UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

“ESTUDIO MORFOLOGICO Y MOLECULAR DE Paragonimus mexicanus
MIYAZAKI E ISHII, 1968 (DIGENEA: PARAGONIMIDAE) DE CHIAPAS,
COLIMA Y VERACRUZ, MEXICO”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(SISTEMATICA)
P R E S E N T A

JORGE DAMIAN LOPEZ CABALLERO

DIRECTORA DE TESIS: Dra. VIRGINIA LEON REGAGNON

MEXICO, D. F. AGOSTO, 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN/M: . COORDINACION

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracién Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunidn ordinaria del Comité Académico del Posgrado
en Ciencias Biolégicas, celebrada el dia 1° de junio de 2009, se aprob6 el siguiente jurado para
el examen de grado de MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS (SISTEMATICA) del alumno
LOPEZ CABALLERO JORGE DAMIAN con numero de cuenta 98066083 con |a tesis titulada
"Estudio morfolégico y molecular de Paragonimus mexicanus Miyazaki e Ishii, 1968
(Digenea: Paragonimidae) de Chiapas, Colima y Veracruz, México”, realizada bajo la
direccion de la DRA. VIRGINIA LEON REGAGNON:

Presidente: DR. RAFAEL LAMOTHE ARGUMEDOQ

Vocal: DRA. MARIA DEL CARMEN GUZMAN CORNEJO
Secretario:  DRA. VIRGINIA LEON REGAGNON

Suplente: M. EN C. LUIS GARCIA PRIETQ

Suplente: DRA. BLANCA ESTELA HERNANDEZ BAROS

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
‘POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 19 de junio de 2009.

c.c.p. Expediente del interesado.

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre [1 de Humanidadcs__: Ciudad Universitaria C.P, 04510 México, D.F,
Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



RECONOCIMIENTOS

Al Posgrado en Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional Auténoma de
México, por contribuir a mi formacion académica y por el apoyo brindado durante la

realizacién del presente proyecto.

Al Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo econémico

proporcionado para el desarrollo de mis estudios de posgrado.

Al proyecto PAPIIT-UNAM No. IN221307 “Aspectos bioldgicos de dos zoonosis
parasitarias de México: gnathostomiasis y paragonimiasis” por el financiamiento para

la realizacion del presente trabajo.

A mi comité tutoral, por el asesoramiento y gran apoyo que me brindaron durante la

realizacion de este proyecto:

Dra. Virginia Ledn Regagnon
Dra. Blanca Estela Hernandez Baiios

Dr. Marcos Rafael Lamothe Argumedo



AGRADECIMIENTOS

En primera instancia agradezco a mi tan querida Universidad Nacional Auténoma de
México, por ser mi Alma Mater, porque la UNAM no solo es una institucion donde se
adquieren conocimientos, sino somos todos aquellos que compartimos apasionadamente
nuestro saber para hacer de este mundo un mejor hogar. Y por el gran orgullo de ser “Puma”

con la sangre azul y piel dorada. Gracias a ti mi “Maxima Casa de Estudios”.

Al Instituto de Biologia (IB-UNAM), por permitirme ser parte de unas de las instituciones
mas importantes en la generacion, entendimiento y manejo del conocimiento sobre la

biodiversidad de nuestro hermoso pais y del mundo.

A la Coleccidn Nacional de Helmintos, por permitirme seguir descubriendo cosas nuevas que

me apasionan y por saber mas del maravilloso mundo de los Helmintos.

Con gran afecto y admiracion agradezco infinitamente a mi directora de tesis, Dra. Virginia
Ledn Regagnon, por su direccion siempre tan paciente, por creer en mi, por depositar su

confianza y por darme la oportunidad de seguir preparandome académica y personalmente.

Al Dr. Marcos Rafael Lamothe Argumedo y Dra. Blanca Estela Hernandez Bafios, por sus
aportaciones valiosas en el escrito de mi tesis, asi como por los comentarios y consejos tan

acertados para el trabajo de campo.

Agradezco de todo corazon a David Osorio Sarabia, por su apoyo incondicional, por su
disposicion de tiempo para discutir cosas que me han ayudado en la realizacién de mi tesis y
sobre todo por sus consejos tanto profesionales como personales que me han ayudado a

seguir aprendiendo. Gracias por ser una gran persona conmigo.

De igual manera, agradezco con gran admiracion a Luis Garcia, que siempre ha estado en la

mejor disposicion de ayudarme pese a su tiempo tan ocupado en la produccion de nuevo



conocimiento sobre los Helmintos, al igual que por saber de los nuevos chismes de la

farandula y por esas sonrisas que provoca a la hora del cafecito “otro ratito, a las nueve y

ya”.

Al Dr. Luis Jorge Garcia Marquez por su gran apoyo en el trabajo de campo en Colima y por

permitirme ocupar sus instalaciones para la revision de material.

A los Ing. Bruno y Ricardo Giesemann, por permitirnos ocupar sus instalaciones de las
fincas cafetaleras Argovia y Eduviges, respectivamente, durante el trabajo de campo
realizado en Tapachula, Chiapas. De igual manera, agradezco al Ing. Enrique Jiménez de
Finca Brasil, de la misma entidad, por el apoyo proporcionado para la realizacion de trabajo

de campo y por las comodidades que nos brindé en sus instalaciones.

A la Jefa de la Estacion de Biologia Los Tuxtlas, Veracruz, Biol. Rosamond Coates, por
permitirme la utilizacién de las instalaciones a su cargo, para el desarrollo de trabajo de

campo en esta localidad.

Agradezco infinitamente a todas las personas que contribuyeron de alguna manera a la
obtencién del material que se trabajo en el presente estudio. Especialmente a los sefiores
Lazaro Martinez y Dimas Hernandez de Finca Brasil, Rolando Gramajo y Guadalupe Gomez
de Finca Eduviges, al igual que a los sefiores Domingo y Juan Velasco que me ayudaron a

recolectar en Los Tuxtlas, VVeracruz.

A los Drs. Fernando Alvarez y José Luis Villalobos, por la atencion y ayuda proporcionada

en la identificacion de las especies de cangrejos estudiados en el presente proyecto.

A la M. en C. Laura Marquez, por su gran ayuda en la obtencidon de secuencias y por sus
consejos tan acertados en técnicas de biologia molecular.

A la M. en C. Berenit Mendoza, por tomar las fotos de microscopia electronica de barrido de

material presentado en este trabajo.



A Silvia Espinosa, por las excelentes imagenes de microscopia electrénica de barrido de

material de Veracruz presentado en la presente tesis.

A Rocio “Chio”, por su atencién (siempre tan amable) para la realizacion de mis tramites de

posgrado.

A la Dra. Maria del Carmen Guzméan Cornejo, por aceptar ser parte de mi jurado y, por la

revision y comentarios aportados a mi escrito.

A Lore, por todo su gran apoyo y disposicion de tiempo para discutir cosas que me han

ayudado en mi formacion académica y, por esos momentos de risas.

A mis comparieros de laboratorio: Aline, Chayito, Lore, Andrés, Roge, Elizabeth, Ulises,
David “alias el Batista, tranquilo y positivo”, Angeles, Tony y Lety, por hacer mas grata mi
estancia en el lab.

Agradezco con gran admiracion a la Dra. Rosario Mata Lopez, porque aparte de ser la
persona mas importante y especial en mi vida personal, es para mi, la persona méas admirable
académicamente, ya que en todo momento estuvo a mi lado apoyandome
incondicionalmente. Gracias de todo corazon, por su invaluable ensefianza en el trabajo de
laboratorio de biologia molecular, por todas las ideas, consejos, discusiones y criticas que le
aporto a este trabajo. Gracias por ensefiarme que lo mejor del saber hacer las cosas, es

compartirlo.

A mi tan querido Tobish Tobish, porque mas que mi mascota, el gran amor y carifio que le

tengo lo ha convertido en parte de mi linda familia.



A mi esposa Rosario, el amor de mi vida. Gracias por llegar a mi y
convertirte en mi pilar, en mi gran apoyo, en mi mejor amiga Yy, por
compartir lo ma&s hermoso que ha llegado a nuestras vidas, nuestra linda
nenetina. Es dificil escribirte palabras que reflejen lo que siento por ti, pero
sé muy bien que sabes todo lo que significas para mi. Te adoro mi “linda
peque”.

Con especial dedicatoria para la nena mas hermosa!! Espero que Dios te
bendiga por siempre y que algin dia te haga comprender el inmenso amor
que has traido a mi vida y que al leer esto te des cuenta que tu has llegado a
mi para ser mi inspiracion para mirar mas haya de lo imaginable y lograrlo
por ti. Te amo mi linda nena!!

A mis Padres Martha Caballero y Jorge Lopez, por darme lo mas hermoso:
mi vida y el placer de compartir con ellos, un sentimiento tan lindo como lo
es el amor. Gracias por transmitirme sus valores tan hermosos. Son
admirables!

A mis hermanas Carolina “la gangons” e Iriliana “la eshe”, por apoyarme en
todo momento, por ser tan lindas conmigo y por todas esas sonrisas que
compartimos al ver al bobo de su hermanito!

A Dios... él sabe porque!



“ESTUDIO MORFOLOGICO Y MOLECULAR DE
Paragonimus mexicanus MIYAZAKI E ISHII, 1968 (DIGENEA:
PARAGONIMIDAE) DE CHIAPAS, COLIMA'Y VERACRUZ,

MEXICO”



CONTENIDO

R0 =] TP 1
A G . .. o 3
[ FaY 4 golo [U]e1od (o] PR 5

- Importancia médica, sintomas y tratamiento de la paragonimiasis
- Taxonomia

- Ciclo de vida de Paragonimus mexicanus

QL =T00 T 1= (PPN Ko
- Historia y controversias taxondémicas de P. mexicanus

- Registros de P. mexicanus en México

JUSTI I CACTION . .o e e e e e e e e e 19

HIPOTESIS. ..ot e e e e e e e e e e e e 20

] 0] T2 {10 L P24 0

V=1 (o o] oo - 22 &
- Obtencién de material biol6gico
a) Salidas al campo. Captura y revision de animales silvestres
b) Estudio de material preservado de Paragonimus mexicanus y P. westermani
- Morfologico
- Molecular

- Determinacion de grupo externo

=T V11 7= (o [0 PP 28
- Recolecta de hospederos y obtencion de material bioldgico



- Morfologia

- Andlisis filogenético con datos moleculares

DS CUSION . .. ot e e e e e e e e e e e 4B

CONCIUSIONES . . . e e 53

I Y = U] = o] ] - Lo L= TR 55

Apéndice 1. Ejemplares de la CNHE revisados e incluidos en el estudio morfoldgico......68

Apéndice 2. Técnicas de tincion para trematodos.............cooeevvieeiiiieeieieiieennee..69

Apendice 3. Técnicas de biologia molecular.............cccviiiii i, 72
Apéndice 4. Secuencias de P. mexicanus obtenidas del GenBank.............................. 80
Apéndice 5. Alineamiento de secuencias de ITS2 de Paragonimus..............ccovvvevennnns 81
Apéndice 6. Alineamiento de secuencias de COIl de Paragonimus.............c.cccvovennnn, 86



RESUMEN

El género Paragonimus comprende al menos 50 especies parasitas de los pulmones de
mamiferos en las zonas tropicales y subtropicales de Asia, Africa y América. Este género de
digéneo es muy importante desde el punto de vista clinico, ya que varias de sus especies
infectan al hombre provocandole una enfermedad llamada paragonimiasis. Su taxonomia ha
estado tradicionalmente enfocada sobre la morfologia del adulto y las caracteristicas de la
metacercaria. Actualmente, basados en la sistematica filogenética, varios estudios
moleculares han sido realizados sobre especies Asiaticas (principalmente en aquellas que
constituyen un problema de salud pablica), obteniéndose arboles filogenéticos constituidos a
partir de secuencias parciales de mMDNA de la citocromo C-oxidasa subunidad 1 (COI) y de
rDNA del segundo espaciador transcrito interno (ITS2), tratando de conciliar la informacién
molecular con los caracteres morfoldgicos de los ejemplares, para identificar caracteristicas

morfoldgicas diagnosticas para las especies o0 grupos de especies.

De las nueve especies distribuidas en América, Paragonimus mexicanus es la de
mayor importancia médica, ya que provoca la paragonimiasis en paises como MEéxico,
Guatemala, Costa Rica, Panama, Ecuador y Per(. Desde su descripcion original realizada por
Miyazaki e Ishii en 1968, y en estudios posteriores, se observo una variacion morfoldgica en
las poblaciones mexicanas, lo que llevd a pensar que se trataba de una especie ampliamente
distribuida con una gran plasticidad fenotipica. Dentro de este marco, se realizd un estudio
con base en caracteres morfoldgicos (obtenidos de ejemplares adultos y metacercarias) y
moleculares (a partir de las secuencias del espaciador ITS2 y del gen COI) para evidenciar si
tres de las poblaciones de Paragonimus mexicanus (Chiapas, Colima y Veracruz),
corresponden a un solo taxén ampliamente distribuido en México, o bien, se trata de varias
especies. El material estudiado, tanto morfologica como molecularmente, procede de
recolectas y ejemplares en préstamo de la Coleccién Nacional de Helmintos, Instituto de
Biologia, UNAM. En total se obtuvieron 32 secuencias del marcador ITS2 y de COI para
Paragonimus. Estas fueron alineadas, obteniendo para el primer marcador una matriz de 285
sitios por 45 taxones (incluyendo siete secuencias de Guatemala, cinco de Ecuador y una del
grupo externo: P. westermani, obtenidas del GenBank). Del mismo modo, se obtuvo para las

secuencias de COIl una matriz de 383 caracteres por 45 taxones. Ambas matrices se



analizaron por separado en PAUP. En cuanto al primer marcador, se encontraron por medio
de un analisis de maxima parsimonia con busqueda heuristica de arboles, seis cladogramas
igualmente parsimoniosos, por lo que se construy6 un arbol de consenso estricto, el cual
presento valores de L= 34; Cl= 0.94; RI= 0.97 y RC= 0.91; mientras que para la matriz de
COIl se obtuvo un arbol de consenso estricto a partir de dos topologias igualmente
parsimoniosas producidas de una busqueda heuristica “Ratched” con 1000 réplicas al azar,
con valores de L= 133, CI=0.79, RI=0.94 y RC= 0.609.

