio al 2% durante tres horas, a 4°C,
lavando tres veces en buffer de fosfatos (pH 7,3), la primera durante una hora y las restantes,
media hora cada una. Los trematodos se deshidrataron a través de series graduales de alcohol
etilico, donde permanecieron hasta su desecacion con CO, a punto critico. Las muestras fueron
montadas en placas de plata, cubiertas de oro y se examinaron en un microscopio electrénico
Hitachi Stereoscan SEM Model S-2469N (15 kV).

Se estudi6 la variaciéon en algunas poblaciones del género Langeronia, utilizando los datos
de la morfometria. Se aplicé un andlisis de componentes principales en el programa Statistica
version 4.5., se obtuvieron los coeficientes de correlacion entre los distintos caracteres para los
tipos morfolégicos previamente identificados. Se obtuvieron los valores propios (eigenvalores)
para los tres primeros componentes principales (CP) y se graficaron aquellos que explicaron el
mayor porcentaje de variacion de los componentes.

El material helmintolégico se depositd en la Coleccion Nacional de Helmintos del Instituto
de Biologia (CNHE), con los numeros de catalogo: 4631,4632, 4874-4885, 4891-4896.
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4.3. ESTUDIO MOLECULAR

Previo a la extraccién de DNA, se realizé un estudio morfolégico de cada ejemplar para
asignarlo a alguna de las especies descritas.

Para su estudio molecular, los ejemplares se colocaron en alcohol etilico absoluto, para la
subsecuente extraccion, amplificacion y purificacion del DNA gendémico. Se extrajo el DNA
gendémico de los trematodos, por medio de la técnica de extraccion fenol/cloroformo que se
describe a continuacion: el tejido de los helmintos se incubé individualmente en tubos eppendorf
de 2.0 ml, con proteinasa K, SDS y buffer STE, a 50°C por 3 horas. Posteriormente, el DNA se
extrajo con dos cambios de fenol y uno de cloroformo: alcohol isoamilico (Hillis et al., 1996).

La amplificacion de la regidon ITS-2, se realizé utilizando los oligonucleétidos ITS-2
NEWS2 (forward) 5-TGTGTCGATGAAGAACGCAG-3' e ITS-2 RIXO (Reverse) 5-
TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3' (Gasser y Hoste, 1995); y para amplificar la secuencia
parcial del citocromo oxidasa subunidad 1, del DNA mitocondrial, se utilizé CO1F 5'-
TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT-3' y CO1R 5-TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG-3'
(Bowles et al., 1993), mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (Palumbi, 1996). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes para la region ITS-2: 94°C por 1minuto, 92°C por 30
segundos, 55 °C por 30 segundos, 72° C por 1 minuto y 30 segundos, por 35 ciclos. Para
CO1: 94°C por 1minuto, 50 °C por 2 minutos, 72° C por 3 minutos, por 30 ciclos.

Al final de la PCR, los productos se visualizaron en un gel de agarosa 1% en buffer TAE.

Se purificé el DNA producto de la PCR usando el kit Quiagen QIAquick Spin purification
(Qiagen Inc.) y se llevé a cabo la reacciéon de secuencia ciclica (Murray, 1989; Craxton, 1991)
para obtener las secuencias de nucleétidos. Este utiliza el método de secuenciacion de
dideoxinucleétido (Sanger et al., 1977); en esta reaccion, cada uno de los nucledtidos esta
marcado con fluorescencia de diferente color, de modo que la terminacion de cada fragmento
se detect6 con un secuenciador automatico marca Perkin- EImer modelo 310 Genetic Analyzer.

Las secuencias obtenidas de los helmintos se editaron en el programa Bioedit version
5.0.0 (Hall, 2001) y alinearon usando el programa computacional Clustal W (Thompson et al.,
1994) integrado en el mismo. Se calculé el porcentaje de divergencia de las secuencias entre
cada muestra y se elaboré una matriz de similitud utilizando el programa PAUP version 4.0b8
(Swofford, 1998), la cual fue de utilidad para delimitar a las especies del género en México.
Para ambas regiones se realizaron analisis bajo el criterio de maxima parsimonia (MP), con una
busqueda Branch and Bound (todos los caracteres desordenados, con igual peso) y para
evaluar el soporte de ramas se aplicé una prueba de Bootstrap con 1000 réplicas, utilizando el
programa PAUP* 4.0b8 (Swofford, 1998) y se calcul6 el indice Bremer (Bremer, 1988).
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La senal filogenética de los datos fue evaluada utilizando el valor estadistico g1
calculado para el conjunto de datos, que se comparo con el valor critico para datos al azar (g = -
0.09, p = 0.01) considerando 25 taxones y 500 caracteres con cuatro estados de caracter (Hillis
y Huelsenbeck, 1992).

A partir del analisis filogenético del género, se asocié a cada taxéon terminal con la
provincia morfotéctonica de su procedencia de acuerdo con la division de la Republica

Mexicana sugerida por Ferrusquia (1998).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. REGISTROS

De noviembre de 1998 a marzo del 2003, se realizaron recolectas en 10 localidades en
los estados de Yucatan, Chiapas, Veracruz, Oaxaca, Colima y Nuevo Leén. Se obtuvieron 763
helmintos a partir de 7 especies de anuros (Tabla VI). Se presentan 8 registros nuevos de
localidad y 3 de hospedero. En la figura 3 se sefiala la ubicacién de las localidades de recolecta
con la divisién morfotecténica propuesta por Ferrusquia (1998) como referencia.

5.2. ANALISIS MORFOLOGICO

Morfolégicamente se distinguieron tres tipos, que de manera general, corresponden a L.
macrocirra, L. jimeneziy L. parva, sin embargo muestran una gran variacion en los caracteres
diagnésticos (tabla VI; ver apéndice 3).

Los tipos identificados (sensu stricto) se caracterizan por presentar: 1) (L. cf. macroirra)
prefaringe ausente, eséfago corto, poro genital cecal, el acetabulo ecuatorial, las glandulas
vitelégenas se distribuyen desde la bifurcacion hasta la mitad de la longitud cecal; 2) (L. cf.
jimenezi) prefaringe presente, eséfago corto, poro genital intracecal, el acetabulo es ligeramente
postecuatorial, glandulas vitelégenas se distribuyen desde la mitad de la longitud de la faringe
hasta la mitad de la longitud cecal, y 3) (L. cf. parva) prefaringe presente, esofago largo, poro
genital cecal, el acetabulo es ligeramente postecuatorial, las glandulas vitelogenas se
distribuyen desde la mitad o tres cuartas partes de la longitud del esofago hasta la mitad de la

longitud cecal.
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Tabla V1. Morfotipos, hospederos y localidades de recolecta de Langeronia sp.

Morfotipos Hospedero Localidad Estado
L. macrocirra Rana vaillanti Laguna Escondida Veracruz
Laguna Yalahau Yucatan
Rana brownorum Laguna Yalahau Yucatan
Jardin Botanico, Tuxtla Gutiérrez Chiapas
Rana berlandien Laguna Higueras Nuevo Leon
Rana sp. ° Tehuantepec Oaxaca
La Parotita Colima
Rana sp. “forma colima”® Coquimatlan Colima
Bufo marinus Lago de Catemaco Verzacruz
Coquimatlan Colima
L. parva Rana vaillanti Laguna Escondida Veracruz
San José Independencia Oaxaca
Chapultepec Oaxaca
Laguna Yalahau Yucatan
Rana brownorum Laguna Yalahau Yucatan
Rana sp. “forma colima” ° Coquimatian Colima
L. jimenezi Rana vaillanti Laguna Yalahau Yucatan
Rana brownorum Laguna Yalahau Yucatan
Rana brownorum Jardin Botanico, Tuxtla Gutiérrez Chiapas
Rana sp. * Tehuantepec QOaxaca
Rana sp. “forma colima” ®° Coquimatian Colima
Bufo marinus Lago de Catemaco Veracruz
Rio Tehuantepec Oaxaca
Coquimatlan Colima
Laguna Higueras Nuevo Leon

° Consultar el trabajo de Zaldivar-Riveron et al. (2004), para la identidad de estas especies de ranas.

Considerando la variacion observada en los caracteres estudiados, se realizé un analisis
de componentes principales (ACP), con la finalidad de determinar si las diferencias morfolégicas
observadas en estos lecitodéndridos representan en efecto grupos taxonomicos separados o
son producto de la variaciéon intraespecifica. Algunos de los caracteres cualitativos fueron
traducidos a medidas para incluirlos en el analisis. Tal fue el caso de la distribucién de las
glandulas vitelégenas y la localizaciéon del poro genital, que son de importancia taxonomica para
distinguir a las especies del género (figura 4). Se construyé una matriz, considerando los 30
caracteres (apéndice 3) y 134 ejemplares procedentes de siete especies de anfibios. Se aplico

el andlisis multivariado por medio del analisis de componentes principales, en el programa



STATISTICA. Se obtuvieron asi los valores propios (eigenvalores) para cada componente
principal y se graficaron los primeros componentes, que explicaron el mayor porcentaje de
variacion de los caracteres morfomeétricos (tabla VII).

Este analisis indica que el 48.757% del total de varianza acumulada en la morfometria

de estos trematodos, comprende a los componentes principales (CP) I-Il.

Figura 4. Caracteres expresados en medidas para el analisis morfolégico. A = distancia del extremo
anterior del cuerpo al limite anterior de las glandulas vitelégenas del lado derecho; B = distancia del
extremo anterior del cuerpo al limite anterior de las glandulas vitelégenas del lado izquierdo; C = distancia
del limite posterior de las glandulas vitelégenas al extremo posterior del cuerpo del lado derecho; D =
distancia del limite posterior de las glandulas vitelogenas al extremo posterior del cuerpo del lado
izquierdo; E = distancia del poro genital al borde izquierdo del cuerpo del lado izquierdo; F = distancia del

poro genital hasta el extremo anterior.



Tabla VII. Valores propios para 30 caracteres morfométricos y 134 del género Langeronia sp., a
partir de al menos seis especies de hospederos (valores para los primeros 4 componentes).

Componente Valor propio % total de la varianza % acumulado
CPI 14.62722 48.75739 48.75733
CPII 3.05026 10.16754 58.92493
CPIl 1.60328 5.34426 64.26919
CPIV 1.23128 4.10428 68.37373

Se graficaron los componentes | y Il, los cuales explicaron la mayor cantidad de
variacion de los caracteres morfométricos para los tres tipos morfolégicos (figura 5).

La distribucién continua de los puntos en la grafica indican que los tipos morfolégicos
forman un solo grupo taxonémico (sensu lato), se observa un sobrelapamiento parcial de los
poligonos que corresponden a cada tipo morfolégico. Las diferencias arrojadas de este analisis
indican la existencia de variacién intraespecifica de una especie del género, Langeronia
macrocirra (especie tipo).

Asi mismo, se observa que tampoco existe un agrupamiento que esté correlacionado
con el hospedero de procedencia, por o que podemos decir que las variaciones observadas

tampoco son producidas por la influencia del hospedero (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de componentes principales de tres tipos morfolégicos del género Langeronia,
procedentes de 9 localidades y parasitas de al menos seis especies de anfibios en México; P =
Langeronia cf. parva; M = Langeronia cf. macrocirra; J = Langeronia cf. jimenezi. Los ejemplares de cada
morfotipo son encerrados en poligonos o se unen mediante una linea recta.

Se ha observado que la combinacién de las técnicas moleculares y morfolégicas permite
detectar especies s o cripticas (Blouin, 2002), ademas de reflejar la complejidad del proceso de
especiacién (Blair, 2000).