El anélisis cladistico mostré que el marcador molecular ITS2 no proporciona
suficiente informacion para los objetivos del presente trabajo, ya que se obtuvo una
politomia total de las secuencias para las poblaciones estudiadas. Por el contrario, el analisis
de las secuencias de COI, mostraron que las poblaciones analizadas se anidan en tres
subclados, posicion que refleja su distribucion geogréfica. El subclado formado por las
poblaciones de Colima corresponde a P. mexicanus sensu stricto y los otros dos a taxones en
proceso de diferenciacion, suposiciones apoyadas en la diferencia genética que existe entre

éstas, asi como, en la distincion de un morfotipo en cada una de estas poblaciones.



ABSTRACT

The genus Paragonimus comprises at least 50 parasitic species inhabiting lungs of mammals
from tropical and subtropical regions of Asia, Africa and America. This genus is very
important from a clinical point of view because several species infect humans causing a
disease called paragonimiasis. The taxonomy of this genus has traditionally focused on adult
morphology and metacercariae characteristics. Currently, based on phylogenetic systematics,
several molecular studies have been conducted on Asiatic species (particularly those that
constitute a public health problem), obtained as result of these studies, phylogenetic trees
based on partial sequences of the cytochrome C mDNA oxidase subunit I (COI) and the
rDNA second internal transcribed spacer (ITS2), trying to reconcile the molecular
information with the morphological characters of the specimens in order to identify

diagnostic  morphological ~ traits  for  species or  groups of  species.

From the nine species distributed in America, Paragonimus mexicanus is the most
important from a medical point of view, causing paragonimiasis in countries like Mexico,
Guatemala, Costa Rica, Panama, Ecuador and Peru. Since its original description given by
Miyazaki and Ishii in 1968, and in posterior studies, morphological variations in Mexican
populations was observed; this suggested that probably it is a widely distributed species with
a great phenotipyc plasticity. Based on this framework, a morphological (considering adult
and metacercariae stages) and molecular (based on the sequences of the ITS2 and COIl) study
was conducted to establish if three of the populations of Paragonimus mexicanus (from
Chiapas, Colima and Veracruz), corresponding to a single widely distributed taxon in
Mexico, or if they represent several species. Material recently collected and preserved
specimens deposited in the Coleccion Nacional de Helmintos, Instituto de Biologia, UNAM,
were examined for morphologic and molecular studies. A total of 32 sequences of P.
mexicanus for each 1TS2 and COl markers was obtained. Sequences of 1TS2 were aligned,
getting a matrix of 45 taxa and 285 pb (including seven sequences from Guatemala, five
from Ecuador and one for the outgroup: P. westermani, all of them obtained from GenBank).
The COI sequence matrix is conformed by 45 taxa and 383 characters. Both matrices were
analyzed separately in PAUP. From a maximum parsimony analysis with heuristic search, a

strict consensus tree were built from six equally parsimonious trees, which have values of L



=34, Cl = 0.94, RI = 0.97, and RC = 0.91; on the other hand, from the COI matrix, a strict
consensus tree was built from two equally parsimonious topologies produced from a
heuristic search "Ratched™ with 1000 random replicates, with values of L = 133, Cl = 0.79,
R1=0.94, and RC = 0.69.

The cladistic analysis showed that the ITS2 marker not provide sufficient information
for the purpose of this work, since this analysis produced a total politomy of the sequences
for the populations studied. In contrast, analysis of the COI sequences showed that the
populations analyzed were grouped into three subclades, position that reflects their
geographic distribution. One clade (Colima’s population) corresponds to P. mexicanus sensu
stricto and the other two are taxa in a process of differentiation, assumptions supported by
the genetic differences found between them, as well as by the distinction of one morphotype

in each population.



INTRODUCCION

Los miembros del género Paragonimus Braun, 1899 (Paragonimidae Dollfus, 1939)
son digéneos que en su fase adulta se alojan en los pulmones de mamiferos, entre ellos el
hombre (Yamaguti, 1971). El género esta conformado por al menos 50 especies, las cuales
han sido descritas principalmente de paises tropicales y subtropicales de Asia, Africa y

América, aunque algunas de estas especies ya no son validas (Blair et al., 1999b).

En el aspecto clinico, este género de digéneo es muy importante porque varias de sus
especies (por ejemplo, P. westermani, P. skrjabini y P. heterotremus en Asia; P. africanus y
P. uterobilateralis en Africa y P. mexicanus y Paragonimus sp. de Venezuela, en
Latinoamérica) presentan una incidencia alta de infeccion en el hombre (Yokogawa, 1965;
Hu et al., 1982; Miyazaki, 1982; Alarcon et al., 1985a; Alarcon et al., 1985b; Hahn et al.,
1991; Kim et al., 1991; Cha et al., 1994; Jeong et al., 1999; Kim et al., 1999; Rha et al.,
1999; Kim et al., 2002; Sasaki et al., 2002; Takemasa et al., 2002; Kim et al., 2004; Pham et

al., 2007).

Importancia médica, sintomas y tratamiento de la paragonimiasis

La paragonimiasis es una enfermedad zoondtica de gran importancia médica en la
mayoria de los paises asiaticos y potencial en otros paises donde existen algunas especies del
género que la provocan, asi como los hospederos intermediarios que éstas necesitan para
completar su ciclo de vida como sucede en Latinoamérica. La enfermedad constituye un
problema de salud publica dada la gran cantidad de personas afectadas (mas de 22 millones

en todo el mundo), y se asocia con un nivel de vida bajo asi como al consumo de cangrejos



de rio, principalmente. Por consiguiente, su impacto en el sector salud y econdémico es
considerable en términos de morbilidad y pérdida de productividad, respectivamente (Vélez

et al., 2002).

Los focos naturales de esta zoonosis se localizan en las regiones tropicales y sub-
tropicales. El habitat donde se desarrolla el parasito incluye arroyos con cantos rodados en
donde las comunidades bentdnicas de macro-invertebrados (moluscos y crustaceos, que
acttan como hospederos intermediarios) son las apropiadas (Vélez et al., 2003). Se sabe que
la infeccion es adquirida por el hombre al ingerir cangrejos dulceacuicolas crudos o
insuficientemente cocidos infectados con metacercarias o bien, por la ingestion de carne
cruda de mamiferos que actian como hospederos paraténicos (Yokogawa, 1965, 1969, 1982;
Miyazaki, 1982). Esta enfermedad es frecuentemente mal diagnosticada confundiéndose con
la tuberculosis pulmonar, ya que sus manifestaciones clinicas (tales como: dolor de pecho,
tos, hemoptisis, etc) son semejantes. La principal diferencia con la tuberculosis pulmonar
consiste en que la mayoria de los enfermos conservan un estado general estable y s6lo de vez

en cuando se presenta fiebre de bajo grado (Churg, 1971).

AGENTE CAUSAL Y MANIFESTACIONES CLINICAS: A partir de la adquisicion del
parasito, el tiempo entre la infeccion y el desarrollo de adultos en los pulmones es de dos a
veinte dias, y el periodo de incubacion de la enfermedad puede durar hasta un afio (Vélez et
al., 2002). Otros estudios mencionan que el tiempo que transcurre para que la infeccion
produzca sintomas varia dependiendo de la respuesta inmune de las personas, pero
generalmente toma de 6 a 10 semanas. Los sintomas tienden a ceder (sin tratamiento)

después de 5 afios, pero a veces persisten incluso por 20 afios (Health Care Agency, 2006).



La sintomatologia general en las primeras tres semanas después de la ingestion de crustaceos
infectados con metacercarias incluye diarrea, dolor abdominal, tos, fiebre y urticaria
(ronchas), resultado de la migracion de los gusanos del estbmago a otros 6rganos. Los
sintomas crénicos son producidos cuando el sistema inmune de la persona reacciona a la

presencia de gusanos y a los huevos en el cuerpo.

La enfermedad como tal tiene un comienzo gradual y una evolucion crénica. Sus dos
formas principales son: 1) la paragonimiasis clasica, que afecta los pulmones y 2) la forma
no clasica, que origina el sindrome de larva migrans. En las infecciones clasicas la infeccion
en los pulmones se acompafia de tos y disnea cronica, pero la mayoria de las infecciones no
se manifiestan 0 generan sintomas leves. Las cargas parasitarias intensas ocasionan
paroxismos de tos con lo que los enfermos suelen expulsar esputo sanguinolento con
presencia de huevos. A veces aparece derrame pleural (efusion), neumotorax (perforacion
pulmonar), bronquiectasia y fibrosis pulmonar, producto del proceso de cicatrizacion. En
algunos paises de Asia (Japon, Corea, Taiwan y zonas del este de China), la paragonimiasis
clasica es causada principalmente por una forma partenogenética triploide de Paragonimus
westermani. Se ha observado que esta forma triploide desencadena un cuadro patoldgico mas
intenso en comparacion con las formas diploides de esta misma especie (Agatsuma et al.,
1994; Herwerden et al., 1999). Paragonimus heterotremus es otra de las especies que
provoca la paragonimiasis clasica en Asia (sureste de China) aunque menos severa que la
causada por P. westermani. Entre las formas africanas que causan la paragonimiasis clasica
estan P. africanus (Nigeria y Camerun) y P. uterobilateralis (Liberia, Guinea, Nigeria y
Gabon). En Latinoamérica, P. mexicanus (=P. peruvianus; =P. ecuadorensis), P. caliensis y

Paragonimus sp. de Venezuela, son las Unicas especies que han sido registradas en



infecciones clasicas en el hombre (Alarcon et al., 1985a; Alarcon et al., 1985b; Vélez et al.,

2000).

En la paragonimiasis no clasica o extrapulmonar frecuentemente se presenta derrame
pleural. Involucra a la cavidad abdominal, donde puede afectar higado y bazo (Lee et al.,
1985). Puede presentarse también en tejido subcutdneo y musculos, acompafada
generalmente de nodulos migratorios que contienen gusanos jovenes (Takemasa et al.,
2002). La invasién del encéfalo por gusanos adultos es menos frecuente, y se caracteriza por
presentar convulsiones, hemiplejia, meningoencefalitis y encefalitis fatal (Singcharoen et al.,
1988). La paragonimiasis no clasica es causada por las etapas larvarias de P. skrjabini y P.
miyazakii, quienes se distribuyen en China y Japon, respectivamente (Yokogawa, 1965). La
maduracion de los gusanos de ambas especies ocurre de manera rara en el humano (Blair,

2000).

METODOS DIAGNOSTICOS: a) Diagnostico parasitologico: los huevos de
Paragonimus pueden ser identificados con un estudio microscopico de esputo, materia fecal,
liquido pleural u otras muestras tisulares; b) método seroldgico: mdltiples reacciones
serologicas permiten detectar anticuerpos. Las pruebas de RFC (reaccion de fijacién de
complemento) y ELISA han demostrado ser sensibles y especificas, pero no diferencia entre
la infeccion activa y la pasiva (Romeo & Pollock, 1986; Maleewong et al., 1990; Indrawati
et al., 1991; Maleewong et al., 1992; Uyema & Sanchez, 1992; Zhang et al., 1996). En
infecciones moderadas y severas aparece tos y esputo hemoptoico, que contiene huevos del
parasito, material necrotico, eosinofilos y cristales de Charcot-Leyden. c) estudios

radiologicos: la paragonimiasis presenta imagenes radiograficas muy variadas. En el 20% de



los pacientes con huevos de Paragonimus en el esputo, la radiografia es normal o puede

parecerse a la de los pacientes con tuberculosis (Vélez et al., 2002).

TRATAMIENTO: Pocas drogas han demostrado ser efectivas para el tratamiento de la
paragonimiasis. Actualmente, se utilizan el praziquantel y el bithionol (Monson et al., 1983,
Calvopifa et al., 1991; Ibafiez, 1992; Zhang et al., 1996). El primero de éstos, es la droga
mas importante disponible actualmente para el tratamiento de esta enfermedad. En algunos
casos se registra el 100% de curacion de pacientes (Vélez et al., 2002). La dosis
recomendada es de 75 mg/Kg/dia durante tres dias. La dosis diaria se divide en tres tomas
(una cada ocho horas). El bithionol es un farmaco que ha demostrado ser una buena
alternativa terapéutica, sin embargo, es poco aceptado debido a que produce efectos
secundarios temporales incomodos tales como trastornos digestivos y erupciones cutaneas

(Vélez et al., 2002).

PREVENCION: Los programas para la prevencion de la paragonimiasis consisten en
promover cambios en los métodos tradicionales para la preparacion de alimentos, que
involucran técnicas de coccion seguras y la correcta manipulacion de los alimentos
potencialmente contaminados con metacercarias. También se busca disminuir el crecimiento
de la poblacion de moluscos (primeros hospederos intermediarios) por medio de irrigaciones
con molusquicidas en los ecosistemas dulceacuicolas. EI combate contra las poblaciones de
cangrejos no se considera porque son parte del recurso alimenticio de las comunidades

(Vélez et al., 2002).



Taxonomia

La taxonomia de las especies de Paragonimus ha estado tradicionalmente enfocada
enlos caracteres morfoldgicos del adulto (por ejemplo, relacion de la longitud/anchura del
cuerpo, relacién entre el diametro de las ventosas, posicidn del acetabulo, forma y arreglo de
las espinas en la superficie del cuerpo, tamafio y grado de lobulacion del ovario y testiculos,
asi como la forma y tamafio de los huevos) y en el tipo de la metacercaria (especialmente si
presenta cubiertas quisticas o es desnuda), dimensiones de la cubierta quistica y la
morfologia de la larva (Blair et al., 1999a; Blair et al., 1999b; Waikagul, 2007). Zhan et al.
(1997), han realizado estudios de taxonomia numérica (andlisis morfométricos) en adultos de
varias especies de Paragonimus. Aunque esta aproximacion no es explicitamente
filogenética, es usada para determinar diferencias interespecificas utilizando criterios
morfol6gicos. Estos autores usaron la relacion longitud/ancho del cuerpo como una

caracteristica discriminante entre especies de este género.

Debido a la importancia bioldgica y médica que tiene este género de parasito, en el
afio de 1993 se comenzé a producir informacion mas detallada sobre la variacién no so6lo
morfoldgica, sino también molecular de individuos pertenecientes a este género. El primero
de los estudios sobre genomas nucleares de especies del género Paragonimus se realizd
utilizando aloenzimas. La técnica de electroforesis de aloenzimas fue utilizada para examinar
la estructura genética dentro de P. westermani, cuyos resultados permitieron distinguir que
las poblaciones de Malasia y Filipinas estan genéticamente mas relacionadas entre si, y que
ambas son diferentes de las poblaciones diploides de Taiwan, Japon y Noreste de China

(Blair, 1997).
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Afos mas tarde, se iniciaron varios estudios morfoldgicos y moleculares (ADN) de
especies distribuidas en Asia, tratando de conciliar la informacion molecular con las
caracteristicas morfologicas de ejemplares, con el objetivo de identificar caracteres
diagnosticos para las especies o grupos de especies (Blair et al., 1999a; Blair et al., 1999b;
Blair, 2000; Agatsuma et al., 2003; Iwagami et al., 2003; Blair et al., 2005; Pham et al.,

2007).

Recientemente, se han realizado estudios moleculares de especies de Paragonimus
que se distribuyen en Asia y se han obtenido arboles filogenéticos basados en secuencias
parciales de mDNA de la citocromo C-oxidasa subunidad I (COIl) y de rDNA del segundo
espaciador transcrito interno (ITS2); los resultados muestran que P. westermani esta
cercanamente relacionado con P. siamensis y se distingue de P. harinasutai, P. heterotremus
y P. macrorchis (Blair et al., 1999b). Asimismo, se han llevado al cabo estudios de variacion
intraespecifica en especies de Paragonimus usando secuencias parciales de COIl e ITS2 y
notaron que el primer marcador molecular brindaba resultados de variacion geografica entre
aislados de P. westermani, consistente con la idea de que P. westermani es un complejo de

especies (Blair et al., 1997a; Blair et al., 1997b).

En América se han registrado nueve especies (Blair et al., 1999b), entre las que se
encuentra Paragonimus mexicanus Miyazaki e Ishii, 1968. Esta especie de parasito es
también de gran importancia médica ya que provoca la paragonimiasis en paises como
México, Guatemala, Costa Rica, Panama, Ecuador y Per( (Miyazaki e Ishii, 1968a y 1968b;

Lamothe-Argumedo, 1985; Cornejo et al., 2000).
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Ciclo de vida de Paragonimus mexicanus

Los gusanos adultos normalmente se alojan sobre el parénquima pulmonar del
hospedero definitivo (mamiferos carnivoros), formando capsulas; también se localizan en los
bronquios o bronquiolos; generalmente se encuentran dos individuos en cada capsula pero en
algunos casos se han encontrado hasta cinco (Lamothe-Argumedo et al., 1978). Los huevos
del parasito son expectorados o deglutidos, salen junto con el esputo o con las heces y caen
al agua y necesitan un periodo de dos a nueve semanas para embrionarse, después eclosionan
y emergen los miracidios; esta etapa dura 24 horas aproximadamente. El miracidio, mediante
su movimiento ciliar, nada hasta encontrar y penetrar (a través del tegumento) a un caracol
hidrobido de agua dulce (que actia como primer hospedero intermediario) (Brenes & Rojas,
1975; Malek, 1975; Lamothe-Argumedo et al., 1977; Lamothe-Argumedo et al., 1983). En el
caracol, el miracidio migra al hepatopancreas, y alli se desarrolla en un esporocisto, el cual
produce una primera generacion de redias y a su vez, cada una produce redias hijas, dentro
de las cuales se desarrollan las cercarias (caracterizadas por presentar una cola muy corta).
Las cercarias perforan el tegumento del molusco y salen, reptan hasta encontrar a un
cangrejo dulceacuicola, al cual parasitan (via penetracion), albergandose en diferentes
organos de éstos, y dando origen a metacercarias, que en el caso de P. mexicanus, se
encuentran libres, es decir, sin ninguna cubierta quistica, principalmente entre los
diverticulos del hepatopancreas, en los musculos del cuerpo y en las patas (Lamothe-
Argumedo et al., 1977). Tanto los mamiferos carnivoros, como el hombre, adquieren esta
enfermedad al ingerir este tipo de cangrejos cangrejos dulceacuicolas crudos o
insuficientemente cocidos infectados con metacercarias o bien, por la ingestion de carne
cruda de mamiferos que actian como hospederos paraténicos (Blair, 2000). Al ser ingeridas

las metacercarias, éstas pueden penetrar en tres posibles sitios: el esdfago, el estbmago o el
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intestino. Si sucede a través del estbmago o intestino, implica que la larva penetre en primer
lugar a la cavidad abdominal, teniendo asi la opcién de llegar al higado y posteriormente
migrar a la cavidad tordcica a través del diafragma (Tantalean et al., 1974); pero si la
migracion se lleva a cabo por el eséfago, la metacercaria llega directamente a la cavidad
toréacica y atraviesa hasta llegar al parénquima pulmonar donde se encapsulan y maduran

hasta su fase adulta (Ramirez-Lépez, 1986) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Paragonimus mexicanus. Modificado de Lamothe-Argumedo (1989).
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ANTECEDENTES

Historia y controversias taxondémicas de Paragonimus mexicanus

El primer caso sobre paragonimiasis pulmonar humana en México fue sefialado por el
Dr. M. Toussaint en 1895, cuando descubrié en los pulmones del cadaver de un paciente
huevos de un trematodo. En el afio de 1913, el Dr. Lara (en Yucatan) dio a conocer varios
casos de hemoptisis parasitaria (como también se le conoce a la paragonimiasis) en
emigrantes coreanos y dos en nativos que consideré autéctonos (Lamothe-Argumedo &
Garcia-Prieto, 1988); sin embargo, el Dr. Sandground en 1933, considerd erronea la
identificacion de estos casos autdctonos de Yucatan y expreséd que la paragonimiasis en este
Estado requeria de una verificacion y un estudio mas profundo. En 1961, los Dres. Martinez-
Baez y Jiménez-Galan encontraron huevos de una especie de Paragonimus en tejido
pulmonar de un paciente procedente de Taretan, Michoacan (Martinez-Baez & Jiménez-

Galan, 1961).

En cuanto a hallazgos de este trematodo en animales silvestres, el primer registro fue
sefialado por el Dr. L. Mazzotti en 1965, quien recolectdé 36 ejemplares de Paragonimus
adultos encontrados en pulmones de dos tlacuaches (Didelphis marsupialis L.), capturados
en el Estado de Colima. EI Dr. Mazzotti envio 27 de estos ejemplares al Dr. Miyazaki, quien
junto con el Dr. Ishii determinaron que se trataba de una especie nueva a la que nombraron
Paragonimus mexicanus Miyazaki e Ishii, 1968. La determinacion de este material resultd
controversial, ya que los autores compararon los ejemplares de México con P. kellicotti
Ward, 1908 y P. miyazakii Kamo, Nishida, Hatsushika y Tomimura, 1961, de Estados

Unidos y Japon, respectivamente; lo cual revelé que el material de México en el que se baso
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Miyazaki e Ishii se separaban en dos especies (A y B) y que ambas se distinguian
perfectamente de las especies mencionadas anteriormente. La especie A estaba representada
por 26 ejemplares y la especie B por uno solo; éstas se distinguian entre si por la forma del
ovario y los testiculos. Los ejemplares de la especie A fueron determinados como
Paragonimus mexicanus, mientras que el Unico ejemplar de la especie B, fue incorporado a
lo que se consider6 como una especie nueva de Colombia, cuya descripcion nunca fue

publicada (en: Miyazaki e Ishii, 1968a).

Desde entonces, el Dr. Miyazaki tuvo un profundo interés en investigar la
problematica de la paragonimiasis en México y otros paises de Latinoamérica. Como
resultado de dicho interés, identifico (junto con otros colaboradores) a Paragonimus
peruvianus Miyazaki, Ibafiez y Miranda, 1969, en Perd, cuya metacercaria fue diferente de
cualquiera de las otras especies de trematodos pulmonares conocidos, pues ésta carecia de
cubierta quistica alrededor del cuerpo (Miyazaki et al., 1969; Miyazaki et al., 1971). La
infeccion experimental en gatos con estas metacercarias reveld que los gusanos adultos
obtenidos presentaban caracteristicas semejantes a los de P. mexicanus. Diez afios mas tarde,
el Dr. Miyazaki realizd un estudio sobre la forma de la metacercaria de P. mexicanus en
Colima (localidad tipo). Gracias a este trabajo, se llegé a la conclusion de que tanto los
adultos como las metacercarias de P. peruvianus eran morfologicamente identicos a los de P.
mexicanus; por consiguiente, se establecié a la primera especie como sin6nimo de esta
ultima (Miyazaki et al., 1980). Como resultado de este arreglo taxondmico, P. mexicanus
tiene una amplia distribucion en Latinoamérica, ya que se le ha registrado en México,

Guatemala, Costa Rica, Panama4, Per y Ecuador.
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Iwagami et al. (2003) analizaron molecularmente dos poblaciones de P. mexicanus,
una de Guatemala y otra de Ecuador, con base en secuencias de un gen ribosomal (ITS2) y
uno mitocondrial (COI). Como resultado de este estudio encontraron que la diferencia
genética en P. mexicanus fue menor a la encontrada entre miembros del complejo P.
westermani en Asia (Iwagami et al., 2000), sugiriendo que las dos poblaciones americanas
pertenecen a la misma especie y sus diferencias genéticas corresponden a variacion entre

subespecies.

Registros de Paragonimus mexicanus en México

A la fecha, P. mexicanus se ha registrado en 17 localidades de la RepUblica Mexicana

(Tabla 1).
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Tabla 1. Registros de Paragonimus mexicanus en México.

Estado Localidad Referencia
Chiapas Puente Escocia (Tapachula) © Lamothe-Argumedo (1984)
Finca Brasil (Tapachula) © Lamothe-Argumedo (1984)
Colima Rio Coahuayana (Tecoman) Monet-Mendoza et al. (2005)

Estado de México
Hidalgo

Michoacéan

Nayarit

Puebla
Tabasco

Veracruz

La Esperanza (Coquimatlan) &'
Arroyo “La Barragana” (Comala) “™7
Ojo de Agua (Madrid) ™

Nanchititla F
San Esteban "

La Escalera (Taretan) <"

Manantial de Hortigal (Caracha ) ©7
Arrollo del Balneario (Agua Blanca) ©'
El Guayabito (Macatan) '

El Mamey (Macatan) 7
Huauchinango "

Tapijulapa ©

Laguna Escondida (Los Tuxtlas) <"

Arroyo de “Las Cabafias” (Sontecomapan) '

Miyazaki et al. (1980) ; Yokogawa et al. (1985)

Miyazaki e Ishii (1968a); Lamothe-Argumedo et al. (1977)
Miyazaki et al. (1980); Lamothe-Argumedo et al. (1981);
Ito et al. (1985)

Lamothe-Argumedo & Jaimes-Cruz (1993)

Karam & Bernal (1987)

Martinez-Baéz & Jiménez-Galan (1961); Lamothe-
Argumedo (1984)

Lamothe-Argumedo (1984)

Lamothe-Argumedo (1984)

Lamothe-Argumedo et al. (1986)

Lamothe-Argumedo et al. (1986)

Salazar et al. (1987)

Lamothe-Argumedo (1984)

Cafieda-Guzman (1997)
Lamothe-Argumedo et al. (1985)

C=cangrejo; F=félido; H=humano; T=tlacuache; S= caracol
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JUSTIFICACION

Debido a que esta parasitosis presenta distintos grados de patogenicidad en los
hospederos (directamente relacionado con el 6érgano que invaden), asi como diferencias en
la sintomatologia (Blair, 2000; Cornejo et al., 2000; Moyou-Somo et al., 2003), es
importante saber con precision la identidad especifica de este parasito en sus poblaciones.
Dada la variacion morfologica observada en los ejemplares de Paragonimus en México

(Miyazaki e Ishii, 1968a, 1968b), es posible que exista mas de una especie.

Las secuencias de DNA han sido de mucha utilidad para diferenciar especies de este
género (Blair et al., 1999a; Blair et al., 1999b; lwagami et al., 2000; lwagami et al., 2003,
Blair et al., 2005). Sin embargo, hasta la fecha no se contaba con informacion molecular de
individuos de P. mexicanus recolectados en México que ayudara a definir si existe mas de
una especie en nuestro pais. Por ello, el presente estudio pretende analizar la informacion
molecular conjuntamente con la informacion morfoldgica para evidenciar si tres
poblaciones geograficamente separadas de este parasito, conforman una sola especie o se

tratan de mas especies.
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HIPOTESIS
Las poblaciones de P. mexicanus registradas en México conforman una sola especie

ampliamente distribuida.

OBJETIVOS
General
Determinar con base en caracteres morfolégicos y moleculares si tres de las
poblaciones de Paragonimus mexicanus corresponden a un solo taxén ampliamente

distribuido en México, o bien, se trata de mas especies.

Particulares
Emplear marcadores nucleares y citoplasmicos (mitocondriales) para comparar tres
poblaciones de México que hasta la fecha se han considerado como P. mexicanus en

México.

Correlacionar los datos morfoldgicos de ejemplares preservados de esta especie con

la informacion molecular generada en el presente estudio.

20



METODOLOGIA

Obtencion de material biologico
Con la finalidad de obtener ejemplares frescos de Paragonimus mexicanus, tanto
para su estudio molecular como para su estudio morfoldgico, se realizaron las siguientes

actividades:

a) Salidas al campo. Capturay revision de animales silvestres

Se llevaron al cabo seis salidas al campo en localidades de tres Estados de la
Republica en donde se tienen registros previos de P. mexicanus (Tabla 2). Asimismo, se
exploraron localidades nuevas en dichos Estados para determinar la presencia de este

parasito e incrementar el nimero de registros en nuestro pais.

GUSANOS ADULTOS: Se recolectaron tres especies de tlacuache (Didelphis
marsupialis, Didelphis virginiana y Philander opossum), empleando dos métodos. El
primer método (mas utilizado) fue con ayuda de trampas-jaula “Tomahawk” usando como
cebo sardina en lata o platanos maduros. El segundo método de captura fue con arma de
fuego, con la ayuda de cazadores locales. Los mamiferos capturados fueron sacrificados
mediante la inhalacion directa de cloroformo durante un lapso aproximado de 15-20
minutos o por sobredosis de pentobarbital sédico inyectado via intra-peritoneal para
someterlos a estudios helmintoldgicos generales. Posteriormente, se les realiz6 una incision
ventral desde el ano hasta la traquea y se extrajeron los 6rganos internos, los cuales fueron
revisados con la ayuda de equipo de diseccion (poniendo mayor atencién en los pulmones)

con la finalidad de reconocer las capsulas que albergan a los gusanos. Una vez localizada(s)
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la(s) capsula(s) se separaron del tejido pulmonar con sumo cuidado. Los gusanos

encontrados en cada capsula se colocaron en cajas de Petri con solucion salina al 0.85 %

para estudiarse in vivo.

Tabla 2. Localidades de recolecta de tlacuaches y cangrejos silvestres.