De aqui la importancia de la utilizacién de una fuente independiente de caracteres, que
son las secuencias de DNA, para corroborar o refutar la evidencia morfologica.
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5.3. ANALISIS MOLECULAR
5.3.1 SECUENCIAS

Se tomaron representantes de cada tipo morfolégico de cada localidad (mas una
localidad de Costa Rica) y de cada hospedero para la extraccion de DNA (tabla VIII).

Se obtuvieron secuencias de individuos recolectados en 9 localidades de los estados de
Veracruz, Colima, Oaxaca, Chiapas, Yucatan y Nuevo Ledn y 1 localidad de Costa Rica.

Se amplificé y secuencié la regién ITS2 del rDNA de 19 individuos (tabla VIII). La
alineacion resultante fue de 235pb (apéndice 1, figura 6).

Los tres morfotipos de la region ITS-2, presentan secuencias idénticas de ITS-2 y hasta
con el 0.042% de divergencia nucleotidica entre las diferentes poblaciones del género
analizadas. Se obtuvo hasta el 18.03% de divergencia nuclettidica maxima con respecto del
grupo externo (Brenesia chabaudi). Las secuencias de la regiéon ITS-2 del rDNA, estan muy
conservadas en este género y no aportan informacion suficiente a este nivel taxonémico (tabla
1X).

En comparaciéon con estudios previos en trematodos en donde se ha utilizado esta
region del rDNA (Alard et al., 1993; Deprés et al., 1995; Jousson et al., 1998; Ledén-Régagnon et
al., 1999; Luton et al, 1992), se podria considerar que las diferencias genéticas observadas,
corresponden a la variacion intraespecifica de una sola especie del género, que en este caso
corresponderia a L. macrocirra, que es la especie tipo del género. Sin embargo, la tasa de
variacion de una region de DNA puede variar de un grupo a otro y es probable que el ITS-2 en
este grupo no aporte informacién a nivel especifico. Es por esta razén que consideramos
necesario obtener informacién a partir de un gen mitocondrial cuya tasa de variacion es mas
alta.

Se amplificé y secuencié el gen COI del mtDNA de 26 individuos (tabla VIII). La
alineacion resultante fue de 366pb (apéndice 2, figura 7).

Las secuencias del gen CO1, presentan un 21.85% de divergencia nucleotidica maxima
con respecto del grupo externo. Se obtuvieron secuencias idénticas y hasta con el 9.01% de
divergencia nucleotidica entre las diferentes poblaciones del género analizadas. Entre una
misma poblacién, se obtuvieron secuencias que fueron idénticas y hasta con el 0.05% de
divergencia (Tabla X).

La variacién observada con respecto del grupo externo (miembro de otra subfamilia)
equivale a las diferencias registradas entre especies del mismo género en otros grupos de
trematodos (Agatsuma et al., 2000; Bell et al, 2001; Blair, 2000; Iwagami et al, 2000; Van
Herwerden et al., 1999).



Tabla VIII. Material procesado para secuenciacion. Se indica el hospedero y la localidad de cada

muestra.

Tipo Acrénimos Hospedero Localidad numero de secuencias
morfolégico ITS-2 CO1
L. macrocirra LNS Rana vaillanti Laguna Escondida, Veracruz 1 1

LN13, LN5  Bufo marinus Lago de Catemaco, Veracruz 0 1

LN15 Bufo marninus Coquimatlan, Colima 1 1

LN17 Rana brownorum Jardin Botanico, Tuxtla Gutiérrez, 1 1

Chiapas

LN30 Rana berlandieri La Laguna, Higueras, Nuevo Ledn 0 1

LN27 Rana vaillanti Guanacaste, Costa Rica 1

L. parva LN8, LN10  Rana vaillanti Laguna Escondida, Veracruz 2 1
LN19, LN20, Rana vaillanti San José Independencia, Oaxaca 3

LN23

LN38, LN22  Rana vaillanti Chapultepec, Oaxaca 1 2

LN18 Rana sp. “forma Colima™ Coquimatian, Colima 1 1

LN37 Rana vaillanti Laguna Yalahau, Yucatan 0 1

L. jimenezi LN6, LN16, Bufo marinus Lago de Catemaco, Veracruz 6 4

LN24, LN25,
LN26
LN21 Bufo marinus Coquimatlan, Colima 1 1
LN39 Rana brownorum Jardin Botanico Tuxtla Gutierrez, 0 1
Chiapas

LN32 Rana brownorum Laguna Yalahau, Yucatan 0 1

LN34 Rana vaillanti Laguna Yalahau, Yucatan 0 1

LN35, LN36 Bufo marinus Rio Tehuantepec, Oaxaca 0 2

LN31 Bufo marinus La Laguna, Higueras, Nuevo Ledn 0 1

Brenesia LN28X Rana vaillanti Guanacaste, Costa Rica* 1 1

chabaudi

Total de secuencias 19 26

* Para la reconstruccion filogenética de las poblaciones en estudio, se defini6 a Brenesia chabaudi, como grupo externo (Caballero y

Caballero, 1969).

° Consultar el trabajo de Zaldivar-Riveron et al. (2004), para la identidad de esta especie de rana.
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Figura 6. Fragmento amplificado por PCR de la region ITS-2 del rDNA para Langeronia sp., en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio; procedentes de A) Bufo marinus, B) Rana vaillanti, C) Rana
vaillanti, D) Bufo marinus, E) Bufo marinus, F) Bufo marinus, G) Rana vaillanti, H) Rana brownorum; para
Brenesia chabaudi procedente de |) Rana vaillanti. PM = Peso molecular; X = Control.
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Figura 7. Fragmento amplificado por PCR de CO1 del mtDNA Langeronia sp., en un gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio; procedentes de A) Rana vaillanti, B) Rana brownorum, C) Rana sp. “forma
Colima”, D) Bufo marinus. PM = Peso molecular; X = Control.
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Comparando las secuencias de los diferentes morfotipos, se obtuvieron secuencias
idénticas de los tipos L. cf. macrocirra'y L. cf. parva, L. cf. macrocirray L. cf. jimeneziy de L. cf.
Jimenezi en comparacion con L. cf. parva.

Se observd un porcentaje de divergencia maxima de 8.74 entre secuencias del mismo
morfotipo y de 9.01 entre secuencias de diferentes morfotipos (e.g. L. cf. parva en comparacién
con L. cf. jimenezi).

La evolucién rapida de las secuencias de DNA mitocondrial (mtDNA) ha sido usada a
menudo para investigar las relaciones de las poblaciones dentro de una especie (Avise, 2000),
la relacion entre especies cercanamente relacionadas (Agatsuma et al., 2000). También se ha
utilizado para identificar (Morgan y Blair, 1998) y delimitar especies (Iwagami et al., 2000; Wiens
y Penkrot, 2002).

El gen mitocondrial que codifica para la proteina citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (CO1),
ha mostrado ser un buen marcador para discriminar especies estrechamente relacionadas de
digéneos (Blair, 2000; Blair et al., 1997; Bowles et al., 1995). Se ha observado una variabilidad
del 2.5% al 21% entre especies del mismo género (Bell et al., 2001; Gasser et al.,, 1999; Morgan
y Blair, 1998).

Los porcentajes de divergencia revelan variacion entre las secuencias en este gen en
comparacion con los resultados obtenidos de la region ITS-2. Sin embargo, estos porcentajes
maximos de divergencia no son lo suficientemente excluyentes para distinguir entre los tres
morfotipos previamente identificados (ver tabla X). Por lo cual, es necesario obtener un arbol de

genes que ayude a la delimitacion de especies (Wiens y Penkrot, 2001).
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Tabla IX. Matriz de divergencia entre secuencias de la region ITS-2 del rDNA de ejemplares de Langeronia spp. de 7 localidades (ver acrénimos en
la Tabla VIII).

| 2 3 4 5 f 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Lns In6 Ing In9 Ln 10 Lnls Lnl6 Lni17 Ln I8 Ln 19 Ln20 Ln 21 Ln 22 Ln23 Ln24 Ln 25 Ln 26 Ln27 | Ln28X

] Lns

2 Lné 0.00000" 5

3 In8g 0.00000 | 0.00000

4 1n9 0.00429° | 000000 [ 000000 3

5 Ln 10 000000 000000 000000 | 0.00000

6 Lnls 000000 0.00000 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 -
K Lnl6 0 00000 0.00000 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 -
R Lni? 000000 0.00000 000000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 -

9 Inig 000000 000000 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 000000 -
10 ILni9 0 00000 000000 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 000000 -
B} IL.n 20 0 00000 000000 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 -

12 In21 0 00000 0 00000 000000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 -

13 In22 0.00000 000000 000000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 0.00000 | 000000 -

14 In23 0.00000 0 00000 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0.00000 =

15 In24 0 (KK () (XHKN) Q0000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 000000

16 In 25 0 00000 000000 G00000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 000000

17 In 26 0 00000 0 00000 000000 | 000000 | 000000 | 0.00000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 000000 | 00000 | 000000 -

18 I.n 27 0.00870° 0 086K 000868 | 000864 | DO0868 | 000868 | 0 00R6R | 0.D0RGE | 0 N0RG6 | 0.00866 | 0.00868 | 0.00437 | 000866 | 000868 | 0.00866 | 000868 | 000868

19 In28X 017589 017593 017593 017634 017593 017593 017593 | 0.17593 [ 017644 | 0.17597 | 017593 | 017268 [ 0.17597 [ 0.17593 | 017597 [ 017593 | 017593 | 0.18033"

En negritas se muestran secuencias idénticas de un misma poblacion'. Valores maximos de divergencia entre secuencias de diferentes poblaciones en México®. Con respecto a la
poblacion de Costa Rica *. Con respecto a Brenesia chabaudi (grupo externo)”.
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Tabla X. Matriz de divergencia entre secuencias de CO1 de mtDNA de ejemplares de Langeronia spp. de 9 localidades y el grupo externo

(ver acronimos en la Tabla VIII).