Estado Localidad Georreferencia Fechas de recolecta
Chiapas Finca Eduviges 18°35729.6”" N 02-10 de enero de 2008
(Nueva Alemania) 95°05*14.9” O 08-12 de julio de 2008
Tapachula
Rio Sta. Rita, Finca 15°05" 41.7"" N
Brasil, Tapachula 92018’ 48.8" O
Colima Rio Los Amiales, 19° 10’ 28.2 N 01-09 de noviembre de 2007
Coquimatlan 103249’ 38.3” O
Ojo de Agua, Madrid  19° 03" 59.6" N
103°52’ 25.6”” O
Rio Mezcales, 19° 20" 14.1 N
Comala 103°46° 35.0° O
Veracruz Ejido Laguna 18°35* 21.1"" N 12-15 de enero de 2007
Escondida 95°05’24.1 O 10-12 de agosto de 2007
02-13 de marzo de 2008
Rio Los Pocitos, 18°38’29.6" N
Laguna Escondida 95°05’14.9” O
Rio Piso, 18°34 43.4° N
Playa Escondida 95°03’40.9” O
Laguna de 18°30’ 46.5” N
Sontecomapan 95001’ 59.2” O
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Posteriormente, uno o dos gusanos (dependiendo de la cantidad de individuos
encontrados por capsula) se fijaron directamente en alcohol absoluto (etanol 100%) para su
estudio molecular. El resto de los individuos hallados en la misma capsula se fijaron con
formol al 4% caliente y se preservaron en etanol al 70% en frascos de vidrio; finalmente, se
procesaron con técnicas de tincion convencionales en helmintologia para su estudio

morfoldgico (Lamothe-Argumedo, 1997).

METACERCARIAS: Para la obtencion de metacercarias, se recolectaron a mano
cangrejos de la familia Pseudothelphusidae en arroyos de las mismas localidades donde se
capturaron los tlacuaches. Los cangrejos se sacrificaron abriéndolos del carapacho.
Posteriormente, el hepatopancreas y los diverticulos fueron removidos del carapacho en su
totalidad y colocados entre dos placas de vidrio para su examen minucioso bajo el
microscopio estereoscépico, con la finalidad de hallar las metacercarias. Del mismo modo,
el resto de tejido del cangrejo fue colocado entre dos placas de vidrio y observado bajo el
microscopio estereoscopico. Las metacercarias que se obtuvieron fueron colocadas en cajas
de Petri con solucién salina al 0.65 % para estudiarse in vivo y se separaron en dos lotes,
uno destinado para su estudio molecular, el cual se fijo del mismo modo que los adultos,
mientras que las metacercarias del segundo lote se fijaron con formol al 4% caliente y se

preservaron en etanol al 70% en frascos de vidrio para su posterior procesamiento.

Todos los gusanos recuperados (adultos y metacercarias) destinados al estudio
morfologico (microscopia Optica y microscopia electronica de barrido) en el presente
trabajo, fueron depositados en la Coleccion Nacional de Helmintos (CNHE), Instituto de

Biologia, UNAM.
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b) Estudio de material preservado de Paragonimus mexicanus y P. westermani

Se obtuvieron en préstamo varios lotes de P. mexicanus de la CNHE procedentes de
algunas de las localidades mencionadas en el presente trabajo, para incluirlos en el estudio
morfologico. Del mismo modo, se obtuvo un lote de dos ejemplares de P. westermani

donado por el Dr. Habe de la Universidad de Fukuoka, Japon (Apéndice 1).

Morfoldgico

MICROSCOPIA OPTICA: Los ejemplares destinados a estudios morfolégicos
(gusanos adultos), después de ser procesados mediante técnicas de tincién convencionales
en helmintologia como Paracarmin de Meyer y Tricrébmica de Gomori (Apéndice 2),
fueron observados y medidos con un ocular calibrado milimétricamente. Posteriormente,
con la ayuda de una camara clara se realizaron esquemas de las estructuras que son
utilizadas para diferenciar especies de este género. Se midi6 el tamafio de las ventosas y la
posicion del acetabulo con respecto al extremo anterior corporal; asimismo, se midieron y
dibujaron el ovario y los testiculos para expresar graficamente su tamafio y grado de
lobulacidn. Estas estructuras fueron fotografiadas utilizando una camara digital Olympus

(SP-350), adaptada a un microscopio compuesto de luz Olympus (CX40).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO: Para su estudio bajo esta técnica,
los gusanos se deshidrataron con alcohol etilico en concentraciones graduales (10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%), posteriormente se secaron hasta punto
critico con CO, y se cubrieron con una mezcla de oro-paladio, montandose en un porta-
muestras con papel adhesivo para su observacion en microscopia electronica de barrido

utilizando los microscopios Hitachi S-2460N y JEOL JSM-5310LV.
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Molecular

El material preservado en etanol absoluto fue procesado mediante técnicas
estandarizadas para la obtencion de DNA genomico (Apéndice 3). Inicialmente se digirié a
cada uno de los ejemplares en una mezcla de proteinasa K (25 mg/ml), 500 ul de buffer
STE y 75 ul de SDS al 10%; las muestras se incubaron durante 24 horas a 55 °C y
posteriormente, se extrajo el DNA total usando el método de extraccion fenol-cloroformo
(Hillis et al., 1996), para gusanos adultos y el método de Chelex, para la extraccion de
DNA de metacercarias. Se usé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificar el espaciador transcrito interno 2 (ITS2) y parcialmente, el gen mitocondrial
citocromo-C oxidasa subunidad I (COIl) de cada una de las muestras. Para la amplificacion
de las secuencias de ITS2 se utilizaron los iniciadores 5’-CGG TGG ATC ACT CGG CTC
GT-3’ (3S) (forward) y 5’-CCT GGT TAG TTT CTT TTC CTC CGC-3’ (A28) (reverse)
(Bowles et al., 1995). Para la amplificacion de secuencias parciales de COI se utilizaron los
iniciadores 5°-TTT TTT GGG GAT CCT GAG GTT TAT-3’ (FH5) (forward) y 5’-TAA
AGA AAG AAC ATA ATG AAA ATG-3’ (FH3) (reverse) (Bowles et al., 1993). El
volumen final de la reaccion de amplificacion fue de 25 pl, utilizdndose los siguientes
reactivos para cada una de las muestras: 2.5 ul de Buffer PCR, 2.5 ul de dNTP’s, 1.25 ul de
MgCl,, 2.5 ul de cada uno de los iniciadores a una concentracion de 10 pmol, 0.125 ul de
Tag polimerasa (Amplificasa de Biogénica) y 1 ul de templado. Las condiciones de la PCR
para ambos marcadores fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94° C durante 1 min,
alineacion a 50° C durante 1 min, sintesis a 72° C durante 2 min, todo durante 30 ciclos,
finalmente las muestras se guardaron a 4° C. Los resultados se evaluaron mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Posteriormente, se realizé la purificacion de los

fragmentos amplificados con el kit de purificacion QIAquick PCR Purification Kit o el kit
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Montage PCR Filter Units de Millipore y fueron secuenciados con el método enzimatico
descrito por Sanger et al. (1977), tomando en cuenta los parametros recomendados para el
Big Dye Terminator®, utilizando por cada muestra y por cada iniciador 2 ul de Edge
BioSystems 2.5X Sequencing Diluent, 2 ul de Dye Terminator Mix, 1 ul del iniciador a la
misma concentracion empleada en la amplificacion (10 pmol) y entre 1y 2 ul del templado
dependiendo de la concentracion calculada para cada muestra (fragmento purificado),
agregandose la cantidad restante de agua bidestilada estéril para un volumen final de 10 pl.
El ciclo de reaccion de secuencia que se usé fue el protocolo recomendado para el Edge
BioSystems 5X Sequencing Diluent: un paso inicial de desnaturalizacion a 96° C por 3
min., seguido por 25 ciclos de 96° C por 10 seg., en el paso siguiente se utilizd la misma
temperatura de alineacion que se uso en la amplificacion del segmento para cada uno de los
marcadores por un lapso de 5 seg., seguida por un periodo de sintesis de 4 minutos a 60° C
y para completar la sintesis, las muestras se mantuvieron a 60° C por 4 minutos,
manteniéndose finalmente a 4° C. La lectura de las secuencias se realizo en un secuenciador
automatico (ABI Prism 310) y las secuencias obtenidas para cada uno de los marcadores se
editaron manualmente con el programa de computo BioEdit versién 7.0.4.1 (Hall, 1999). Se
realizd una prueba de BLAST con cada una de las secuencias obtenidas para corroborar que
se trata de las secuencias esperadas. La alineacion fue realizada manualmente, tomando
como referencia las secuencias de ITS2 y COIl de Paragonimus westermani (nimeros de
acceso en el GenBank AF333278 y U97205, respectivamente). También, se incluyeron en
el analisis las secuencias parciales de ITS2 y de COI de Paragonimus mexicanus (Ilwagami

et al., 2003) previamente registradas en GenBank (Apéndice 4).
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Se construyd una matriz de datos moleculares de cada uno de los marcadores. Se
valoré la variacién genética inter e intra-poblacional de las muestras incluidas mediante la
aplicacion de distancias genéticas no corregidas (Uncorrected Genetic Distances),
implementado en PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002). Las matrices de datos de cada
marcador se utilizaron para reconstruir por separado las relaciones entre los taxones
utilizando el algoritmo de Méaxima Parsimonia (MP) implementado en el programa de

computo PAUP* 4.0b10.

Determinacion de grupo externo

Hasta el momento, no existen secuencias de otras especies americanas de
Paragonimus en GenBank, en cambio se cuenta con secuencias de especies asiaticas del
género. Se incluyeron secuencias de Paragonimus westermani que es una de las especies
mas importantes desde el punto de vista médico, para utilizarse como grupo externo en el

analisis.
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RESULTADOS

De las 17 localidades registradas para Paragonimus en México, se adicionaron tres
nuevas como resultado del muestreo realizado durante el presente estudio; éstas son: rio
Los Amiales, en Coquimatlan, Colima, rio Los Pocitos y rio Piso en el Estado de Veracruz.
Por otro lado, en la localidad de Finca Brasil, Tapachula, Chiapas, se obtuvo por primera
vez la fase adulta de este parasito, ya que solo se habian registrado metacercarias
(Lamothe-Argumedo, 1984). Asimismo, con el presente trabajo se comprob6 la presencia

actual de este digéneo en Finca Brasil, Chiapas y Ojo de Agua, Madrid, Colima.

Recolecta de hospederos y obtencién de material bioldgico

GUSANOS ADULTOS: Se reviso un total de 37 tlacuaches de los tres Estados
muestreados, [Chiapas (n= 6), Colima (n= 9) y Veracruz (n= 22)]. De éstos, solo ocho
resultaron positivos a Paragonimus (Tabla 3), obteniéndose 34 gusanos en total (23
tlacuaches del Estado de Colima y once de Chiapas). Los 22 tlacuaches capturados en

localidades de Veracruz (ver Tabla 2), se encontraron libres de infeccion de este parasito.

METACERCARIAS: Se revisaron 173 cangrejos de rios ubicados en las localidades
de los tres Estados anteriormente mencionados; de éstos, 84 son de Chiapas (Rio Sta. Rita
n=60, de los cuales ocho resultaron positivos, Rio Mexiquito n=24, todos negativos); 14 de
Colima (Ojo de Agua, Madrid n=10, de los cuales cuatro resultaron positivos con una
metacercaria cada uno, del Rio Los Amiales, Coquimatlan n=4 resultando uno positivo con
una metacercaria) y 75 de Veracruz (de los rios Maquinas y La Palma, Los Tuxtlas, n=5y

n=2, respectivamente, y todos fueron negativos; en cambio, del rio Los Pocitos, Laguna
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Escondida se recolectaron 48 cangrejos, siete de ellos infectados y en Rio Piso, Playa
Escondida, se capturaron 20 cangrejos, estando solo cuatro infectados; cada cangrejo
infectado solo presentd una metacercaria). EI nimero total de metacercarias encontradas
fue de 24. En la tabla 4 se presenta de forma resumida la obtencion de este material
bioldgico, asi como su procedencia y procesamiento, de acuerdo a la metodologia

previamente descrita.
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Tabla 3. Obtencion de material biolégico (gusanos adultos) en las localidades de recolecta.

Localidad Hospedero No. de capsulas/ No. de gusanos por Procesamiento
ubicacion en pulmon capsula Morfologia
Chiapas
Finca Brasil, Didelphis virginiana 1/ Der 2 1
Tapachula
Didelphis virginiana ¢ 1/Der-1/%* 2-3 2 (1 MEB)
Didelphis virginiana ¢ 2/1zq 2,2 2 (1 MEB)
Colima
Rio Los Amiales, Didelphis marsupialis & 1/ Der 2 1
Coquimatlan
Didelphis marsupialis & 4 | Der 2,2,2,0 3
Didelphis virginiana ¢ 2/ Der-3/1lzq 2,2-222 5 (2 MEB)
Philander opossum ¢ 1/1zq 3 1
Ojo de Agua, Madrid Didelphis marsupialis ¢ 1/ Der 2 1

BM= Biologia Molecular; Der= Derecho; 1zq= Izquierdo; MEB= Microscopia Electrénica de Barrido; *= Eséfago
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Tabla 4. Obtencion de material bioldgico (metacercarias) en las localidades de

recolecta.
Localidad No. cangrejos inf / Hospedero / No. de Procesamiento
revisados (%0) Mc BM Morfologia

Chiapas
Rio Sta. Rita, Finca 8/60 (13.3) R. tuberculatus / 8 5 3(1MEB)
Brasil, Tapachula
Colima
Rio Los Amiales, 1/4(25) P. aff. seiferti / 1 1
Coquimatlan
Ojo de Agua, Madrid 4/10 (40) P. aff. seiferti / 4 3 1(MEB)
Veracruz
Rio Los Pocitos, Laguna 7148 (14.5) T. poglayenorum / 7 6 1(MEB)
Escondida
Rio Piso, Playa 4120 (20) T. poglayenorum/4 2 2 (1 MEB)
Escondida

BM= Biologia Molecular; Inf= infectados; Mc= Metacercarias; MEB= Microscopia Electrénica de Barrido
P. aff. seiferti= Pseudothelphusa aff. seiferti; R. tuberculatus= Raddaus tuberculatus; T. poglayenorum=
Tehuana poglayenorum

Los ejemplares obtenidos durante el presente trabajo y utilizados en microscopia
Optica y MEB fueron depositados en la CNHE con sus respectivos nimeros de catalogo

(Tablas 5y 6).
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Tabla 5. Adultos de Paragonimus depositados en la CNHE.