1 2 3 4 5 6 7 L:] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
LNG LN10O Lnl% LN22 Ln38 LN23 Ln20 LNI13 Lnlé LNZ4 LN25 LN26 LN27 LN15 LN18 LN21 LN17 LHN39
! LhY -
‘ LN10O 0.00273 -
i Lnl9 0.00819 | 0.00546 -
1 LN22 N.00819 | 0.00546] 0.00000 %
S Ln3n N 0Nl | n,.00546 0. 00000 0. 00000 -
[ LN23 n.01092 | 0.00819 0.00273 0.00273 0,.00273 -
1 Lnz20 N, 00546 | 0.00273 0.00273 0.00273 0.00273 0.00546" -
H LN13 0.00819 | 0.00546 0.00000 0. 00000 0.00000 0.00273 0.00273 -
9 Lnlé 0.00813| 0.0054¢6 0.00%46 n.00546 0.00546 0.0081% 0.00819 0.00546 =
10 LN24 0.00273 | 0.00000 0.005446 0.00546 0.00546 0.00819 0.00273 0.00546" 0.00546 -
11 LN25 n.00273 | 0.00000 0.00546 0.00546 0.00546 0.0081%9 0.00273 0.00546" 0.00546 0.00000 -
12 LNZ6& 0.00273 ] 0.00000 0,.00546 0.00546 0.00546 0.00819 0n.00273 0,.00546 0.00546" 0.00000 0.00000 =
13 LN27 0.07371] 0.07103 0.07103 0.07103 0.07103 0.07377 0.06830 0.07103 0.07650 0.07103 0.07103 0.07103 =
14] LN1S N.UB186| 0.0B196] 0.08469 | 0.0B469 | 0.0B469 | 0.08743 | 0.0B469 | 0.08469 | 0.0A469 | 0.0B196 | 0.0B196 | 0.0B196 | 0.071923 -
15 LN1R 0.0819 n.08196 0.08469 n.08469 0.084869 0.08743 0.084€3 0.08469 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07921 0.00000 =
16 LM21 0.08469 | 0.08469 0.08743 0.08743 0.08743 0.09016" 0.08743 0.08743 0.08743 0.08469 0.08469 0.08469 0.08196" 0.00273 0.00273 =
117 LN17 0.08469 | 0.0B469 0.08743 0.08B743 0.08743 0.09016" 0.08743 0.08743 0.08743 0.08469 0.08469 0.08469 0.08196" 0.00273 0.00273 0.00546 =
18 LH319 0.08196 | 0.08196 0.08469 0.08469 0.08469 0.08743 0.08469 0.0R469 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0.00000 0. 00000 0.00273 0.00273 =
19 LN32 G.07923| 0,07923 008196 0.08196 0.08196 0.08469 0.0819%6 0.08196 0.08196 0.07923 0.07923 0.07923 0.08196 0.00273 0.00273 0.00546 0.00546 .00273
0 LNl 0.0%19231 0.07923 0.08196 n,.08196 0.08196 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0.079223 0.07923 0.08196 0.00273 0.00273 0.00546 0.00546 00273
21 LH30 0.08196| N.08196 0.0R4E£9 0,.08469 0.08469 0.08743 0.08469 0.0846% 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0.00000 0.00000 0.00273 0.00273 00000
T LN34 00819 | 0.0R196 0. 0R469 0,.08469 0.08469 0.08743 0.08469 0.08469 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0.00000 0. 00000 0.00273 0.00273 00000
23 LN37? N ORL9E | O.0R196 0.0NH469 0.08469 0.08469 0. 0B743 0.08469 0.08469 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0. 00000 0.00000 0.00273 0.00273 00000
o4 Lnis N, 08196 | 0.08]19¢ 0.0R46S 0.08469 0.08469 0.08743 0.08469 0.08469 O.0B469 0,08196 0.08196 0.08196 0.07923 0., 00000 0. 00000 0.00273 0.00273 00000
Jo LN36 0.0B196 | 0.08196 0.08469 0.08463 0.08469 0.N8743 0.08469 0.08469 0.08469 0.08196 0.08196 0.08196 0.07923 0. 00000 0.00000 0.00273 0.00273 00000
W ; LN2Ax: n.21311 n, 21038 0.21311 0,.21311 0.21311 0.21584" 0.21311 n.21311 0.21311 0.21038 0.21038 0.21038 0.21857" 0,21038 0.21038 0.21311 0.21311 ,?lﬂ’.ﬁ-[
19 20 21 22 23 24 25 26
LN32 LN3l LN30 LN34 LN37 Ln35 LN36 LN28x

18 LN39

19 LN32 i

2 LN31 0.00000 -

21 LN30 0.00273 O.00273 -

22 LN34 0.00273 0.00273 0.00000 -

K] LN37T 0.00273 0,00213 0. 00000 0. 00000 i

24 Lnis 0.00273 0.00273 0, 00000 0, 00000 0.00000 =

5 LM3A 0.00273 0.00273 0. 00000 0, 0000 0.00000 0, 00000 =

3 LNZRx 0. 20765 n.2nTes 0.710138 0, 1038 n.21038 0.21038 n, 21038 -

En negritas se muestran los valores maximos de divergencia entre una misma poblacion'; entre secuencias de diferentes poblaciones en México’; con respecto a la

poblacion de Costa Rica’; la poblacién de Guanacaste con respecto a Brenesia chabaudi (grupo extemo)"; B. chabaudi con respecto a las poblaciones Mexicanas”.



5.4. RELACIONES FILOGENETICAS

Del analisis de parsimonia de las secuencias de la region ITS-2 del rDNA, se obtuvieron
100 arboles igualmente parsimoniosos (193 sitios fueron constantes, 42 caracteres variables y 0
caracteres informativos). El bajo grado de divergencia observado en las secuencias de la region
ITS-2 no aporta resolucion alguna a los arboles, obteniéndose una politomia completa en el
arbol de consenso estricto (tabla IX y figura 8).

Las secuencias del gen mitocondrial CO1 mostraron senal filogenética significativa (g1 =
-0.214, p = 0.01). Del analisis de parsimonia se obtuvieron 16 arboles igualmente parsimoniosos
(270 sitios fueron constantes, 63 caracteres variables y 33 caracteres informativos), con una
longitud de 123 pasos y un Cl de 0.927 (RI= 0.974, RC= 0.903). El arbol de consenso estricto
con valores de bootstrap e indice de Bremer se muestra en la figura 9.

En el arbol de consenso obtenido a partir de las secuencias del gen CO1 del mtDNA, se
observan tres grupos, dos formados por poblaciones mexicanas y un tercero formado por la
poblacién de Costa Rica. Todos ellos estan apoyados por los altos porcentajes de divergencia
(tabla X, figura 10).

Se aprecian dos clados mexicanos, que estan soportados por altos valores en el analisis
de MP (ver figura 9). Dentro de uno de ellos, existe un subgrupo que no esta bien soportado y
que esta constituido por muestras de Laguna Yalahau, Yucatan y Laguna Higueras, Nuevo
Leon. Dentro de cada uno de los clados de poblaciones mexicanas se presentan secuencias
idénticas y hasta con el 1.09% y 0.27% maximo de divergencia, respectivamente. Entre ambos
grupos el porcentaje de divergencia va del 7.92% al 9.01%.

Estos grupos, no coinciden con los tipos morfolégicos identificados con la taxonomia
tradicional (dos de los clados principales incluyen muestras de los tres tipos morfolégicos
diferenciados originalmente), ni por el hospedero de procedencia.

El primer grupo, al que llamaremos grupo A (figura 9) incluye poblaciones distribuidas en
la Planicie Costera del Golfo y la Sierra Madre del Sur en la subprovincia de las cuestas
nororientales (Ferrusquia, 1998). El segundo grupo al que llamaremos B (figura 9), incluye
poblaciones de la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre del Sur en sus limites con la Faja
Volcanica Transmexicana, la Sierra Madre del Sur en la subprovincia de la Planicie Costera del
Pacifico, la Sierra Madre de Chiapas y la Plataforma de Yucatan. El uUltimo clado al que

llamaremos C, incluye unicamente a la muestra proveniente de Costa Rica (figura 9).
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Laguna Escondida, Veracruz PCG

Lago de Catemaco, Veracruz PCG

San José Independencia, Oaxaca SMS SCN

LP Rana vaillanti Chapultepec, Oaxaca SMS SCN
LJ Bufo marinus Coquimatidn, Colima FVT
LM

LP Ranasp.

LM Rana b Jardin Botdnico, Tuxtla G., Chiapas SMC

LM  Rana vaillanti
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Figura 8. Arbol de consenso estricto, basado en secuencias de la regién ITS-2 del /DNA. LM =
Langeronia tipo macrocirra; LP = Langeronia tipo parva; LJ = Langeronia tipo jimenezi, BCH = Brenesia
chabaudi (grupo externo). Provincias morfotecténicas de México: PCG = Planicie Costera del Golfo; FVT
= Limites entre Faja Volcanica Transmexicana y la Sierra Madre del Sur; SMS = Sierra Madre del Sur;
SMC = Limites entre la Sierra Madre del Sur y Sierra Madre de Chiapas. Subprovincias: SCN =
Subprovincia de las Cuestas Nororientales (Ferrusquia, 1998). El numero por encima de las ramas indica
el valor en porcentaje para una prueba de bootstrap (1000 replicas).
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N9 M Rana vaillanti Laguna Escondida, Veracruz PCG
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LN13 LM Bufo marinus Lago de Catemaco, Veracruz PCG
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LN30 m Rana b ri  Laguna Hig , Nuevo Leén SMO
LN32 L Rana b Laguna Yal Yucatin PY
LN3 L Bufo marinus Laguna Higueras, Nuevo Leon SMO
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Figura 9. Consenso estricto de 16 arboles igualmente parsimoniosos de Langeronia spp., de 9
localidades en Mexico y 1 de Costa Rica, basado en secuencias de nucleétidos de CO1 del mtDNA (Cl =
0.926, 123 pasos, IR = 0.974, RC = 0.903). LM = Langeronia tipo macrocirra; LP = Langeronia tipo parva;
LJ = Langeronia tipo jimenezi; BCH = Brenesia chabaudi (grupo externo). Provincias morfotectonicas de
México: SMO = Sierra Madre Oriental; PCG = Planicie Costera del Golfo; FVT = Limites entre la Faja
Volcanica Transmexicana y la Sierra Madre del Sur; SMS = Sierra Madre del Sur; SMC = Limites entre la
Sierra Madre del Sur y Sierra Madre de Chiapas; PY = Plataforma de Yucatan. Subprovincias; SCN =
Subprovincia de las Cuestas Nororientales; SPCP = Subprovincia de la Planicie Costera del Pacifico
(Ferrusquia, 1998). A, B y C = Clados. Los numeros por encima de las ramas indican el valor en
porcentaje para una prueba de Bootstrap (1000 replicas) y el indice de Bremer a la derecha.
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Figura 10. Consenso estricto de 16 arboles igualmente parsimoniosos mostrando la longitud de las ramas
de Langeronia spp., de 9 localidades en México y 1 de Costa Rica, basado en secuencias de nucleétidos
de CO1 del mtDNA (Cl = 0.926, 123 pasos, IR = 0.974, RC = 0.903) (ver acronimos en Tabla VIII).



La muestra de Costa Rica se separa en un clado independiente. En el analisis presenta
afinidad filogenética con el grupo A, sin embargo lo hace con un valor muy bajo de soporte (ver
figura 9). Esta muestra presenta un porcentaje de divergencia maxima del 7.37% con respecto
del clado A y del 8.19% con respecto del Clado B. La longitud de las ramas del analisis de MP
sustenta que éste sea independiente de los otros dos grupos, sin embargo, para definir con
mayor respaldo sus afinidades, se requieren mas secuencias de éste y otros tipos morfologicos
en Costa Rica y en otras localidades del sur de México.

La delimitacion de especies ha sido un tema fundamental en sistematica y se ha
abordado desde diferentes enfoques. El reconocimiento de especies no es una tarea sencilla;
para ello se requiere tener cierto grado de conocimiento sobre el grupo, ademas es necesario
centrar la atencion sobre los diferentes conceptos de “especie” (por ejemplo, el concepto
biolégico [ausencia de entrecruzamiento], el cladista o evolutivo [reconocimiento de linajes] y el
flogenético [basados en la existencia de pequefios grupos diagnosticables de organismos
dentro de los cuales hay un patrén parental de ancestria y descendencia]), mismos que se han
aplicado dependiendo del tipo de estudio y los objetivos que éste persigue; sin embargo ningln
concepto es universal.

Para establecer los limites entre las especies en el presente trabajo, se adopto el
concepto evolutivo de especie (Wiley, 1981), que lo define como “Es un linaje unico de
poblaciones ancestro-descendientes que mantienen su identidad respecto a otros linajes y tiene
sus propias tendencias évdlutivas y destino histérico”.

Por otro lado, la existencia de especies cripticas o complejos de especies no es
extraordinaria en helmintos (Anderson et al, 1998). Segun la base de datos del CAB
(Commonwealth Agricultura Bureau, 1973-1999), hay 94 casos de especiacién criptica y 74
casos de complejos de especies en helmintos (Leignel et al., 2002).