Localidad Hospedero No. gusanos No. Cat. CNHE

Chiapas
Finca Brasil, Tapachula D. virginiana 1 6553
D. virginiana 2 6554
2 MEB 6555

Colima
Rio Los Amiales, D. marsupialis 4 6556

Coquimatlan

D. virginiana 3 6557
2 MEB 6558
P. opossum 1 6559
D. marsupialis 1 6560

Ojo de Agua, Madrid

MEB= Microscopia Electrénica de Barrido

Morfologia

Con base en las observaciones de ejemplares adultos y metacercarias estudiados
tanto en microscopia 6ptica como en MEB, se pudieron reconocer tres morfotipos (Tabla
7). Estos fueron caracterizados principalmente por el tamafio, forma y grado de lobulacion
del ovario y de los testiculos en los gusanos adultos (Figuras 2 y 3), debido a que en los
ejemplares adultos procesados para MEB no se encontraron diferencias en las estructuras de
la superficie corporal (ventosa oral, acetabulo, espinas tegumentarias, poro genital y poro
excretor) (Figura 4). Otras de las caracteristicas de los gusanos adultos que distinguen a los
morfotipos son: la relacion entre el ancho de la ventosa oral y el acetdbulo, asi como el
porcentaje del tamafio del cuerpo que ocupa la distancia del acetabulo al extremo anterior
corporal. Adicionalmente, otro aspecto que ayudd a caracterizar los morfotipos fue el

patron papilar acetabular observado en las metacercarias estudiadas en MEB (Figura 5).
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Cabe sefialar que durante el estudio in vivo de estas Gltimas, se observé claramente
una coloracion distinta entre las poblaciones de los tres Estados muestreados: las
metacercarias encontradas en los cangrejos de Veracruz (T. poglayenorum) presentaron una
coloracion rosada; las metacercarias de Chiapas (R. tuberculatus) mostraron un color
amarillo, mientras que las metacercarias de los cangrejos de Colima (Pseudothelphusa aff.

seiferti) presentaron un color blanco.

Tabla 6. Metacercarias de Paragonimus depositadas en la CNHE.

Localidad Hospedero No. gusanos No. Cat. CNHE

Chiapas

Rio Sta. Rita, Finca Brasil, R. tuberculatus 2 6561

Tapachula 1 MEB 6562
Colima

Ojo de Agua, Madrid P. aff. seiferti 1 MEB 6563
Veracruz

Rio Los Pocitos, Laguna T. poglayenorum 1 MEB 6564

Escondida

Rio Piso, Playa Escondida T. poglayenorum 2 6565

1 MEB 6566

MEB= Microscopia Electrénica de Barrido

Considerando la distribucion geogréfica, los morfotipos corresponden con cada uno
de los Estados muestreados. EI morfotipo 1 fue reconocido en los ejemplares de Finca
Brasil, Tapachula, Chiapas. ElI morfotipo 2 corresponde a los ejemplares de las las
poblaciones de Los Amiales, Coquimatlan, Ojo de Agua, Madrid y Arroyo de la Barragana,
todas estas pertenecientes al Estado de Colima. Y finalmente, el morfotipo 3, cuyos
representantes son los ejemplares de poblaciones de Las Cabafias, Sontecomapan, Rio Piso

y Rio Los Pocitos, Veracruz.
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Tabla 7. Comparacion entre los morfotipos de Paragonimus localizados en el material del presente trabajo.

Valores expresados en promedio seguido por el valor minimo y maximo entre paréntesis.

Morfotipo 1
n=2

Morfotipo 2
n=15

Morfotipo 3
n=>5

Ancho Vo: Ancho acetabulo
% Acetabulo-extremo anterior*
Tamarfo Ovario*
Adulto Forma Ovario
Lobulacion Ovario
Tamario testiculos’

Der.

1zq.
Forma Testiculos
Ramificacién Testiculos

Metacercaria Patron papilar acetabular

1: 0.86 (0.72 - 1.00)
33.77
Pequefio
20.00 (19.50 - 20.0)
Compacto
2a
Pequerios
15.00
18.50
Distendido
Solo lébulos

6 int., 22 ext.

1:0.90 (0.77 - 1.18)
37.80 (28.57 — 44.14)
Grande
25.36 (18.50 — 31.10)
Distendido
3&

Grandes
19.33 (17.1 - 24.00)
18.50 (13.20 — 26.10)
Distendido
Con cuerpo y I6bulos

Sin papilas

1:0.77 (0.70-0.91)
41.60 (40.26 — 42.20)
Pequefio
19.80 (17.00 — 21.70)
Compacto
12y 22
Pequerios
16.10 (11.10 — 20.20)
15.00 (14.50 — 15.80)
Compacto
Solo lébulos

6 int., 6 med., 22 — 31 ext.

Der= Derecho; ext= externas; int= internas; 1zq= Izquierdo; med= medias; Vo= Ventosa oral

¥ % Distancia del acetabulo al extremo anterior corporal
* %% Ancho Ovario / ancho maximo del cuerpo
T % Longitud testiculo / longitud total del cuerpo
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Figura 2. Ovario en los morfotipos observados de Paragonimus. A, B: Morfotipo 1: Finca Brasil,
Chiapas; C, D: Morfotipo 2: rio Los Amiales, Ojo de Agua y rio La Barragana, Colima; E, F: Morfotipo
3: Las Cabanas, Veracruz. Escala 0.5 mm.
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Figura 3. Testiculos en los morfotipos observados de Paragonimus. A, B: Morfotipo 1: Finca Brasil,
Chiapas; C, D: Morfotipo 2: rio Los Amiales, Ojo de Agua y rio La Barragana, Colima; E, F: Morfotipo
3: Las Cabanias, Veracruz. Escala 1 mm.
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Figura 4. Adultos de Paragonimus. A, C, E: Finca Brasil, Chipas; B, D, F: rio Los Amiales, Colima. Ay
B: ventosa oral; C y D: acetdbulo; E y F: espinas tegumentarias en la regién media dorsal.
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Figura 5. Acetébulo de las metacercarias en los morfotipos observados de Paragonimus. A: Morfotipo 1:
Finca Brasil, Chiapas, 6 papilas internas - 22 papilas externas; B: Morfotipo 2: rio Los Amiales, Colima,
s/papilas; C: Morfotipo 3: rio Los Pocitos y rio Piso, Veracruz, 6 papilas internas - 6 papilas medias - 22
— 31 papilas externas. D: Guatemala, 6 papilas internas - 20 papilas externas (Tongu et al., 1995).
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Ejemplares de Paragonimus incluidos en los andlisis moleculares
En los andlisis moleculares se incluyeron 32 ejemplares recolectados de los tres Estados
muestreados (doce gusanos adultos y cinco metacercarias de Colima; seis ejemplares adultos y

cuatro metacercarias de Chiapas; asi como cinco metacercarias de Veracruz) (Tabla 8).

Analisis filogenético con datos moleculares

ITS2: Del segundo espaciador transcrito interno se obtuvieron 32 secuencias a partir de
los gusanos recolectados y destinados a esta técnica (ver Tablas 3y 4). Ademas, del GenBank se
obtuvieron siete secuencias de Guatemala y cinco de Ecuador de Paragonimus mexicanus, para

incluirse en el analisis como parte del grupo interno (ver Apéndice 4).

El alineamiento inicial de las secuencias obtenidas con los primers 3S (forward) y A28
(reverse) de ITS2, fue de 454 pares de bases (pb); sin embargo, se eliminaron las regiones
correspondientes a la parte inicial del gen 28S (48 pb) y la parte final del gen 5.8S (119 pb) en
ambos extremos del alineamiento, debido a que en el trabajo realizado por Iwagami et al. (2000),
se hace referencia al uso exclusivo de la region correspondiente al ITS2. Por consiguiente, la
matriz obtenida del alineamiento de estas secuencias esta constituida por 45 taxones (incluyendo
la del grupo externo) y 285 caracteres (Apéndice 5). Con esta matriz se realizd un analisis bajo
el algoritmo de parsimonia en el programa de computo PAUP* 4.0b1. A partir de una blsqueda
heuristica (con 100 replicas al azar) se encontraron seis topologias igualmente parsimoniosas
(Longitud= 34), cuyos valores fueron los siguientes: indice de Consistencia Cl= 0.94, indice de
Retencion RI= 0.97 e indice de Consistencia Reescalado RC= 0.91, por lo que se construyd un
arbol de consenso estricto, en el que se observa una politomia general, incluyendo a todos los
individuos de Chiapas, Colima, Veracruz y Guatemala; mientras que las secuencias de los
ejemplares de Ecuador se agrupan en un clado (Figura 6).

39



El porcentaje de divergencia entre la secuencia del grupo externo (P. westermani) y las
del grupo interno (incluyendo las de P. mexicanus del GenBank) es de 10.17-10.5 % (29-31
cambios), mientras que la divergencia entre el grupo interno a nivel intra-poblacional va de 0-
0.7% (0-3 cambios); a nivel inter-poblacional no se observo variacion entre las poblaciones de
Chiapas vs Guatemala, pero entre las poblaciones de Colima vs Chiapas y Colima vs Ecuador la

variacion fue de 0.7-1.8% (3-8 cambios).

COl: De la citocromo C-oxidasa subunidad I, se obtuvieron 32 secuencias del total de
ejemplares destinados a biologia molecular. Del mismo modo que para el 1TS2, se obtuvieron
secuencias de COI de P. mexicanus del GenBank (ver Apéndice 4) y se incluyeron en el analisis

como parte del grupo interno.

A partir del alineamiento de las secuencias, se construyd una matriz de 45 terminales por

383 caracteres (incluyendo las del grupo externo) (Apéndice 6).
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Tabla 8. Ejemplares de Paragonimus recolectados en el presente trabajo e incluidos en los
analisis moleculares.

N Localidad Clave Obtencidn de regidn parcial
ITS2 COl
Colima
1 Los Amiales, Coquimatlan Coq 1l * *
2 Coq 2 * *
3 Cog 3 * *
4 Coq 4 * *
5 Cog 5 * *
6 Coq 6 N *
7 Coq7 * *
8 Coq 8 * *
9 Coq 9 * *
10 Coq 10 * *
11 Coq 11 * *
12 Ojo de Agua, Madrid Mad 1 * *
13 Mad 2 Mc * *
14 Mad 3 Mc * *
15 Mad 4 Mc * *
16 Mad 5 Mc * *
17 Mad 6 Mc * *
Chiapas
18 Rio Sta. Rita, Finca Brasil, FB 1 * *
19 Tapachula FB 2 Mc * *
20 FB 3 * *
21 FB 4 * *
22 FB5 * *
23 FB 6 * *
24 FB 7 * *
25 FB 8 Mc * *
26 FB 9 Mc * *
27 FB 10 Mc * *
Veracruz
28 Rio Los Pocitos, Laguna Po 1 Mc
29 Escondida, Los Tuxtlas Po 2 Mc
30 Po 3 Mc
31 Rio Piso, Playa Escondida, Piso 1 Mc *
32 Los Tuxtlas Piso 2 Mc *

Cog= Rio Los Amiales, Coquimatlan; FB= Finca Brasil; Mad= Ojo de Agua, Madrid; Mc= Metacercaria
Pi= Rio Piso; Po= Rio Los Pocitos
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Con base en una buasqueda heuristica, ejecutando la aplicacién “Ratchet” con 1000
replicas al azar, se encontraron dos topologias igualmente parsimoniosas con una longitud de 133
pasos, mostrando los siguientes valores: indice de Consistencia Cl= 0.79, Indice de Retencion
RI= 0.95 e indice de Consistencia Reescalado RC= 0.75. En la Figura 7 se muestra, a modo de
filograma, el arbol de consenso estricto de las dos topologias resultantes con la finalidad de
representar graficamente el nimero de cambios presentes en cada rama. Se pueden reconocer tres
clados principales, sustentados con valores de soporte de Bootstrap mayores a 75% e Indice de
Bremer entre 2 y 10. Las muestras de Chiapas (Finca Brasil) quedan agrupadas junto con las
provenientes de Guatemala, estando este clado mas cercanamente relacionado al de las
secuencias provenientes de Ecuador. El clado formado por las secuencias de Veracruz (Rio Piso
y Rio Los Pocitos) se situ6 como grupo hermano del clado formado por (Ecuador (Chiapas-
Guatemala)). Mientras que las secuencias de ejemplares de Paragonimus de Colima se situaron
basalmente en grupos con valores de soporte muy bajos (menores al 65%) resultando una
politomia basal. ElI grado de divergencia obtenido entre la secuencia del grupo externo (P.
westermani) y los ejemplares asignados inicialmente como P. mexicanus es de 10.06 a 21.41%,
presentando la menor diferencia con respecto a las muestras de Guatemala (10.06 a 19.58%) y la
mayor con respecto a las de Ecuador (20.89 a 21.41%). Entre las poblaciones de lo que hasta
ahora se ha considerado como P. mexicanus de las localidades estudiadas, se encontraron los
siguientes valores de diferencia genética: Chiapas vs Guatemala del 0 a 1.3%, Chiapas vs
Veracruz del 4.44 a 4.96%, Ecuador vs Guatemala del 4.6 a 5.5%, Colima vs Veracruz del 4.7 al
6.79%, Colima vs Chiapas del 6.27 al 7.57% y Colima vs Guatemala del 6.0 al 10.2%. Dentro de
las poblaciones, la diferencia vario entre 0 y 1.83%, siendo mas conservada entre las secuencias

de Veracruz (0-0.26%) y la mas divergente entre las de Colima (0-1.83%).
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P. westermani

Piso, Ver 2 Mc
Piso, Ver 1 Mc
Po, Ver 3 Mc
Po, Ver 2 Mc
Po, Ver 1 Mc
Mad, Col 6
Mad, Col 5 Mc
Mad, Col 4 Mc
Mad, Col 3 Mc
Mad, Col 2 Mc
Mad, Col 1
Coq, Col 11
Coq, Col 10
Coq, Col 9
Coq, Col 8
Coq, Col 7
Coq, Col 6
Coq, Col 5
Coq, Col 4
Coq, Col 3
Coq, Col 2
Coq, Col 1
FB, Ch10 Mc
FB, Ch 9 Mc
FB, Ch 8 Mc
FB,Ch7
FB,Ch6
FB,Ch5
FB,Ch4

FB, Ch3

FB, Ch 2 Mc
FB,Ch1l

P mex G7

P mex G6

P mex G5

P mex G4

P mex G3

P mex G2

P mex G1

P mex E5
|: P mex E4
P mex E3
|: P mex E2
P mex E1

Figura 6. Arbol de consenso estricto de 6 topologias resultantes de una busqueda heuristica con 100
réplicas al azar de la matriz de datos de ITS2. L= 34; Cl= 0.94; RI= 0.97 y RC= 0.91 Coq,
Col=Coquimatlan, y Mad, Col= Madrid, Colima; FB= Finca Brasil, Chiapas; P. mex E= Ecuador; P.
mex G= Guatemala; Piso, Ver= rio “Piso”, Veracruz; Po, Ver= rio “Los Pocitos”, Veracruz.
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P. westermani