Wiens y Penkrot (2002) proponen que es necesaria la congruencia de tres condiciones
para diferenciar irrefutablemente a las especies. Las tres condiciones que deberian coincidir
son, en primer lugar, un arbol basado en datos moleculares; en segundo lugar, un arbol basado
en datos morfologicos; y por ultimo, la existencia de caracteres morfologicos que diagnostiquen
a las especies. En ocasiones, en el arbol de genes, pueden identificarse linajes bien soportados
que ademas son concordantes con la geografia. Sin embargo, en ocasiones esta congruencia
entre las tres aproximaciones no llega a presentarse por completo.

En el analisis de las secuencias parciales de CO1, se encontro, la existencia de 3 grupos

del género Langeronia (figuras 9 y 10), que no presentan una concordancia con su distribucion



geografica (solamente el clado A, presenta una concordancia geografica parcial), ni tampoco
con los grupos morfologicos identificados con la taxonomia actual.

Analizando nuestros resultados, se observa que existe un alto porcentaje de divergencia
entre los tres grupos, que llega hasta el 9.01%, entre el grupo A y el grupo B.

El gen mitocondrial que codifica para la proteina citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (CO1),
ha mostrado ser un buen marcador para discriminar especies estrechamente relacionadas de
digéneos. Se ha observado que varia entre el 2.5 % y 21% entre especies de los géneros
Ichthyocotylurus, Echinostoma y Schistosoma (Bell et al., 2001; Bowles et al., 1993; Morgan y
Blair, 1998); y hasta el 0.8% entre individuos de una misma especie del género Echinostoma
(Morgan y Blair, 1998). A partir de lo anterior, se podria considerar que las diferencias genéticas
observadas son suficientes para identificar tres especies del género Langeronia, en el material
examinado.

Por otro lado, si consideramos que los clados obtenidos en el analisis con las
secuencias de CO1 del mIDNA no se ven apoyados por las caracteristicas morfologicas y
solamente hay una concordancia geografica parcial en el clado A, no es posible en este punto
asegurar que cada uno constituye una especie evolutiva. Para poder afirmarlo con cierto grado
de confianza, seria necesario corroborar con otros caracteres moleculares que dieran respaldo
y probablemente mayor resolucién a estos datos.

La delimitacion de tres grupos con base en las secuencias parciales del gen CO1 y no
por tipos morfolégicos, sugiere la existencia de una reciente introgresién de mtDNA
(hibridacion) o una retencion de polimorfismos ancestrales entre los grupos (la presencia de al
menos un haplotipo comun en cada clado y dentro de cada uno, bajos porcentajes de
divergencia nucleotidica). Esto se ha observado claramente en otros grupos, como en
vertebrados (Avise, 2000; Fausser et al., 2002; Young, 1998), sin embargo, se ha explorado
poco en invertebrados (Agatsuma et al., 2000, Tchuem et al., 1997).

Hasta el momento es dificil con el poco conocimiento que se tiene del género en
cuanto a su distribucion, ciclo de vida (hospederos que parasitan) y principalmente su
variabilidad morfolégica intraespecifica, determinar con certeza cuales procesos han
intervenido en la historia evolutiva del género para producir el patron observado.

La introgresion de mtDNA es comun en especies simpatricas de un género (Howard y
Berlocher, 1998; Wahlberg et al., 2003). Los tipos morfolégicos que corresponden con las
descripciones originales de tres especies del género Langeronia, se encuentran en simpatria
(al menos dos tipos por localidad), inclusive parasitando la misma especie de hospedero (tabla
VI), lo cual podria favorecer la introgresion de mtDNA entre ellos. Langeronia cf. macrocirra y
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Langeronia cf. jimenezi, presentan una mayor coincidencia en una misma especie de
hospedero en las localidades examinadas (ver tabla VI). Por su parte, la distribucion de
Langeronia cf. parva esta sobrelapada en menor proporcion con la de las otras formas.

También es evidencia de introgresion de miDNA entre especies, la presencia de
polimorfismos. Este fenomeno se ha documentado en otros trematodos como en Fasciola
(Kruger y Hamilton, 1988; Tchuem et al., 1997) y en Schistosoma (Frandsen, 1978; Kruger,
1990; Rollinson et al., 1986); se considera que éste fendmeno pueden ocurrir en especies que
recientemente se han separado una de la otra (Agatsuma et al., 2000).

Esta evidencia podria explicar la variacion de la forma y tamafo de las espinas
tegumentarias dentro de un mismo tipo morfolégico analizado mediante el estudio de MEB de
Langeronia (ver mas adelante figura 15) y de otras caracteristicas.

En cuanto a Langeronia cf. parva, en la mayor parte de las localidades, presentd un
menor tamano corporal en comparacion con los otros dos tipos morfolégicos. Esto aunado a la
escasez de huevos dentro de las asas uterinas, suponemos que estamos tratando con un
trematodo de reciente ingreso al hospedero definitivo, sin embargo, esto es solo una
suposicién, y unicamente podemos corroborario al completar el ciclo de vida de este tipo
morfolégico y al efectuar estudios moleculares que corroboren la identidad especifica del
trematodo, asi como de las otras especies del género. Este comentario se sustenta ademas
de los datos morfolégicos, por los bajos porcentajes de divergencia entre este tipo morfolégico
con respecto de Langeronia macrocirra o con L. jimenezi (ver tabla Tabla X).

Una alternativa para explicar el patron observado seria una combinacion de esos
procesos. Las poblaciones pudieron divergir reteniendo polimorfismos ancestrales, lo cual se
puede observar claramente al encontrar al menos un haplotipo comun en varias de las
localidades de cada uno de los clados y bajos porcentajes de divergencia nucleotidica dentro
de ellos. Por otro lado los clados no estan sustentados por caracteres morfolégicos exclusivos
posiblemente debidos a la introgresion de mtDNA entre estos, lo cual se ve reflejado por el
polimorfismo morfolégico en todos los clados. Estos fenédmenos se han observado en otros
organismos (Avise, 2000; Masta et al., 2002; Schroth et al., 2002; Whalberg et al, 2003;
Young, 1998).

La distribucion geografica y la diferenciacion genética entre las poblaciones del género
Langeronia estudiadas en el presente trabajo, presentan caracteristicas descritas para la
categoria filogeografica | (“arbol genético profundo”) (Avise, 2000). Esta categoria
filogeografica se caracteriza por una discontinuidad filoger;ética y espacial, en la que los

haplogrupos estan separados por distancias mutacionales relativamente altas y distancias
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genéticas que distinguen haplotipos alopatridos en el arbol de genes. Nuestros datos
presentan en México dos haplogrupos espacialmente delimitados (Clado A y Clado B) y
separados por distancias genéticas considerables (entre un 7.92% al 9.01% de divergencia).
Este patréon es comun en taxones ampliamente distribuidos, que presentan una dispersién y
flujo génicos bajos (Avise, 2000). Sin embargo, no hay una clara estructura geografica en los
clados.

El clado A incluye la Planicie Costera del Golfo (sur) y la vertiente oriental de la Sierra
Madre del Sur (Figura 11). Por su parte, el clado B, incluye tres regiones alopatridas, la primera
se encuentra en la Sierra Madre Oriental (Figura 11, B1), la segunda comprende la provincia de
la Sierra Madre del Sur en sus limites con la Faja Volcanica Transmexicana, la Sierra Madre del
Sur en la subprovincia de la Planicie Costera del Pacifico y parte de la Sierra Madre de Chiapas
(Figura 11, B2) y la tercera comprende la plataforma de Yucatan (Figura 11, B3).

El limite de la distribucion del clado A, coincide hacia el norte con el de varios grupos de
anfibios (Mulcahy y Mendelson, 2000; Zaldivar-Riveron et al., 2004), hospederos definitivos de
estos parasitos, ademas de algunos otros grupos de vertebrados (Pérez-Higareda y Navarro,
1980). La formacion de la Faja Volcanica Transmexicana en el Mioceno tardio (Ferrari et al.,
2000) vy la elevacién del nivel del mar en este tiempo (Ewing y Lépez, 1991) causé una division
de la Planicie Costera del Golfo en una region norte y una sur en la parte central del estado de
Veracruz. Estos fenémenos han sido propuestos como los causantes del evento de vicarianza
que resulté en la diferenciacién subsecuente de numerosos grupos (e.g. Pérez-Higareda y
Navarro, 1980). Sin embargo, no podemos asumir que la distribucion del Clado A de
Langeronia, sea el resultado de un proceso de coevolucion con sus hospederos, pues la
distribucion de muchas especies de anfibios es continua hasta la Plataforma de Yucatan y en
algunos casos hasta Centro America.

En cambio, observamos que en la Peninsula de Yucatan se distribuyen algunas
poblaciones del clado B. La presencia de representantes del clado B en esta regiéon podria
explicarse por la introduccion de parasitos provenientes de otras regiones, ya que no se ha
observado afinidad alguna entre las otras provincias en donde esta presente el clado B y la

Plataforma de Yucatan.



Figura 11. Distribucion de los clados generados en el analisis molecular. A. Clado de la vertiente del
Golfo de México; B = Clado de la Sierra Madre Oriental-Pacifico-Yucatan (B1 = Poblaciones de la Sierra
Madre Oriental; B2 = Poblaciones desde los limites entre la Sierra Madre del Sur con la Faja volcanica
Trasmexicana hasta la Sierra Madre de Chiapas; B3 = Poblaciones de la Plataforma de Yucatan); C =
Centro América, Guanacaste, Costa Rica.

Las poblaciones del Clado B que ocupan parte de la Sierra Madre del Sur y la de la
Sierra Madre de Chiapas (B2) presentan una distribuciéon concordante con la que se ha
registrado para algunos grupos de hospederos (Zaldivar-Riverén et al., 2004) en la vertiente del
Pacifico. Sin embargo, las afinidades de estas poblaciones con aquellas de la Sierra Madre
Oriental (B1), no coinciden con lo encontrado por esos autores para los grupos de hospederos.
Marshall y Liebherr (2000) al efectuar un Analisis de Parsimonia de Brooks (BPA) con
numerosos grupos de insectos y vertebrados, encontraron afinidades cercanas entre la zona de
endemismo que contiene la distribucién de las poblaciones B1 y B2 (Sierra Transvolcanica y
Sierra Madre Oriental en el estudio de Marshall y Liebherr, 2000), lo cual le brinda cierta
coherencia a nuestros resultados.

Por lo anterior consideramos que los tres grupos geograficos identificados corresponden
a una sola especie, L. macrocirra (especie tipo). Sin embargo, es necesario analizar mas

localidades y mas genes para dar mejor resolucién y soporte al analisis.
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5.5. REDESCRIPCION DE Langeronia macrocirra Caballero y Bravo-Hollis, 1949
Con base en el analisis morfoloégico (microscopia optica y electrénica de barrido) y el
analisis de las secuencias de la regién ITS-2 del rDNA y CO1 del mtDNA de algunas
poblaciones del género Langeronia, a continuacion se presentara la redescripcion de
Langeronia macrocirra, aportando informacién acerca de su situaciéon taxonémica, distribucion y
hospederos. Asi como algunos comentarios de la validez de las especies del género.

Familia Lecithodendriidae Odhner, 1910
Subfamilia Pleurogeninae (Looss, 1899) Travassos, 1921
Langeronia macrocirra Caballero-Bravo-Hillis, 1949.
Sin. L. parva
Sin. L. jimenezi
Sin. L. provitellaria
Figuras 12, 15-18.

La siguiente redescripcion se basa en la observacion de 134 trematodos en microscopia
de luz y veintinueve en MEB. Cuerpo piriforme o lanceolado, con el extremo anterior mas
angosto que el posterior, mide 0.526-1.610 (1.013) de largo por 0.073-0.988 (0.532) de ancho
(figura 12, A, B, C y D). Tegumento delgado, revestido con espinas aserradas, muy pequenas,
que van disminuyendo en numero hacia la regién posterior (figura 15, M-T). En la regién
anterior, al nivel de la véntbsa oral, las espinas presentan de 5 a 12 (8) dientes; en la region
media al nivel del acetabulo presentan de 8 a16 (12) y hacia la region posterior y al nivel del
poro excretor de 4 a 10 (6) (figura 15). En algunos ejemplares se presenta un pliegue en el
margen izquierdo del cuerpo seguido por una depresion (figura 15, F). Papilas ciliadas y no
ciliadas en la ventosa oral y en el acetabulo (figura 15, C, D, G y H), papilas ciliadas entre las
espinas tegumentarias a lo largo del cuerpo (Figura 15, T). Ventosa oral esférica, terminal;
mide 0.053-0.166 (0.097) de largo y 0.065-0.178 (0.111) de ancho. Prefaringe en ocasiones no
es evidente o mide hasta 0.054 (0.013) de largo por 0.0581 (0.0218) de ancho (figura 16).
Faringe mide 0.027-0.073 (0.044) de largo por 0.019-0.081 (0.046) de ancho; eséfago corto o
largo y delgado, de 0.019-0.290 (0.093) de largo por 0.011-0.038 (0.019) de ancho; ciegos que
se extienden hasta la parte posterior del segundo tercio del cuerpo, 0.217-0.909 (0.438) de
largo por 0.019-0.079 (0.046) de ancho del lado izquierdo y 0.244-0.765 (0.430) de largo por
0.019-0.095 (0.046) de ancho del lado derecho. Acetabulo ecuatorial o ligeramente
postecuatorial, ligeramente mayor que la ventosa oral; mide 0.065-0.178 (0.111) de largo por
0.065-0.166 (0.108) de ancho.
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Testiculos esféricos en ocasiones ligeramente lobulados, simétricos, postacetabulares;
ambos situados a la misma altura, o bien, uno ligeramente abajo del otro; el testiculo izquierdo
mide 0.054-0.224 (0.120) de largo por 0.042-0.232 (0.111) de ancho; el testiculo derecho mide
0.058-0.251(0.121) de largo por 0.038-0.259 (0.115) de ancho. Bolsa del cirro bien desarrollada,
localizada anterior al acetabulo, en ocasiones rodeando esta estructura. Ovario regular, lateral a
la region acetabular o en ocasiones sobrepasandose ligeramente, mide 0.046-0.174 (0.094) de
largo y 0.038-0.232 (0.098) de ancho. El utero se distribuye desde el ovario hasta la parte
posterior de cuerpo (ocupa la mitad del cuerpo). Las asas uterinas son transversales en dos
campos, descendente y ascendente. Desemboca independientemente en el poro genital, que
es intracecal o esta situado principalmente sobre el ciego izquierdo (figura 18). Distancia del
poro genital al borde izquierdo del cuerpo del lado izquierdo 0.042-0.239 (0.137) y del poro
genital hasta el extremo anterior va de 0.255-0.988 (0.459). Huevos operculados de color
amarillo, miden 0.011-0.023 (0.018) de largo por 0.007-0.012 (0.009) de ancho (figura 15, J).
Glandulas vitelogenas forman dos grupos a ambos lados del cuerpo en la regidon preacetabular.
Distancia del extremo anterior del cuerpo del limite anterior de del lado izquierdo 0.079-0.957
(0.180) y del lado derecho 0.079-0.526 (0.172). Distancia del limite posterior de las glandulas
viteldgenas al extremo posterior del cuerpo del lado izquierdo 0.398-0.972 (0.606) y 0.302-1.00
(0.604) del lado derecho; la forma de éstas es variable (figura 17).Vasicula seminal en forma de

Y, poro excretor terminal y en algunas ocasiones subterminal.

Hospedero tipo: Rana pipiens (‘rana leopardo”) (CNHE 0013885).

Comentario: Acorde con Frost (1985) y Flores-Villela (1993), la distribucion geografica de R.
pipiens no se extiende hasta México. Este un complejo de especies (Hillis 1988).

Localidad tipo: México (Caballero y Bravo-Hollis, 1949).

Registros previos: Laguna El Zacatal, Veracruz: Rana vaillanti (Guillén et al., 1999); Laguna
Azul, Veracruz: Rana vaillanti (Guillén et al., 1999); Estacion de los Tuxtlas, Veracruz: Rana
beriandieri (CNHE 001526; 001527), Smilisca baudinii (Guillén et al., 1999); Laguna Escondida,
Veracruz: Rana vaillanti (CNHE4093; 4092; 3307) (Guillén et al., 1999; Paredes, 2000""); Lago
de Catemaco, Veracruz: Bufo marinus (CNHE 001525); Yecora, Sonora: R. tarahumarae
(Bursey y Goldberg, 2001); Presa la Boca, Rio Pesquerias, Nuevo Ledn: Rana pipiens (CNHE
001127); Nicaragua: Bufo marinus (Ubelaker, 1949); Costa Rica: Rana warchewitschii (200-19)
(Brenes et al., 1959); Guanacaste, Costa Rica: Rana vaillanti (Brooks et al., en preparacion).

" PAREDES, C. L. E. 2000. Helmintos Parasitos de Rana vaillanti Brocchi, 1877 (Anura’ Ranidae) de la Estacion de Biologia Tropical Los Tuxtlas
Veracruz Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias, UNAM. 69pp
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Registros presente trabajo: Laguna Escondida, Veracruz: Rana vaillanti (4874, 4891); Lago de
Catemaco, Veracruz: Bufo marinus (4875; 4892); San José Independencia, Oaxaca: Rana
vaillanti (4876); Chapultepec, Oaxaca: Rana vaillanti (4877), Tehuantepec, Oaxaca: Rana sp.
(4878); Rio Tehuantepec, Oaxaca: Bufo marinus (4879); Jardin Botanico, Instituto de Historia
Natural, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas: Rana brownorum (4880); Laguna Yalahau, Yucatan: Rana
brownorum (4881; 4893); Laguna Yalahau, Yucatan: Rana vaillanti (4882; 4894); Coquimatlan,
Colima: Bufo marinus (4883; 4895); Coquimatlan, Colima: Rana sp “forma Colima” (4884; 4896);
La Parotita, Colima: Rana sp. “forma Colima" (4885); Laguna Higueras, Nuevo Ledén: Rana
berlandieri (4631); Laguna Higueras, Nuevo Leon: Bufo marinus (4632).

Nota: con el presente estudio, el area de distribucion de esta especie se amplié con ocho

localidades principalmente en la regiéon neotropical.
Habitat: intestino (anterior, medio y posterior).

COMENTARIOS:

Ubelaker (1965) fue el primero en hacer referencia acerca de la variabilidad morfologica
de Langeronia macrocirra. Paredes (2000)'? menciond la variacion de algunos caracteres tales
como la posicion y forma de los érganos reproductores, la distribucion de las glandulas
vitelégenas y la posicion del poro genital en una poblacién de esta especie en Laguna
Escondida y en La Estacién de los Tuxtlas, Veracruz.

Al realizar el estudio morfolégico de los ejemplares que se recolectaron en diferentes
localidades en México, se corrobor6 la variacion intraespecifica que habian observado Ubelaker
(1965) y Paredes (2000)", y adicionalmente en algunos otros caracteres como la presencia de
una prefaringe evidente o no (figura 16), la forma y distribucién de las glandulas vitelégenas
(figura 17), asi como la forma de las espinas tegumentarias (figura 15).

La localizacion del poro genital se ha considerado como un caracter de importancia
taxonémica para diferenciar especies dentro del género; sin embargo se ha propuesto que
dependiendo del proceso de fijacion y/o aplanamiento del material, la ubicacion de éste y otras
estructuras puede cambiar (Paredes, 2000'*; Obs. Pers.). Al homogeneizar la técnica de

fijacion, pudimos constatar que la localizacién del poro genital dentro de una poblacién no

73 PAREDES, C. L. E. 2000. Helmintos Parasitos de Rana vaillanti Brocchi, 1877 (Anura: Ranidae) de la Estacion de Biologia Tropical Los
Tuxtlas, Veracruz. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ciencias, UNAM. 69pp
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permanece constante (figura 18). El poro genital en esta especie puede localizarse sobre el
ciego izquierdo (cecal) o bien intracecal no alcanzado el borde interno del ciego (figura 18).

El segundo caracter que presenta variacion importante entre los ejemplares esta especie
es la longitud y anchura de la prefaringe, la cual, segin se observé, se modifica dependiendo
del proceso de fijacion. Cuando la ventosa oral queda ventral, la prefaringe no se observa con
claridad (figura 16). La variacion en la longitud de la prefaringe también se observé dentro de
una poblacién sometida al mismo proceso de fijacion.

Al parecer, la forma y distribucién de las glandulas vitelégenas estan relacionadas con el
grado de desarrollo del trematodo, mas que con el proceso de fijacion, ya que dentro de una
misma poblacion, fijada con la misma técnica presentan diferente forma y distribucion. La forma
de las glandulas vitelogenas es muy variable y se esquematiza en la figura 17.

Con la ayuda de la MEB, se observaron las espinas tegumentarias que no se habian
descrito con detalle anteriormente. Se notaron algunas variantes en la forma de las espinas que
también podria estar en relacion con el desarrollo del trematodo (figura 15, M-T). Sin embargo
para corroborar ésto y la variacion en la distribucién, asi como la forma de las glandulas
vitelbgenas se sugiere realizar estudios sobre el ciclo de vida de este parasito, en los cuales se
caractericen los diferentes estadios de desarrollo del trematodo.

Algunos ejemplares presentaron un pliegue en el margen izquierdo del cuerpo seguido
por una depresion (observado tanto con microscopia éptica y como con MEB) (figura 15, E y F).
Este habia sido observado con anterioridad en ejemplares del género por Paredes (2000)",
quien sugiere que podria ser un caracter de importancia taxonémica, sin embargo este caracter
no se presenta de manera constante y muy probablemente sea producto de la adhesion entre
estos digéneos posterior a su reproduccion cruzada (Obs. Pers. In vivo). Esta es solo una
hipotesis que requiere comprobaciéon con estudios del ciclo de vida.

Se observaron por primera vez los tipos de papilas tegumentarias distribuidas alrededor
de la ventosa oral, el acetabulo y entre las espinas tegumentarias. Se han realizado dos
estudios sobre la superficie tegumentaria en lecitodéndridos (Podyznaya, 1986; Ferrer et al.,
1996) y un solo trabajo que aborda la distribucion y tipos papilares en cercarias (Bogéa y Caira,
2001). Diversos autores han sugerido que las papilas en trematodos funcionan como receptores
quimiotactiles o tangoreceptoras, protectores inmunolégicos e inclusive en la excreciéon de
desechos (Hong et al., 1991; Koonchornboon et al., 1986, Threadgold, 1984).

[
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Al realizar el analisis de componentes principales, se encontrd que existe un
sobrelapamiento total entre la morfometria de los tres tipos, lo que aporta evidencia de que L.
jimeneziy L. parva deben ser sinonimizadas con L. macrocirra.

Al realizar la revision del material de L. macrocirra depositado en CNHE, de cinco
especies de anfibios en seis poblaciones de México, también se observé una gran variabilidad
en los caracteres evaluados (apéndice 4) y al comparar los datos morfométricos de estos
registros previos con la presente descripcion se observa que existe un sobrelapamiento de
medidas (Tabla Xl).