- Coq, Col 2

10 cambios

78/ 2

Coq, Col 6
Mad, Col 3 Mc
_LCoq, Col 4
Coq, Col 5
Coqg, Col 3
1| Coq, Col 8
Coqg, Col 7
—-Coq, Col 1
H| Coq, Col 10
Mad, Col 4 Mc
Mad, Col 5 Mc
| Coqg, Col 9
Mad, Col 6 Mc
Mad, Col 2 Mc
Mad, Col 1
Coq, Col 11
Piso, Ver 2 Mc
76/ 2| Piso, Ver 1 Mc
Po, Ver 3 Mc
Po, Ver 2 Mc
Po, Ver 1 Mc
P. mex E5
100/ 9 P. mex E4
P. mex E3
P. mex E1
P. mex E2
90/3 FB,Ch5
FB, Ch 10 Mc
FB, Ch 8 Mc
/6 - P. mex G7
FB, Ch 3
— P. mex G1
4| P. mex G6
P. mex G3
H FB, Ch 2 Mc
FB, Ch4
FB, Ch 9 Mc
P. mex G2
FB,Ch7
4l FB,Ch6
FB,Ch1
— P. mex G5
- P. mex G4

Figura 7. Arbol de consenso estricto de las 2 topologias resultantes de una bisqueda heuristica con 1000
réplicas al azar de la matriz de datos de COIl. L= 133, CI1=0.79, R1=0.94 y RC= 0.69. Valores de soporte
de rama: Bootstrap / Bremer. Abreviaturas, ver figura 6.
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DISCUSION

La diferenciacion morfoldgica entre las especies puede ser un tema controversial, sobre
todo en aquellos casos en los que la variacién morfoldgica puede confundir la taxonomia de un
grupo (Ledn-Régagnon et al., 1999; Stock et al., 2001), o cuando los caracteres morfoldgicos
estan tan conservados, que linajes independientes no pueden diferenciarse (Chilton et al., 1995;
Verneau et al., 1997). En estos casos, las secuencias de DNA proveen una fuente independiente
de informacion tanto para diferenciar linajes, como para evaluar caracteres morfolégicos que han
sido utilizados tradicionalmente en la determinacion taxondmica de los grupos (Nadler, 2002).
Por ello, la caracterizacion molecular se ha convertido en una practica comin para distinguir
entre especies 0 poblaciones de organismos morfolégicamente similares, y mas recientemente,
para la identificacion de especies y variedades (objetivo inicial del proyecto Barcode of Life,
www.dnabarcodes.org). Los estudios filogenéticos representan uno de los principales usos de la
informacidn genética generada (Morgan & Blair, 1998; Hwang & Kim, 1999; Ledn-Régagnon et
al., 1999; Sorensen et al., 1999; Blair, 2000; Iwagami et al., 2000; Le et al., 2000; Lo et al.,

2001).

Aln cuando los datos moleculares son la base para la formulacion de la hipotesis
filogenética que se propone en el presente estudio, es necesario conciliar este tipo de informacion
con las caracteristicas morfologicas de los taxones estudiados y con ello el tratar de identificar
sus caracteristicas diagndsticas. Para los digéneos se han utilizado una variedad de marcadores
moleculares para tratar de esclarecer preguntas a diferentes niveles taxonémicos, siendo mas
empleados los genes ribosomales o nucleares para resolver problemas a niveles supraespecificos,
y los genes mitocondriales para evidenciar relaciones a nivel especifico o por debajo de este

nivel.
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Recientemente se han realizado estudios sobre filogenia y/o variacion intraespecifica en
especies de Paragonimus usando DNA ribosomal nuclear (ITS2) y DNA mitocondrial (COl)
(Blair et al., 1997a; Blair et al., 1997b; Iwagami et al., 2000; lwagami et al., 2003; Blair et al.,
2005). Se ha visto que los genes ribosomales proveen informacion para distinguir entre especies
(Luton et al., 1992; Bowles et al., 1995; Morgan & Blair, 1998;) o para distinguir taxones a
niveles supraespecificos (Grechko, 2002), pero debido a que son genes conservados, no
proporcionan informacién para evidenciar estructuras genéticas por debajo del nivel de especie.
El marcador nuclear ITS2 fue empleado inicialmente dentro de la familia Paragonimidae para
validar la identidad de los géneros Paragonimus, Euparagonimus y Pagumogonimus,
proporcionando suficiente informacion para sinonimizar los dos Gltimos con el primero (Blair et
al., 1999a). Dentro de Paragonimus, Iwagami et al. (2000) distinguieron variacion geografica en
las secuencias de ITS2 de aislados de P. westermani de Asia, consistente con el hecho de que P.
westermani es un complejo de especies cripticas. Sin embargo, cuando este marcador se ha
empleado en estudios de poblaciones cercanas de una misma especie, la variacién intraespecifica
es minima o no existe (Morgan & Blair, 1995; Despres et al., 1993; Hashimoto et al., 1997). Esta
condicion se observa también en los resultados del analisis de este marcador en el presente
estudio, ya que no se encontr6 una variacion marcada entre las secuencias de los individuos de
las poblaciones de los tres Estados muestreados, dando como resultado una politomia total. Por
el contrario, se ha demostrado que las secuencias de COIl son muy valiosas para rescatar
relaciones a niveles poblacionales dentro de una misma especie y entre grupos de especies
(Avise, 1994; Boore, 1999; Blair, 2000). Tal es el caso de Fasciola hepatica, Schistosoma
mansoni y P. westermani (Garey & Wolstenholme, 1989), por lo que el gen COI ha sido
considerado como un marcador potencial para estudiar especiacion (Bowles et al., 1993). Dentro

de este trabajo, fue con este marcador con el que se obtuvo una mayor resolucion.
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De acuerdo con la informacion proporcionada por las secuencias del COl, en el presente
estudio las muestras se agruparon en clados que corresponden con su distribucion geografica.
Con respecto a la variacion intrapoblacional, se obtuvieron valores bajos en las secuencias
analizadas. Aquellas de las localidades méas cercanas geograficamente, Chiapas y Guatemala, que
se agruparon en un mismo clado, presentaron valores de 0.8 y 0.3-1.3%, respectivamente. Estos
valores son semejantes a los encontrados en estudios de poblaciones de otros digéneos como
Haematoloechus floedae con 0.28% y Oligogonotylus mayae, que varia entre 0.28% y 0.84%
(Leon-Régagnon et al., 2005; Razo-Mendivil et al., 2008), y menores a los valores que se han
encontrado en Paragonimus westermani del noreste de Asia que va de 0.26-1.82% vy
Glypthelmins californiensis que presenta hasta 1.56%, (Blair et al., 1997a; lwagami et al., 2000;
Razo-Mendivil et al., 2004). De esta misma manera se comportan las poblaciones de Veracruz y
Ecuador, que presentaron valores de diferencia genética de 0-0.24% y 0.3-0.8%,
respectivamente. En cuanto a las muestras de las dos localidades de Colima (Rio Los Amiales,
Coquimatlan y Ojo de Agua, Madrid), donde se obtuvieron los valores méas altos, su variacion
genética oscilé entre 0-1.83%, semejante al valor maximo obtenido para P. westermani. Estas
ultimas muestras se estructuraron en una politomia basal, por lo que consideramos que es

necesario incluir en un futuro mas informacion para esclarecer esta situacion.

En estudios moleculares entre especies de digéneos usando regiones del COl, se han
evidenciado valores de variacion interespecifica que van de 6.1-12.2% en Haematoloechus, de
9.55 a 10.39% en Oligogonotylus y de 15.92 a 18.53% entre especies de Glypthelmins (Razo-
Mendivil et al., 2004; Ledn-Regagnon et al., 2005; Razo-Mendivil et al., 2008). En el presente
estudio los valores interpoblacionales mas bajos se obtuvieron entre las secuencias de los
ejemplares de Chiapas y Guatemala (0-1.3%), y la diferencia genética de estas dos poblaciones
con respecto a las de Veracruz y Ecuador, fue de 4.44 a 5.2% y 4.6 a 5.5%, respectivamente, lo
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que concuerda con su posicion en el cladograma obtenido (Figura 7). Considerando los valores
de diferencia genética entre especies de los otros géneros antes citados, asi como la evidencia
molecular y morfoldgica obtenida en el presente estudio, suponemos que el clado Chiapas-
Guatemala corresponde a un mismo taxon; y que los clados independientes formados por las
secuencias de Veracruz y Ecuador, son linajes en proceso de especiacion. Esta idea esta basada
en sus valores de diferencia genética, ya que son menores a los establecidos entre especies de
digéneos para este marcador, pero también son altos para aquellos valores observados dentro de
lo que se considera como una misma especie (Iwagami et al., 2000; Razo-Mendivil et al., 2004;
Ledn-Regagnon et al., 2005; Razo-Mendivil et al., 2008). Asimismo, las secuencias de los
ejemplares de las tres zonas de Colima muestran una mayor diferencia genética con respecto a
las secuencias restantes del grupo interno (6.0-10.2%). Al comparar estos valores con los que se
han obtenido en los estudios antes citados, nos indican que aunque no son tan altos como los
obtenidos para Glypthelmins, si se encuentran dentro de la variacion registrada para
Haematoloechus y Oligogonotylus; por lo que en este caso, y de acuerdo a las caracteristicas
morfoldgicas observadas tanto en los adultos como en las metacercarias, aseveramos que se trata
de un taxén diferente. Cabe sefialar que Miyazaki e Ishii (1968a) describieron a P. mexicanus
solo con base en caracteristicas de ejemplares adultos recolectados en pulmones de Didelphis
marsupialis. En su descripcion citan medidas del ejemplar tipo y de cuatro paratipos, asi como la
forma, grado de lobulaciéon y dimensiones del ovario y de los testiculos; datos que al ser
comparados con los que obtuvimos de los ejemplares de Colima, muestran gran similitud con los
observados en el morfotipo 2, identificado en este Estado. Es por ello que consideramos que las

dos poblaciones muestreadas de Colima, pretenecen efectivamente a la especie P. mexicanus.

Nuestros resultados moleculares se ven respaldados con las caracteristicas morfoldgicas
observadas en los individuos de las poblaciones estudiadas (ver Tabla 7 y Figura 8). En este
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contexto, cabe sefialar que aunque se habian realizado estudios sobre la morfologia de la
metacercaria de P. mexicanus (Lamothe-Argumedo et al., 1977 y 1979; Lamothe-Argumedo,
1989) no se habia evidenciado con la ayuda de microscopia electronica de barrido, el patron
papilar que éstas muestran sobre la superficie del acetdbulo en ejemplares de México. Su
presencia 0 ausencia, asi como la conformacion del patrén papilar, ayud6 a diferenciar los
morfotipos anteriormente sefialados. Hasta la fecha, el Unico estudio que abordaba este aspecto
era el realizado por Tongu et al. (1995). Estos autores describieron caracteristicas de la superficie
del tegumento de metacercarias de P. mexicanus de Guatemala. Comparando los resultados de su
estudio con los nuestros, no se encontrd diferencia alguna en lo que respecta a la forma y
distribucion de las espinas; sin embargo, al comparar la superficie del acetabulo, se distinguid
que el patron papilar citado por Tongu et al. (1995) (6 papilas formando un anillo interno y 20 -
30 papilas en un anillo externo), este patron esta presente también en la metacercaria de Chiapas
(6 papilas en el anillo interno y 22 papilas en el anillo externo). Dada esta informacion y su
anidacion en un solo clado en el arbol obtenido con caracteres moleculares (Figura 7),
suponemos que ese taxon se distribuye en Chiapas y Guatemala. Para confirmar esta hipdtesis es
necesario consultar u obtener material de estas localidades; de ambas se requiere material de
gusanos adultos para constatar principalmente las caracteristicas de los 6rganos reproductores,
ademas de otras caracteristicas (ver Tabla 7); asimismo, es necesario obtener mas metacercarias
de Chiapas para su estudio en MEB y con ello, observar si existe variacion en el nimero de
papilas presentes en la superficie del acetabulo, pues en este trabajo solo se pudo observar un
ejemplar en este estadio de desarrollo. En cuanto a las metacercarias de Veracruz, observamos
que presentan un patron papilar semejante al que muestran las metacercarias de Chiapas y
Guatemala, esto en cuanto a las papilas que conforman los dos anillos sefialados por Tongu et al.
(1995), como papilas internas y papilas externas y que en el presente estudio las denominamos
como papilas medias y papilas externas, respectivamente. Adicionalmente, observamos en el
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material de Veracruz la presencia de seis papilas conformando un tercer anillo situado en la
superficie interna del acetdbulo. No consideramos que esta caracteristica sea unica en las
metacercarias de las localidades muestreadas de Veracruz, sino que pudieron observarse gracias
al grado de contraccién de esta estructura, lo que muy probablemente no sucedi6 en el material
observado de Chiapas y Guatemala. Debido a esto, reiteramos la inclusién de mas metacercarias
de estas dos Ultimas localidades asi como de Veracruz. De las localidades de Colima, solo se
observé una metacercaria, la cual carece de patron papilar; sin embargo, creemos pertinente
analizar mas material para ratificar su ausencia. De igual manera, debido a la presencia de mucus
en la superficie de la ventosa oral, no se pudo apreciar algun patrén papilar sobre esta estructura;

por lo que también seria importante incluir nuevo material en estudios futuros.
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Figura 8. Cladograma resumido del &rbol de consenso estricto obtenido con el marcador COI, mostrando
las caracteristicas principales por las cuales fueron reconocidos los 3 morfotipos (Tabla 7).
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En cuanto a la coloracién distintiva entre las metacercarias de las poblaciones de los tres
Estados muestreados, Iwagami et al. (2003) en un estudio independiente, mencionan que esto
podria ser un efecto local de la relacion hospedero-parasito, por lo que hasta ahora no se
considera una caracteristica distintiva. Sin embargo, para poder aseverar o descartar que se trata
de un efecto producido por la relacion local de este parasito con su hospedero es necesario el

realizar estudios mas especificos a este nivel.
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CONCLUSIONES

Se amplié a 20 el namero de registros para Paragonimus en México al adicionarse tres
nuevas localidades, estas son: rio Los Amiales, en Coquimatlan, Colima, y rio Los

Pocitos y rio Piso en el Estado de Veracruz.