Langeronia provitellaria originalmente se diferencié de L. macrocirra por la localizacion
del poro genital extracecal, los testiculos profundamente lobulados, y la distribucién de las
glandulas vitelégenas que inician desde la mitad de la longitud del es6fago hasta la mitad de la
longitud de los ciegos. A pesar de no contar con material fresco de L. provitellaria, y acorde con
el material examinado en el presente trabajo (USNPC47569; USNPC47570) (Tabla Xl, figura
12, E), consideramos que esta especie, como lo sugiri6 Ubelaker (1952) previamente, es
sinonima de L. macrocirra debido a que en los caracteres cualitativos son similares a L.
macrocirra y las medidas del material examinado en el presente trabajo se sobrelapan por
completo con lo descrito para esa especie.

En cuanto al material registrado de L. macrocirra por Brenes et al. (1959) en Costa Rica
(CHCR200-19), confrmamos que presentan medidas superiores a las que se describieron
originalmente para L. macrocirra, pero caen dentro de los intervalos que se registran en la
presente redescripcion (Figura 12, F y G).

Consideramos que L. parva también es sinénima de L. macrocirra debido a que hay
medidas que se sobrelapan con lo descrito para L. macrocirra, en el presente trabajo. Al realizar
el estudio morfoloégico de los ejemplares recolectados en diversas localidades en México y los
ejemplares tipo (USNPC 1033-22; USNPC 1033-23), se observa que algunos caracteres
diagnésticos de la especie son variables: la localizacion de la desembocadura del poro genital
(figura 12, Hy I) y la lobulacién de los testiculos (figura 12, tabla XI).

No fue posible consultar el material tipo de L. jimenezi (se encuentra extraviado), sin
embargo se obtuvo material biolégico de una localidad aledafa a la localidad tipo en el estado
de Nuevo Leodn. Al comparar estos ejemplares con la descripcion original y la presente
redescripcion se observa el sobrelapamiento de caracteres morfométricos, lo cual sugiere su
sinonimia con L. macrocirra.

L. brenesi difiere de L. macrocirra (sensu lato) porque L. brenesi presenta siempre un

cuerpo piriforme y principalmente por la localizacion del poro genital, que se encuentra anterior
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al acetabulo, posterior a la terminacion del ciego y anterior al testiculo izquierdo; los testiculos
son extracecales, las glandulas vitelogenas se distribuyen casi desde el término de la faringe y
hasta tres cuartas partes de la longitud de los ciegos; éstos se extienden hasta el primer tercio
del cuerpo y no llegan al nivel de los testiculos; la forma y disposicién de la bolsa del cirro; las
asas uterinas ocupan un tercio del cuerpo (observaciéon del material tipo USNPC 76941, figura
13).

Langeronia burseyi es la especie del género que se ha descrito mas recientemente como
parasito de Hyla cadaverina en Norteamérica (Dailey y Goldberg, 2000). Es la especie mas
pequefia descrita para el género, lo cual es una caracteristica distintiva ademas de la
localizaciéon de la bolsa del cirro y la longitud de los ciegos que alcanzan el nivel del ecuador,
pero no el de los testiculos.

Langeronia burseyi difiere de L. macrocirra (sensu lato) por presentar un eséfago largo
con relacion al tamano del cuerpo, los testiculos son extracecales, el acetabulo es ligeramente
preecuatorial y dispuesto del lado derecho del cuerpo; la distribucion de las asas uterinas
abarcan un tercio del cuerpo; presenta testiculos grandes en relaciéon al tamano del cuerpo, y
por la forma y disposiciéon de la bolsa del cirro.

Langeronia brenesi se diferencia de L. burseyi, principalmente por lo reducido del
esofago en relacion al tamano corporal; la localizacién del poro genital; en la forma de los
testiculos; la localizacién del acetabulo; en la distribucion de las glandulas vitelégenas; asi
como en la forma y dispbsidic’m de la bolsa del cirro (figura 14, tabla XI).

Se desconoce el tipo de papilas presentes en la superficie tegumentaria, asi como la
forma de las espinas y no hay estudios moleculares de estas especies.

Se sugiere que, para complementar la informacion arrojada en el presente trabajo, se
obtuviera material de Langeronia brenesiy L. burseyi en sus localidades tipo, asi como de otras
localidades cercanas y se efectuaran estudios de MEB y de sistematica molecular para
corroborar la validez de estas especies y observar sus afinidades filogenéticas.

Con base en nuestros resultados, consideramos que L. macrocirra Caballero y Bravo-
Hollis, 1948, L. brenesi Goodman, 1989 y L. burseyi Dailey y Goldberg, 2000 son por ahora las
Unicas especies validas del género. L. parva Christian, 1970, L. jimenezi Iruegas y Salinas,
1989 y L. provitellaria Sacks, 1952 son sinénimas de L. macrocirra.
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Figura 12. Langeronia macrocirra. Vista ventral, cuerpo completo. Ejemplar procedente de: A = Rana
vaillanti, Laguna Yalahau, Yucatan. Escala = 0.3mm.
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Figura 12. Langeronia macrocirra. Vista ventral, cuerpo completo. Ejemplar procedente de: B = Rana
brownorum, Jardin Botanico, Tuxtla Gutiérfez, Chiapas. Escala = 0.5mm. (Continuacién).
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Figura 12. Langeronia macrocirra. Vista ventral, cuerpo completo. Ejemplar procedente de: C = Bufo
marinus, Lago de Catemaco, Veracruz. Escala = 0.3mm (continuacién).
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Figura 12. Langeronia macrocirra. Vista ventral, cuerpo completo. Ejemplar procedente de: D = Rana
vaillanti, Laguna Escondida, Veracruz (continuacion). Escala = 0.3mm.
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Figura 12. E = Langeronia provitellaria (Holotipo); Rana pipiens, Florida, USA (USNPC 47569). Vista
ventral, cuerpo completo. Escala = 0.5 mm. (Continuacién).
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Costa Rica (identificado por Christian (1970) como L. provitellaria)

(CHCR 200-19bis). Vista ventral, cuerpo completo. Escala = 0.5mm. (Continuacion).

il

Figura 12. F = Langeronia macrocirra



Figura 12. G = Langeronia macrocirra, Costa Rica (CHCR 200-19). Vista ventral, cuerpo completo.
Escala = 0.5mm. (Continuacién).

56



Figura 12. H = Holotipo de Langeronia parva (Christian, 1970) (USPNC 1033-23). Vista ventral, cuerpo
completo. Escala = 0.3 mm. (Continuacién).
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Figura 12. | = Paratipo de L. parva (Christian, 1970) (USNPC 1033-22). Vista ventral, cuerpo completo.
Escala = 0.3 mm. (Continuacioén).
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Rana muscosa; Montafias de San Bernardino, Ca. USA

Langeronia brenesi (Holotipo);
(USNPC 76941). Vista ventral, cuerpo completo. Escala = 0.2mm.

Figura 13.



b
¥

California, USA (USPN 89628). Vista ventral,

Figura 14. Langeronia burseyi (Holotipo); Hyla cadaverina;

0.3 mm.

cuerpo completo. Escala
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Figura 15. Microfotografias de Langeronia macrocirra. A) Vista ventral de un espécimen completo; B) Vista ventral de un
espécimen completo; C) Vista ventral. Regién anterior de la ventosa oral mostrando las papilas; D) Vista lateral. Mostrando

las papilas de la region de ventosa oral; E) Vista lateral mostrando el pliegue que se localiza al mismo nivel de la
desembocadura del poro genital; F) Vista lateral mostrando el pliegue que se localiza al mismo nivel de la desembocadura del
poro genital; G) Vista ventral del acetabulo mostrando las papilas; H) Vista ventral mostrando las papilas del acetabulo; 1)
Vista lateral de la localizacién del poro excretor; J) Vista frontal. Huevos operculados.
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Figura 15. Microfotografias de Langeronia macrocirra. M) y N) Vista ventral mostrando las espinas tegumentarias (region
anterior del cuerpo); O) y P) Vista ventral mostrando las espinas tegumentarias (a nivel del acetabulo); Q) y S) Vista ventral
mostrando las espinas tegumentarias (region posterior del cuerpo); T) vista ventral mostrando una papila ciliada entre las
espinas tegumentarias (continuacion).
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Figura 16. Variabilidad de la longitud de la prefaringe de Langeronia macrocirra. A = Bufo marinus, Lago de
Catemaco, Veracruz; B = Rana vaillanti, Laguna Escondida, Veracruz; C = R. vaillanti, Laguna Yalahau, Yucatan: D =
Bufo marinus, Coquimatian, Colima; E = R. vaillanti, Laguna Escondida, Veracruz. Escala = 0.1mm
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Figura 17. Variabilidad de las glandulas vitelégenas de Langeronia macrocirra. A = Bufo marinus, Lago de Catemaco,

Veracruz; B = Rana vaillanti, Laguna Yalahau, Yucatan; C

Rana sp. “forma Colima”, Coquimatlan, Colima; D =

marinus, Lago de Catemaco, Veracruz; E = Rana vaillanti, Laguna Escondida, Veracruz; F = Rana vaillanti, Laguna

Yalahau, Yucatan. Escala = 0.1mm.
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Figura 18. Variabilidad de la localizacién del poro genital de Langeronia macrocirra. A = Rana vaillanti, Laguna
Yalahau, Yucatan; B = Rana vaillanti, Laguna Escondida, Veracruz; C = Rana vaillanti, Laguna Yalahau, Yucatan; D
= Bufo maninus, Lago de Catemaco, Veracruz; E = Rana sp. “forma Colima”", Coquimatian, Colima. Escala = 0.1mm.
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Tabla XI. Tabla comparativa de las caracteristicas diagnésticas de las especies del género Langeronia

descripciones originales y del examen del material tipo).

(caracteristicas y medidas tomadas de las

‘Caracter L. macrocirra L. macrocirra L. macrocirra L. macrocirra+ L. provitellaria L. parva L. jimenezi L. burseyi L. brenesi
"No. catalogo | Presente trabajo CNHE 0013885 CHCR 200-19 CHCR 200-19 bis | USNPC 47569; 47570 | USNPC 1033-22; lruegas y USNPC 89628 USNPC 76941:
70588 Salinas (1989) 76941
Forma Lanceolado o Piriforme Piriforme Piriforme Piriforme Piriforme Pirfforme Piriforme Piriforme
piriforme*
" Prefaringe En ocasiones Ausente Ausente Ausente Ausente Presente Presente Ausente Ausente
evidente*
Ciegos Llegan al nivel de | Llegan al nivel de | Llegan al nivel de | Llegan al nivel de | Llegan al nivel de los | Llegan al nivel de | Llegan al nivel No alcanzan el No alcanzan el
los testiculos los testiculos los testiculos los testiculos testiculos los testiculos de los nivel de los nivel de los
testiculos testiculos testiculos
Esdéfago Corto o largo* Corto Corto Corto Corto Largo Corto Largo Corto
Poro genital | Cecal o intracecal* Cecal Cecal Intracecal Extracecal Cecal Intracecal Cecal Desemboca
anterior al
acetabulo, posterior
a los ciegos y
anterior al testiculo
izquierdo
Testiculos Testiculos Testiculo Lobulados Lobulados Fuertemente Testiculo derecho | Son lobulados Testiculos lisos, Un poco lobulados
lobulados o con derecho es Intracecales Intracecales lobulados redondeado a un intracecales transversalmente Extracecal
bordes lisos " trilobulado Intracecales poco con ovalados
Intracecales Intracecales muescas o bien Extracecal
lobulado
Intracecal
Ovario | Dextral Dextral Dextral Dextral Dextral Dextral es Dextral Dextral Dextral
Bordes irrequlares | Bordes regulares ovalado ovalado Un poco lobulado ovalado o ligeramente oval Un poco lobulado
o ovalado piriforme lobulado

(+)Malerial identificado por Christian (1970) como L provitellaria. (*) Depende de Ia fijacion del matenial biolégico
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Tabla XI. Tabla comparativa de las caracteristicas diagnosticas de las especies del género Langeronia (caracteristicas y medidas tomadas de las descripciones
originales y del examen del material tipo) (continuacién).

~ Caracter L. macrocirra L. macrocirra*™ L. macrocirra L. macrocirra L. provitellaria L. parva L. jimenezi L. burseyi L. brenesi
" Vejiga Y V (Caballero y Y Y Y Y Y Y Y n
excretora y Subterminal y en Bravo, 1949) subterminal subterminal subterminal Terminal o Terminal Terminal Terminal
poro ocasiones terminal Y (Christian, ligeramente
excretor 1970) subterminal
Subterminal
' Ventosa oral Subterminal Subterminal Subterminal Subterminal Subterminal Subterminal Terminal Subterminal Subterminal
Huevos Opeculados Operculados Pequefios, lisos Pequefios, lisos Pequeiios, lisos Pequefios, lisos | Son pequefios, Huevos lisos, Operculados y
Elipticos, rugosos elipticos elipticos elipticos elipticos operculados y elipticos palido café,
amarillentos embrionados
" Acetabulo Ecuatorial o Ecuatorial Ecuatorial Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ligeramente Ecuatorial
ligermante ecuatorial ecuatorial postecuatorial preecuatorial preecuatorial
postecuatorial
" Glandulas Desde la faringe Desde la Desde la sequnda | Desde la primera Desde la s del | Desde la 20 % Desde la Desde la el inicio del | Desde la ventosa
vitelbgenas hasta ¥z de los bifurcacién de los | parte del eséfago | parte del eséfago | esdfago hasta la ¥ de | del eséfago hasta faringe por esofago hasta 1/3de | oral hasta ¥ de

ciegos; | ciegos hasta la ¥ | hastala ¥ delos | hastala % de los los ciegos; la ¥z de los arriba del poro los ciegos: los ciegos;
Extracecales de los ciegos; ciegos; ciegos; extracecales ciegos; genital hasta la cecales y extracecales
exiracecales cecales y cecales y extracecales Y2 de los extracecales
extracecales extracecales ciegos;
! cecales y
extracecales
Largodel |0.526-1610(1.013)| 1.345-1.444 2.496 2.110 1.71-2.356 0.99-1.12 1.066-2.370 0.60-0.75 0.615-0.750
cuerpo
“Ancho del | 0.073-0.988 (0532) 0.78-0.318 1.232 1.106 0.244-0.390 - 0.787-1.476 0.38-0.55 0.47-0.52
| cuerpo(a
nivel del |
acetabulo) i
{-) no fue medido. (**) Eldibujo onginal de la especie se presenta la vesicula excretora en forma de Y.

67




Tabla XI. Tabla comparativa de las caracteristicas diagnosticas de las especies del género Langeronia (caracteristicas y medidas tomadas de las descripciones
originales y del examen del material tipo) (continuacion).

[ Caracter L. macrocirra L. macrocirra L. macrocirra L. macrocirra L. provitellaria L. parva L. jimenezi L. burseyi L. brenesi
Ancho del 0.091-0.988 0.796-0.896 1.338 1.235 1.025-1.235 0.422-0.462 - 0.9006 0.066-0.069
cuerpo (al (0.654)

nivel de los
testiculos)
" Cuticula 0003-0.005 0.003 -0.004 0.003 0.003 0.003- 0.005 0.003 0.002-0.006 0.002 0.0025
(0.003)
Eséfago | 0.019-0.290 (0.093) 0.97-0.202 0.308 0.020 0.102-0.286 0.132-0.182 0.055-0.195 0.023-0.028 0.065-0.090
largo
Esofago | 0.011-0.034 (0.019) 0.025-0.043 0.051 0.051 0.019-0.034 0.026-0.33 0.035-0.064 0.012-0.015 0.1029-0.1286
ancho
Largo de la 0.053- 0.166 0.131-0.143 0.120 0.093 0.129-0.190 0.80-0.106 0.100-0.185 0.095-0.105 0.075-0.115
ventosa oral (0.097)
Ancho de la | 0.065-0.178 (0.111) 0.143-0.148 0.120 0.131 0.163-0.218 0.099-0.112 0.123-0.195 0.070-0.093 0.0775-0.1123
ventosa oral
Largodel |0.065-0.178 (0.111) 0.148-0.160 0.121 0.120 0.163-0.190 0.092-0.112 0.092-0.201 0.075-0.105 0.065-0.105

i acetabulo

-~ "ngho de 0.065-0.166 (0.108) 0.156-0.197 0.116 0.124 0.169-0.211 0.099-0.119 0.121-0.187 0.078-0.098 0.0968-0.1007

. acetabulo

Largo de la 0.027-0.073 0062-0.074 0.058 0.058 0.058-0.210 0.040-0.046 0.047-0.086 0.060-0.068 0.024-0.025

faringe (0.044)
Ancho de la | 0.019-0.081 (0.046) 0.062-0.074 0.058 0.065 0.102-0.286 0.053-0.066 0.041-0.082 0.038-0.045 0.0348
faringe
Largode la |Hasta 0.054 (0.013) - - - - 0.020-0.046 Presente - -
prefaringe
Ancho de la | Hasta 0.581 (0.218) - : - 0.022-0.046 Presente - -
prefaringe
Largode los | 0.217-0 909 (0.434) | 0.619-0 631 1.288 0.862 0.903-1.120 0591-0.874 | 0.533-1230 0.411-0 384 0.130-0190
ciegos

(-) no fue medido
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Tabla XI. Tabla comparativa de las caracteristicas diagndsticas de las especies del género Langeronia (caracteristicas y medidas tomadas de las descripciones
originales y del examen del material tipo) (continuacion).

Caracter

L. macrocirra

L. macrocirra

L. macrocirra

L. macrocirra

L. provitellaria

L. parva

L. jimenezi

L. burseyi

L. brenesi

Ancho de
los ciegos

0.019-0.095 (0.046)

0.071-0.080

0.1414

0.128

0.061-0.150

0.077-0.102

0.41-0.131

0.077

0.0514

Largo del

ovario

0.046-0.174 (0.094)

0.102-0.152

0.162

0.151

0.143-0.230

0.106-0.119

0.148-0.246

0.056-0.090

0.086-0.090

Ancho del
ovario

0.038-0.232 (0.098)

0.102-0.143

0.209

0.166

0.156-0.252

0.113-0.132

0.172-0.287

0.056-0.100

0.098-0.108

Largo de los
huevos

0.011-0.023 (0.018)

0.016-0.017

0.023

0.023

0.019-0.022

0.014-0.016

0.017-0.021

0.023-0.028

0.024

Ancho de
los huevos

0.007-0.012 (0.009)

0.011-0.012

0.011

0.012

0.010-0.011

0.009-0.010

0.010-0.012

0.012-0.015

0.013

Largo del
testiculo
(lzquierdo)

0.054-0.224 (0.120)

0.152-0.188

0.271

0.139

0.136

0.112-0.132

0.205-0.353

0.092-0.155

0.095-0.108

Ancho del
testiculo
(1zquierdo)

0.042-0.213 (0.111)

0.114-0.202

0.220

0.193

0.254

0.130-0.132

0.197-0.443

0.098-0.0163

0.130-0.0142

Largo de
testiculo
(derecho)

0.058-0.251 (0.121)

0.123-0.160

0.275

0.155

0.177

0.129-0.132

0.164-0.369

0.110-0.125

0.085-0.096

Ancho de
testiculo
(derecho)

0.038-0.259 (0.115)

0.082-0.205

0.205

0.174

0.132

0.130-0.132

0.164-0.361

0.125-0.188

0.135-0.165

(-) no fue medido.
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Tabla XI. Tabla comparativa de las caractei licas diagndsticas de las especies del género Langeronia (caracteristicas y medidas tomadas de las

descripciones originales y del examen del material tipo) (continuacién).

 Caracter

L. macrocirra

L. macrocirra

L. macrocirra

L. macrocirra

L. provitellaria

L. parva

L. jimenezi

L. burseyi

L. brenesi

Distancia del
EA al limite
anterior de

las GV (lado
lzquierdo)

0.079-0.526 (0.180)

0.295

0.334

0.308

0.437

0.411

0.180

0.141

Distancia del
EA al limite
anterior de

las GV (lado

derecho)

0.079-0.319
(0.172).

0.315

0.385

0.283

0.463

0.424

0.180

0.128

Distancia del
limite
posterior de
las GV al EP
(lado
izquierdo)

0.318-0.972 (0.606)

0.827

1.646

1.312

2.084

0.990

0.746

0617

Distancia del
limite
posterior de
las GV al EP
(lado
derecho)

0.302-1.00 (0.604)

0.784

1.595

1.363

2.290

0.746

0.656

(-) no fue medido EA = Extremo anterior del cuerpo; GV = Glandulas vitelégenas; EP = Extremo posterior del cuerpo.
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6. CONCLUSIONES

Se establece el registro de Langeronia macrocirra en ocho nuevas localidades (San José
Independencia, Chapultepec, Tehuantepec, Oaxaca; Laguna Yalahau, Yucatan;
Coquimatlan y La Parotita, Colima; Jardin Botanico, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas; La Laguna,
Higueras, Nuevo Leon) y tres especies de hospederos no registrados anteriormente: Rana
brownorum, Rana sp. y Rana sp. “forma Colima™.

El analisis de componentes principales sugiere la existencia de variacion intraespecifica de
una especie del género, Langeronia macrocirra.

Las secuencias del la region ITS-2 del rDNA no son informativas a este nivel taxondémico del
género Langeronia.

Acorde con las secuencias parciales de CO1 del mtDNA se encontré que existen 3 grupos,
que no concuerdan con los grupos morfolégicos identificados con la taxonomia actual, y que
no presentan una estructura geografica definida.

La ausencia de estructura geografica y la discontinuidad filogenética, sugiere la existencia
de una reciente introgresion de mtDNA, una retencién de polimorfismos ancestrales, o una
combinacion de ambos procesos.

A partir del estudio taxondomico morfolégico y molecular de las especies se reconocen como
validas solo tres especies del género Langeronia: L. brenesi, L. burseyi y la especie L.
macrocirra.

Langeronia macrocirra es una especie polimorfica que presenta variacion principalmente en
la forma del cuerpo, presencia o ausencia de la prefaringe, en la localizacion del poro genital
y en la distribucion y forma de las glandulas vitelogenas.

Para poder resolver las afinidades geograficas de las poblaciones de L. macrocira, se

sugiere ampliar el numero de muestras, asi como probar otros' marcadores moleculares.

*Consultar el trabajo de Zaldivar-Riveron et al. (2004), para la identidad de estas especies de ranas.
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8. APENDICES

Apéndice 1. Alineamiento de las secuencias de nucleotidos de la region ITS-2 del rDNA de Langeronia
sp. Provenientes de 5 localidades de México y 1 de Costa Rica. (-) delecion o insercion; A = adenina, T =
Timina, C = Citosina, G = Guanina. La identidad y procedencia de los acrénimos se detalla en la tabla VI
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos del gen COIl del miDNA de Langeronia sp
Provenientes de 10 localidades de México y 1 de Costa Rica. A = adenina, T = Timina, C = Citosina, G =
Guanina. La identidad y procedencia de los acrénimos se detalla en la tabla VI
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Apéndice 2. Alineamiento de las secuencias de nucledtidos del gen COI del mIDNA de Langeronia sp
Provenientes de 10 localidades de México y 1 de Costa Rica. A = adenina, T = Timina, C = Citosina, G =
Guanina. La identidad y procedencia de los acrénimos se detalla en la tabla VI. (Continuacién)
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Apéndice 3. Tabla de la morfometria de los tres tipos identificados del género Langeronia Caballero y

Bravo-Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), procedente de nueve localidades de Mexico.