Se comprobd la presencia actual de Paragonimus en dos localidades previamente

registradas: Finca Brasil, Tapachula, Chiapas y Ojo de Agua, Madrid, Colima.

Se corrobord que la especie de cangrejo Raddaus tuberculatus actia como hospedero
intermediario en Finca Brasil, Chiapas. Ademas, se establecen como registros nuevos a
Pseudothelphusa aff. seiferti y Tehuana poglayenorum de Rio Los Amiales,

Coquimatlan, Colima y de Rio Piso y Rio Los Pocitos, Veracruz, respectivamente.

La determinacion de los cangrejos que se encontraron infectados con metacercarias de
este parasito nos conllevan a proponer que se actualizen los registros de los hospederos

intermediarios de acuerdo a su nomenclatura actual.

Las diferencias genéticas encontradas entre cada poblacion analizada que ademas
coinciden con cada uno de los tres morfotipos identificados y su distribucién geogréfica,
nos llevan a concluir que éstas se han diferenciado a un nivel tal, que bien podrian
considerarse como especies diferentes. Sin embargo, es necesario evaluar otro tipo de
informacion (ya sea utilizando otro gen u otras caracteristicas de otras fases de

desarrollo) para poder confirmar esta hipotesis.
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v Considerando la informacién citada en la descripcion original de P. mexicanus, ademas
de la informacion molecular analizada en el presente estudio, se determina que las
poblaciones muestreadas de Colima corresponden a esta especie sensu stricto. Por el
contrario, las poblaciones de Veracruz y Ecuador por un lado y las de Chiapas junto con
Guatemala por otro lado, pertenecen a tres taxones en proceso de diferenciacion con

respecto las unas de las otras y a su vez a las de Colima.

v Es necesario incluir mas individuos para dar mayor resolucion al cladograma; y/o la

inclusion de més caracteres moleculares tanto para resolver como para robustecer nuestra

hipotesis.
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Apéndice 1

Ejemplares de la CNHE revisados e incluidos en el estudio morfologico.

Nombre de Localidad No. Cat. (No. Ejemplares)
Registro
P. mexicanus Colima
Ojo de Agua, Madrid 1026 (5)
Rio de la Barragana, Comala 1028 (2)
1029 (4)
Veracruz
Las Cabanas, Sontecomapan 1145 (3)
1015 (1)
Jardin Botanico* 2971 (1)
Japdn
P. westermani Univerisdad de Fukuoka, Japon 910 (2)

* Jardin Botanico de la Estacion de Biologia Troépical “Los Tuxtlas”, San Andrés Tuxtla, Veracruz
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Apéndice 2

Técnicas de tincion para trematodos

1.

no

10.

11.

12

Paracarmin de Meyer

Para matar el ejemplar se sumerge en liquido de Bernald, no méas de un minito.

El parasito se coloca sobre un portaobjetos que tenga una o dos gotas de fijador (liquido
de Bouin), y se le pone un cubreobjetos con la intencion de aplanarlo ligeramente, en
caso de que el ejemplar sea muy grueso, se ponen dos o0 mas cubreobjetos y se fija por 24
horas, se afiade suficiente fijador para evitar que la preparacion se seque.

Transcurrido ese tiempo el parésito se desmonta quitando cuidadosamente el
cobreobjetos y con un pincel o con una aguja de diseccion, se desprende con el fin de no
romperlo y se coloca en una caja de Petri que contenga alcohol al 70%.

Se lava en alcohol al 70% hasta que quede perfectamente blanco, libres de color amarillo
del liquido de Bouin, para ello se requiere de muchos cambios.

Lavar en alcohol al 96%, dos cambios de 10 minutos cada uno.

Tefiir con Paracarmin de Meyer durante 8 a 10 minutos.

Lavar con alcohol 96% para quitar el exceso de colorante durante 5 0 mas minutos.
Diferenciar en alcohol acidulado al 2% con acido clorhidrico, hasta que los bordes del
gusano queden blancos y los 6rganos internos visiblemente tefiidos.

Lavar con alcohol al 96% durante uno o dos minutos para evitar que el alcohol acidulado
sigua actuando.

Lavar en alcohol absoluto durante 20 6 30 minutos.

Montar con balsamo de Canada, el parasito debe quedar ventral, vertical y en el centro de

la preparacion.

. Etiquetar con datos de colecta.
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Tricromica de Gomori

SOLUCION ACUOSA

1.

2.

8.

9.

Fijar y aplanar en liquido de Bouin durante 24 horas.

Desmontar con cuidado y lavar con alcohol al 70%.

Hidratar con alcoholes sucesivos de 70%, 50% y 25% hasta agua destilada.

Tefir de 20 a 30 minutos 0 mas segun el grosor del parésito, en una solucién diluida de
Tricrémica de Gomori, que se prepara con una gota de solucion madre del colorante por
cada 3cc de agua destilada, hasta que el parasito tome un color azul.

Lavar con agua destilada para eliminar el exceso del colorante.

Diferenciar con agua acidulada al 2% con &cido clorhidrico, hasta que los bordes del
gusano queden ligeramente blancos.

Lavar con agua destilada para evitar que el agua acidulada sigua actuando, uno o dos
cambios de 5 minutos cada uno.

Deshidratar con alcoholes sucesivos hasta alcohol absoluto, 10 minutos en cada cambio.

Aclarar con aceite de clavos, xilol o salisilato de metilo.

10. Montar en balsamo de Canada.

11. Etiquetar con los datos de colecta.

SOLUCION ALCOHOLICA

1. Fijary aplanar en liquido de Bouin durante 24 horas.

2.

Desmontar con cuidado y lavar con alcohol al 70% hasta que los ejemplares queden
blancos.

Tefir con una solucién alcohélica diluida, que se prepara poniendo una gota de solucion
madre de Tricromica de Gomori, que se prepara con una gota de solucion madre del
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8.

9.

colorante por cada 3cc de alcohol al 96%, durante 20 a 30 minutos 0 mas, segun el grueso
del parésito.

Lavar con alcohol al 96% para eliminar el exceso del colorante.

Diferenciar con alcohol al 96% acidulado al 2 % con &cido clorhidrico, hasta que los
bordes queden completamente blancos.

Lavar con alcohol al 96% durante 10 minutos para que el alcohol acidulado deje de
actuar.

Lavar con alcohol absoluto durante 10 minutos.

Aclarar en aceite de clavos, xilol o salicilato de metilo.

Montar en balsamo de Canada.

10. Etiquetar.
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Apéndice 3

Técnicas de biologia molecular

DIGESTION DEL TEJIDO

Rotular cuatro series de tubos de 1.5 ml con la clave de cada muestra.

1.

2.

3.

Fragmentar el tejido y colocarlo, cuidadosamente, en la primera serie de tubos.
Afadir a cada tubo 500 pl de buffer STE, 20 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 75 pl de
SDS al 10%.

Incubar a 55 °C durante 24 hr, agitar con vortex ocasionalmente.

EXTRACCION DEL DNA CON EL METODO FENOL-CLOROFORMO

En la campana de extraccion

4.

10.

11.

12.

En los tubos con las muestras digeridas, afiadir 600 ul de fenol. Mezclar con vortex o a
mano e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. Mezclar cada vez que las
fases se separen.
Centrifugar a 13, 200 rpm durante 5 minutos.
Transladar el sobrenadante a la segunda serie de tubos rotulados, tratando de no alterar la
interfase.

Repetir pasos de 4-6.
Adicionar 600 ul de CI (solucion de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1). Mezclar
suavemente e incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos. Mezclar
frecuentemente.

Centrifugar a 13, 200 rpm durante 3 minutos.

Trasladar el sobrenadante a la cuarta serie de tubos.

Agregar 1/10 de la muestra (aproximadamente 45 ul) de NaCl 2M y 2.5 veces el
volumen de la muestra de alcohol 96% frio (-20 °C).

Dejar precipitando a -20 °C durante 24 hr.
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13.

14.

15.

16.

Centrifugar a 13, 200 rpm durante 10 minutos.

Decantar el alcohol o sacarlo utilizando una pipeta de 200 pl, teniendo cuidado de no
llevarse el boton de DNA.

Afadir a cada tubo 50-100 pl de etanol 70 % frio para lavar el botén de DNA. Si el boton
se despega de la pared del tubo volver a centrifugar durante 2 minutos a la misma
velocidad.

Decantar de nuevo el alcohol y secar el botdn de DNA en una centrifuga al vacio.
Resuspender en 50-100 pl de agua bidestilada estéril (ddH,0), dependiendo del tamafio

del botén de DNA.

EXTRACCION DE DNA CON EL METODO DE CHELEX

1.

La solucion de Chelex se prepara en un tubo de 1.5 ml. Agregar 0,15 g de Chelex en
polvo, 1 ml de ddH,O y 8 ul de proteinasa K.

Agitar en vortex hasta homogenizar.

Se rotulan tubos de 1.5 ml, de acuerdo a las muestras que se vayan a extraer.

Se agita nuevamente el Chelex hasta obtener una resina homogeénea y se colocan 80 pl en
los tubos previamente rotulados.

Agitar el Chelex antes de vaciar los 80 pl en cada tubo.

Se debe utilizar un “punto” de tejido visible a simple vista para la extraccion. Secar
perfectamente el alcohol de cada muestra, colocandola en papel filtro por alrededor de 3 a
5 minutos (hasta que la muestra “brinque” cuando se tome con las pinzas).

Al tener listos todos los tubos con la muestra de tejido, se mezclan con vortex y se
incuban por 5 minutos a 50 °C.

Se agita nuevamente todos los tubos hasta que la resina se homogenice, cuidando que el

tejido permanezca dentro del liquido.
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9. Incubar los tubos por 2 horas a 50 °C.

10. Incubar los tubos por 10 minutos a 95 °C.

11. Centrifugar 20 segundos a 13,000 rpm.

12. Esperar 5 minutos a que se enfrien las extracciones.

13. Guardar los tubos en la caja personal en el refrigerador de -20 °C.

14. La extraccion se aclimata y se agita cuando se vaya a utilizar en la amplificacion. Dejar
reposar alrededor de 30 segundos. Al tomar la cantidad requerida para la PCR, cuidar de
hacerlo pegado a la pared del tubo por arriba del “aceite” y DNA que quedan abajo.

15. La solucién de Chelex se guarda en el refrigerador de -20 °C. Para utilizarla siempre hay
que tener cuidado de aclimatarla y mezclarla con vortex hasta homogenizar la resina

perfectamente para cada muestra.

Técnica de PCR
1. Preparar una mezcla maestra con las siguientes proporciones:
Primer F [10 pmol] 1.0 pl x (ndmero de muestras + el control)

Primer R [10 pmol] 1.0 pl x (nGmero de muestras + el control)

Buffer 5x 2.5 ul x (nimero de muestras + el control)
dNTPs 2.5 ul x (nimero de muestras + el control)

MgCl, 1.25 pl x (nimero de muestras + el control)

Taq. Polimerasa 0.125 pl x (namero de muestras + el control)

2. Hacer una suma del volumen total de liquidos y dividirlo entre el nimero de muestras

mas el control y repartir en tubos de 0.2 ml.
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Agregar a cada tubo (excepto al control) 1.0 pl templado de DNA (el volumen puede
variar segun la concentracion de DNA.
Completar el volumen de cada reaccién a 25 pl con ddH,0 estéril. Mezclar suavemente y

colocar las muestras en el Termociclador.

Purificacion de productos de PCR

Columnas de Millipore (No. Cat. UFC7PC250 Montage PCR centrifugal filter devices).

1.

2.

Coloque la columna en uno de los dos tubos proporcionados.

Adicione 375 ul de agua destilada dentro de la columna (si el volumen de amplificacion
fue de 25 pul) sin tocar la membrana de la columna con la punta de la pipeta y
posteriormente adicione los 25 pl de la PCR. Cierre la columna.

Nota: Volimenes pequefios de reaccion de PCR pueden ser usados, pero el volumen en la
columna debe ser ajustado siempre a un volumen final de 400 pl.

Coloque el dispositivo (columna-vial) en la microcentrifuga con la union de la tapa hacia
el centro del rotor.

Centrifugue a 3,300-4,000 rpm durante 15 min. NO CENTRIFUGUE MAS DE ESTE
TIEMPO.

Retire cuidadosamente el dispositivo de la centrifuga. Separe la columna del tubo y
coloque la columna en otro vial limpio.

Adicione cuidadosamente 20 pl de agua destilada a la membrana sin tocarla con la punta

de la micropipeta.

7. Centrifugue a 3,300-4,000 rpm durante 2 min.

Reaccion de secuenciacion (Big Dye v3.1)

Reactivos:

Big Dye Terminator (-20 °C)
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2.5X Sequencing Buffer (-20 °C)

Sephadex G-50-50

Nota: Se preparan dos tubos de reaccion por cada muestra (uno para cada primer). Se rotulan los
tubos eppendorff de 0.2 ml necesarios por cada muestra y por cada primer.
1. En cada tubo eppendorff se adicionan:
2 ul de 2.5 Sequencing Buffer (en el refrigerador de -20 °C)
2 ul de Big Dye Terminator (en el refrigerador de -20 °C)
0.5 ul de oligo o primer (si esta a una concentracion de 5 pmol)
X pl de DNA
Y ul de agua bidestilada estéril
El volumen final debe ser de 10 pl.
Nota:
X esta relacionado con cantidad de DNA que se visualice en la fotografia del gel de
electroforesis para la concentracion después de la PCR (10 ng por cada 100 pb que se quieran
leer).
Y es la cantidad de agua que se necesita para completar el volumen final (V) de 10 pl.
2. Cada tubo de reaccién se mezcla con cuidado a mano.
3. Se centrifugan 15 segundos a méxima velocidad.
4. Se colocan los tubos en el termociclador para llevar al cabo la amplificacion en el programa
ABI (segun la temperatura de alineacion 50 °C, 55 °C, etc.).
Para recobrar el DNA después de la reaccion de secuenciacion

En el caso de columnas nuevas:
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10.

11.

Se debe verificar que el Sephadex (el polvo blanco dentro de la columna) no se
encuentre adherido a la tapa de la columna dando unos golpecitos a la tapa para que el
Sephadex caiga al fondo de la columna.

A cada columna se le adicionan 800 pl de agua bidestilada esterilizada.

Se mezcla en el vortex hasta que se disuelva el Sephadex (el agua de la columna se
observa turbia), teniendo cuidado de que no se formen burbujas.

Las columnas se dejan hidratar por dos horas.