Morfotipo L. cf. macrocirra L. cf. jimenezi L. cf. parva
N 41 42 51
Caracteres
morfométricos
Longitud del cuerpo 0.717 -1.610 0.653-1.49 0.526 - 1.595
(1.062) (1.039) (0.972)
Ancho del cuerpo 0.104 - 0.988 0.35-0.861 0.073-0.717
(0.653) (0.613) (0.037)
Longitud de la ventosa oral 0.069- 0.155 0.069-0.143 0.053 - 0.166
(0.108) (0.101) (0.087)
Ancho de la ventosa oral 0.077 -0.178 0.077 - 0.162 0.065-0.131
(0.113) (0.110) (0.090)
Largo del acetabulo 0.081-0.193 0.077-0.174 0.065-0.166
(0.121) (0.114) (0.010)
Ancho del acetabulo 0.077 -0.182 0.077 - 0.155 . 0.065-0.158
(0.118) (0.113) (0.100)
Longitud de la faringe 0.073-0.034 0.034-0.073 0.058 0.027- 0.058
(0.049) (0.044) (0.040)
Ancho de la faringe 0.019-0.08 0.031 -0.081 0.027 - 0.058
(0.050) (0.051) (0.042)
Longitud del eséfago 0.019-0.290 0.038 - 0.290 0.027 - 0.279
(0.079) (0.094) (0.098)
Ancho del esofago 0.011-0.038 0.011-0.034 0.011-0.031
(0.018) (0.019) (0.018)
Longitud del ciego derecho 0.030-0.765 0.303-0.709 0.217 - 0.909
(0.477) (0.436) (0 420)
Ancho del ciego derecho 0.027-0.079 0.031-0.079 0.019-0.073
(0.050) (0.051) (0.039)

N = numero de individuos examinados; Las medidas presentadas serialan el promedio en mm

87



Apéndice 3. Tabla de la morfometria de los tres tipos identificados del género Langeronia Caballero y Bravo-
Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), procedente de nueve localidades de México. (Continuacién).

Morfotipo L. cf. macrocirra L. cf. jimenezi L. cf. parva
Longitud del ciego 0.030-0.733 0.271-0.713 0.244 — 0.766
izquierdo (0.474) (0.429) (0.414)
Ancho del ciego izquierdo 0.031-0.085 0.031-0.095 0.019-0.063

(0.050) (0.053) (0.038)
Longitud del testiculo 0.077 - 0.240 0.065 - 0.251 0.058 - 0.201
e (0.142) (0.134) (0.097)
Ancho del testiculo 0.058 - 0.259 0.065 - 0.259 0.038 - 0.143
derecho (0.135) (0.130) (0.088)
Longitud del testiculo 0.077-0.213 0.073-0.224 0.054 - 0.201
Izquisrdo (0.139) (0.012) (0.099)
Ancho del testiculo 0.050-0.232 0.058 - 0.213 0.042 - 0.155
i (0.122) (0.127) (0.090)
Longitud del ovario 0.062 - 0.197 0.046 -0.174 0.046 - 0.155
(0.113) (0.094) (0.082)
Ancho del ovario 0.042 - 0.232 0.046 — 0.232 0.038-0.120
(0.112) (0.114) (0.073)
Distancia del extremo 0.079-0.255 0.095-0.526 0.095-0.319
anterior del cuerpo del (0.166) (0.181) (0.181)
limite anterior del lado
derecho
Distancia del extremo 0.079-0.255 0.398 - 0.957 0.095 - 0.319
anterior del cuerpo del (0.167) (0.621) (0.186)
limite anterior del lado
izquierdo
Distancia del limite 0.430-1.00 0.366 - 0.877 0.302 - 0.941
post'erior de las glandulas (0.643) (0.637) (0.578)

vitelogenas al extremo
posterior del cuerpo del
lado derecho

Las medidas presentadas sefalan el promedio en mm
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Apéndice 3. Tabla de la morfometria de los tres tipos identificados del género Langeronia Caballero y Bravo-
Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), procedente de nueve localidades de México. (Continuacion).

Morfotipo L. cf. macrocirra L. cf. jimenezi L. cf. parva
Distancia del limite 0.398 - 0.941 0.287 - 0.941 0.318-0.972
posterior de las glandulas (0.637) (0.469) (0.568)
vitelogenas al extremo
posterior del cuerpo del
lado izquierdo
Distancia del poro genital 0.306 - 0.717 0.095-0.239 0.255-0.988
hasta el extremo anterior (0.471) (0.158) (0.441)
Distancia del poro genital 0.077 -0.239 0.015-0.023 0.042-0.174
al borde izquierdo del (0.154) (0.019) (0.110)
cuerpo del lado izquierdo
Longitud de los huevos 0.015-0.023 0.015-0.023 0.011-0.023

(0.018) (0.019) (0.018)
Ancho de los huevos 0.007 -0.012 0.007 - 0.012 0.007 - 0.011
(0.009) (0.009) (0.009)

Longitud de la prefaringe* No evidente y hasta No evidente y hasta No evidente y hasta

0.050 ( 0.009) 0.054 (0.012) 0.042 (0.016)

Ancho de la prefaringe* No evidente y hasta 0.046  No evidente y hasta 0.058  No evidente y hasta 0.042

(0.015) (0.025) (0.021)

Las medidas presentadas sefalan el promedio en mm. * Depende del la fijacion del material biolégico.
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Apéndice 4. Tabla de la morfometria de Langeronia macrocirra Caballero y Bravo-Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), a partir de

material depositado en la Coleccion Nacional de Helmintos, IB-UNAM; procedente de cinco especies de anfibios en seis poblaciones de

México*u
Hospedero RSP RP BM RB RV1 RV2
Tipo+ macrocirra macrocima jimenezi macrocimra parva parva
Localidad CLEM RPNL LCV ETV LEV LEV
N 3 5 8 7 6 1
Caracteres
morfométricos
Longitud del cuerpo 1.345 0.817 1.595 0.885 1.108 1.027
Ancho del cuerpo 0.771 0.476 0.970 0.497 0.543 0.482
Longitud de la 0.139 0.092 0.125 0.079 0.088 0.084
ventosa oral
Ancho de la ventosa 0.646 0.113 0.158 0.106 0.091 0.095
oral
Largo del acetabulo 0.153 0.093 0.163 0.126 0.105 0.108
Ancho del acetabulo 0.177 0.101 0.164 0.128 0.104 0.108
Longitud del 0.135 0.064 0.170 0.070 0095 0.105
testiculo izquierdo
Ancho del testiculos 0.193 0.059 0.237 0.122 0.106 0.115
izquierdo
Longitud del 0.126 0.068 0.215 0.087 0.098 0.099
lesticulo derecho
Ancho del testiculo 0.222 0.061 0.255 0.110 0.107 0.129
derecho

+ Tipo morfologico previamente identificado, para la especie L. macrocirra

+ RSP, Rana sp . RP, R. pipiens; BM, Bufo mannus, RB, Rana beriandieri; RV1, R, vaillanti, recolectados por Razo (1997);, RV2, R. vaillanti recolectados por Paredes (1998).

N = numero de individuos examinados.

.1 CLEM, México (CNHE 0013885); RPNL, Rio Pesquerias, Nuevo Leon (CNHE 001127); LCV, Lago de Catemaco, Veracruz (CNHE 001525); ETV, Estacion de Los Tuxtlas,
Veracruz (CNHE 001526, 001527), LEV, Laguna Escondida, Veracruz, CNHE 4093, 4092, 3307.

Las medidas presentadas sefalan el promedio en mm
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Apéndice 4. Tabla de la morfometria ae Langeronia macrocirra Caballero y Bravo-Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), a partir de

material depositado en la Coleccion Nacional de Helmintos, IB-UNAM; procedente de cinco especies de anfibios en seis poblaciones de México*u
(continuacion).

Hospedero RSP RP BM RB RV1 RV2
Tipo+ macrocirra macrocirra Jjimenezi macrocirra parva parva
Longitud del ovario 0.107 0.061 0.196 0.091 0.088 0.109
Ancho del ovario 0.128 0.052 0.204 0.073 0.082 0.097
Distancia del 0.315 0.161 . 0.150 0.173 0.221 0.190

extremo anterior del

cuerpo del limite

anterior del lado

izquierdo

Distancia del 0.295 0.139 0.178 0.199 0.232 0.203
extremo anterior del

cuerpo del limite

anterior del lado

derecho

anterior.

Distancia del limite 0.827 0.470 1.065 0.513 0.648 0.580
posterior de las

glandulas

vitelogenas al

extremo posterior

del cuerpo del lado

izquierdo

+ Tipo morfologico previamente identificado, para la especie L. macrocirra

+ RSP. Rana sp. . RP. R. pipiens; BM, Bufo marinus; RB, Rana berfandieri, RV1, R. vaillanti, recolectados por Razo (1997); RV2, R vaillanti recolectados por Paredes (1998).

N = numero de individuos examinados

v CLEM. México (CNHE 0013885); RPNL. Rio Pesquerias, Nuevo Leon (CNHE 001127); LCV, Lago de Catemaco, Veracruz (CNHE 001525). ETV, Estacion de Los Tuxtlas,
Veracruz (CNHE 001526, 001527); LEV, Laguna Escondida, Veracruz, CNHE 4093, 4092, 3307.

Las medidas presentadas sefialan el promedio en mm.
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Apéndice 4. Tabla de la morfometria de Langeronia macrocirra Caballero y Bravo-Hollis, 1949 (Trematoda: Lecithodendriidae), a partir de

material depositado en la Coleccién Nacional de Helmintos, IB-UNAM; procedente de cinco especies de anfibios en seis poblaciones de México*
(continuacién).

Hospedero RSP RP BM RB RV1 RV2
Tipo+ macrocirra macrocirra Jjimenezi macrocirra parva parva
Distancia del limite 0.784 0.496 1.129 0.526 0.656 0.636

posterior de las

glandulas

vitelogenas al

extremo posterior

del cuerpo del lado

derecho

Distancia del poro 0.034 0.031 0.071 0.037 0.032 0.037
genital hasta el

extremo anterior

Distancia del poro 0.094 0.085 0.152 0.109 0.131 0.115
genital al borde

izquierdo del cuerpo

del lado izquierdo

Longitud de los 0.015 0.017 0.021 0.019 0.018 0.018
huevos
Ancho de los 0.060 0.013 0.010 0.009 0.009 0.009
huevos

+ Tipo morfologico previamente identificado, para la especie L. macrocirra

+* RSP, Ranasp. . RP, R pipiens, BM, Bufo marinus, RB, Rana berfandieri; RV1, R. vaillanti, recolectados por Razo (1997); RV2, R. vaillanti recolectados por Paredes (1998).

N = numero de individuos examinados.

' CLEM, México (CNHE 0013885), RPNL, Rio Pesquerias, Nuevo Leén (CNHE 001127); LCV, Lago de Catemaco, Veracruz (CNHE 001525); ETV, Estacion de Los Tuxtlas,
Veracruz (CNHE 001526, 001527); LEV, Laguna Escondida, Veracruz, CNHE 4093, 4092, 3307.

Las medidas presentadas sefialan el promedio en mm.



	Portada
	Índice General
	Resumen
	1. Introducción
	2. Planteamiento del Problema
	3. Objetivos
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados y Discusión
	6. Conclusiones
	7. Literatura Citada
	8. Apéndices