Transcurrido este tiempo, las columnas se destapan, a una por una se le quita la base y
se tapa la abertura de la columna con el dedo y se oprime para que el agua de la
columna se elimine y se coloca en un tubo colector.

Cuando se observe que se ha eliminado totalmente el agua de la columna, se tira el
agua que se deposito en cada tubo colector y las columnas se centrifugan a 2800 rpm
por dos minutos.

Se tira el agua que se deposit6 en el tubo colector.

Se coloca la muestra (producto de PCR) (20pl) en el centro de la columna sin tocar las
paredes de la misma ni al Sephadex.

Se coloca la columna en un tubo eppendorff de 1.5 mL ya rotulado con la clave de la
muestra.

Se centrifuga a 2800 rpm por dos minutos a una temperatura de 4 °C.

Los tubos eppendorff ya con la solucién con el DNA se colocan en la centrifuga al
vacio, donde se centrifugan hasta secar las muestras (aproximadamente 15-20
minutos). El Sephadex de la columna se desecha en el recipiente para desechos no
toxicos. Las tapas, bases, columnas y tubos colectores se colocan en el recipiente

dispuesto para tal objetivo.
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12. Las muestras ya secas se dejan en el refrigerador de -20 °C hasta que sean entregadas a

la técnico del secuenciador automatico.

Importante:

Las bases, las tapas, las columnas y los tubos colectores se colocan en el recipiente
dispuesto para tal proposito. Cuando se acumule una cantidad considerable, se deben de lavar
con alconox 2X por 30 minutos en la estufa de movimiento (mosca) con calor, pasado este
tiempo se enjuagan con agua destilada y se repite el proceso de lavado. Después de enjuagarse
por segunda vez, se separan las tapas y las bases, se dejan secar, se guardan en su bolsa y se
colocan en el cajon de material de reaccion de secuenciacion. Las columnas y los tubos

colectores deben de esterilizarse para que puedan ser utilizados de nuevo.

Para preparar el Sephadex G-50-50

2.6 gr de Sephadex

40 ml de agua bidestilada estéril.

Se mezcla en el vortex hasta que el sephadex se haya disuelto completamente. Se mantiene en el
refrigerador de -20 °C.

Si se van a usar columnas para recobrar el producto de la PCR, se toman 750-800 pl y se colocan
en la columna, dejandose hidratar por dos horas. Después de este tiempo se sigue con el

procedimiento.
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Para preparar 100 pl el 2.5X Sequencing Buffer
50 pl de 5X Sequencing Buffer (en el refrigerador de -20 °C)
50 ul de agua bidestilada estéril.

Colocar en un tubo eppendorf rotulado. Conservar en el refrigerador de -20 °C.

Para poner las muestras en el secuenciador:
1. Agregar 10 pl de formamida al tubo con la muestra seca.
2. Centrifugar a 13,200 rpm durante 4.5 minutos.
3. Pasar la muestra a los tubos pequefios previamente marcados.
4. Poner la tapa gris.
5. Desnaturalizar a 95 °C durante 3 minutos.

6. Poner inmediatamente en hielo.



Apéndice 4

analisis del presente trabajo.

Marcador Localidad Haplotipo NUmero de acceso

ITS2 Guatemala G AF538946
Ecuador E AF538945

- AF159607

CaOl Guatemala G7 AF538944
G6 AF538943

G5 AF538942

G4 AF538941

G3 AF538940

G2 AF538939

Gl AF538938

Ecuador E4 AF538937

E3 AF538936

E2 AF538935

El AF538934

- AF159596

Secuencias parciales de Paragonimus mexicanus obtenidas del GenBank incluidas en los
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Apéndice 5

Alineamiento de secuencias de ITS2 de Paragonimus incluidas en el presente estudio.

10 20 30 40 50 60
SEEEI EEEE PR PP PR PR PR EERE EEEE EEEE R R

Pwestermani taaactatcgcgacgcccaaaaagtcgcggcttgggttttgccagectggegtgatctecce

Pmex Gl @ e e e e e eeeaaaaa O t....
Pmex G2 @ e e e e e eeeaaaaa O t....
Pmex G3 @ e e e e e e e L O t....
Pmex G4 @ e e e e e e e e e e e e e e L t....
Pmex G5 e e e mmeeaeaaa B t....
Pmex G6 @ e e e e e B S t....
Pmex G7 @ e e e e e e e e e B O t....
Pmex Bl @ e e e e e e e e e e e e B o t....
Pmex B2 @ e e e e e e e e e e e e e e e B t....
Pmex E3 e e e mmeaaaaa B t....
Pmex B4 @ e e e e e L S t....
Pmex E5 @ e e e e e e e e L O t....
FB, Chl o e e e L T....
FB, Ch2MC . e e e e e e e e e e e eeeea s N T....
FB, Ch3 e e e e e e e e eeeeeaaaan P T....
FB, CHA e e e e e e e e e e P T....
FB, Ch5 e e e e e e P T....
FB, ChG o e e e R T....
FB, Ch7 e e e e e e e e e e eemeeaaaa I T....
FB, Ch8MC @ i e e e e e e e eeeeemaann P T....
FB, ChOMC @ i e e e e e e e e eeeeam N T....
FB, ChlOMC .. e e e e e e e e e eeeeam N T....
Cogq, Coll e I T...T
Cog, Col2 e e T e e e e eeeae e T...T
Cog, Col3 e T e e T...T
Coqg, Cold s T e T...T
Cogq, Col5 i iiaaaaan T e e e e ee e T...T
Cog, Colb6 e aaaaaaaan 8 T...T
Cog, Col7 e aaaaaaa T e e e e e e aaaaaaan T...T
Cog, Col8 i iiiiaiaaan T oo T...T
Cogq, Col9 i iiiiaiaia. I T...T
Cogq, Coll0 .. iiiaaaaan I T...T
Cog, Colll . e acaaaaaan N T...T
Mad, Coll ... e e eeeeeaana P T...T
Mad, Col2MC .o e e e e e e e e e emmmaa N T...T
Mad, Col3MC ... i e e emeeeaans 8 T...T
Mad, Col4MC ... e e e e e e e e meaa N T...T
Mad, CoOIBMC ..o e e e e e e e e eeeeeaaas I T...T
Mad, COlBMC ... i e e e e e e ieeeemans P T...T
Po, VerlMCc .. e eeaaaaaaa L T...T
Po, Ver2Mc .. e e aaaaaa L [ T...T
Po, Ver3MC .. e e aaaaaa L T...T
Piso, VEerlMC ... e e e e e e e e eeeeeaans 8 T...T
Piso, Ver2MC ... e e e e e e e e e eeaaaa P T...T
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Pwestermani caatctggtcttgtgcctgtggggtgccagatctatggcgtttccctaacatactecgggce
Pmex G1 ......... F- W = t.a.tc..t..
Pmex G2 ......... = = T t.a.tc..t..
Pmex G3 =  ......... - = T t.a.tc..t..
Pmex G4  ......... - = T t.a.tc..t..
Pmex G5  ......... F- = t.a.tc..t..
Pmex G6 = ......... - W = t.a.tc..t..
Pmex G7 ... ...... - 2 t.a.tc..t..
Pmex E1 ..._...... a....... = t.a.tc..t..
Pmex E2 .. ._...... a....... = t.a.tc..t..
Pmex E3 .. ....... F- = t.a.tc..t..
Pmex E4 ... ...... - W = t.a.tc..t..
Pmex E5 ... ..... - = t.a.tc..t..
FB, Ch1 ......... Ao ..... A e e e e amaaa T.A.TC..T..
FB, Ch2Mc  ......... Ao ... ... A e e e e amaaa T.A.TC..T..
FB, Ch3 . ....... Ao ..... A e e e a—aa- T.A.TC..T..
FB, CH4  ......... Aoo..... A e e e e eeeaaaaaaa T.A.TC..T..
FB, Ch5 . ....... Ao ..... A e e e e e emaaaaa T.A.TC..T..
FB, Ch6  ......... Ao ..., A e e e e mmaaaa T.A.TC..T..
FB, Ch7 . ....... Ao ..., A e e e e e emaaaaa T.A.TC..T..
FB, Ch8Mc  ......... Ao ..... A e e e e e e emaaa- T.A.TC..T..
FB, Ch9Mc  ......... Aoo..... A e e e e e e eemaaaaa T.A.TC..T..
FB, ChlOMc  ......... Ao ..... A e e e e emaaaaa T.A.TC..T..
Coq, Coll  __....... Ao ..... A e e e e e e e A.TC..T..
Coq, Col2  __....... Ao ..... A e e e e e A.TC..T..
Coq, Col3 . ........ Ao, A e e eeaaaaaaaa A.TC..T..
Coqgq, Col4  ___.._._... Ao ..... A e e e e e e e A.TC..T..
Coq, Col5  __._..._.__.. Ao ... A e e A.TC..T..
Coq, Col6  ......... Ao...... A e e e e mm A.TC..T..
Coq, Col7 . ....... Ao ..., A e e e e e e A.TC..T..
Cogq, Col8  ......... Ao, A e eeaaaeaaaa A.TC..T..
Coq, Col9  __._..._.._.. Ao ..... A e e e e e e e am——aan A.TC..T..
Coq, Coll0 _........ Ao ..... A e e e e e e A.TC..T..
Coq, Colll ......... Ao, A e e deaaaaaaa A.TC..T..
Mad, Coll  ......... Ao ..... A e e e e e e e A.TC..T..
Mad, Col2Mc ......... Aoo..... A e e e e e eme e A.TC..T..
Mad, Col3Mc ......... Ao ..... A e e e e e e e——aaan A.TC..T..
Mad, Col4Mc ......... Ao ..., A e e e e e mmaaa t.A.TC..T..
Mad, Col5Mc ......... Ao ..... A e e e e e e e e A.TC..T..
Mad, Col6Mc ......... Ao...... A e e e e e m e A.TC..T..
Po, VerlMc  ......... A....... A e eeeeeeeaaaaaa A.TC..T..
Po, Ver2Mc  ......... A...... A e eeeeeeaaaan A.TC..T..
Po, Ver3Mc  ......... A...... A - A.TC..T..
Piso, VerlMc ......... Ao...... A e e e e — e A.TC..T..
Piso, Ver2Mc ......... Ao...... A e e e e maa—aaaa A.TC..T..

70 80 90 100 110 120
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Pwes
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
Pmex
FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

FB,

Coq,
Coq,
Coq,
Coq,
Coq
Coq
Coq
Coq
Coq
Coq,
Coq,
Mad,

Mad
Mad
Mad,
Mad,
Mad,
Po,
Po,
Po,

termani
G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
E1l
E2

Ch10Mc
Coll
Col2
Col3
Col4
Colbs
Colé6
Col7
Cols
Col9
Col10
Coll1
Col1l
Col2Mc
Col3Mc
Col4Mc
Col5Mc
Col6Mc

VerlMc

Ver2Mc
Ver3Mc

130 140

150

160

170 180

Piso, VerliMc .T
Piso, Ver2Mc .T

gcacccacgttgcggctgaaagccttgacggggatgtggcaacggaatcgtggctcagta
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Pwestermani
Pmex G1
Pmex G2
Pmex G3
Pmex G4
Pmex G5
Pmex G6
Pmex G7
Pmex E1
Pmex E2
Pmex E3
Pmex E4
Pmex E5

FB, Chl

FB, Ch2Mc
FB, Ch3

FB, CH4

FB, Ch5

FB, Ch6

FB, Ch7

FB, Ch8Mc
FB, Ch9Mc
FB, ChlOMc
Cog, Coll
Coqg, Col2
Coqg, Col3
Coqg, Col4
Coqg, Col5
Coqg, Colé6
Coq, Col7
Coqg, Col8
Coqg, Col9
Coq, Coll0
Coq, Colll
Mad, Coll
Mad, Col2Mc
Mad, Col3Mc
Mad, Col4Mc
Mad, Col5Mc
Mad, Col6Mc
Po, VerlMc
Po, Ver2mMmc
Po, Ver3Mc

190
SRR EEEE EEE PR PR EEEE PR PR EEEE FERE R R

...a....g
...a....g
...a....g
...a....g
...a....g
...a....g
...a....g
..a....g
...a....g
...a....g
...a....g
...a....g
-.-A.._.G
-.-A....G
-.-A....G
.. ALL..G
...ALL..G
-.-A....G
-.-A.._.G
-.-A....G
.. ALLL.G
-.-A....G
-.-A....G
-.-A....G
-.-A....G
.. ALLL.G
-.-A.._.G
-.-A....G
-.-A.._..G
..-A....G
.. ALLL.G
-.-A....G
-.-A....G
-.-A....G
.. ALLL.G

-.-A___..G
---A....G
---A....G
-..A....C
---A....G
---A.._..G

Piso, VerlMc ...A....G
Piso, Ver2Mc ...A....G

200

210

220

230

aatgatttatgtgcgcgttccgetgtcctgtcttcatctgtggttcatgttgegegtggt
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250 260 270 280
SEEEY EEEE PP PEEEY EEEEY EEET EEEEY EEEE EEEE B

Pwestermani ctgcgtttgatgctgacctatgtatgtgccatgtggctcattctect

Pmex G1 g---a.CC..couoan. = T o (o J
Pmex G2 g---a.CC..._.._-.... A-Coim— e e o (o J
Pmex G3 g---8.CC.covmunnn- A.Coimm e o [
Pmex G4 g---8.CC.cvvcunnn- = O o o [
Pmex G5 (o TR T o o = I o o [
Pmex G6 g---2.CC..cocunnn = I o (o J
Pmex G7 g---a.CC..._..-.... A-Coim— e a oo (o J
Pmex E1 (o TR > T o o = O o o [
Pmex E2 [o > T o] o = O o o [
Pmex E3 g---2-CC.oovcunn. = I o o [
Pmex E4 g---a.CC..ocuuun.. = T o (o [
Pmex ES5 g---a.CC...-.._..... A-Coom— i (o J
FB, Chl G...A.CC.......... AC. —— . (€
FB, Ch2Mc G...A.CC.......... AC. —— (€.
FB, Ch3 G...A.CC.......... AC. . —— (G
FB, CH4 G...A.CC.......... AC. c— i (G
FB, Chb G...A.CC.......... AC. —— i (G
FB, Ch6 G...A.CC.......... AC. —— .. (G
FB, Ch7 G...A.CC.......... AC. —— . (€
FB, Ch8Mc G...A.CC.......... AC. . —— (G
FB, Ch9Mc G...A.CC.......... AC. c— i (G
FB, ChlOMc G...A.CC.......... AC. —— (.
Coqg, Col1l G...A.CC.......... AC. .—— ... [
Coq, Col2 G...A.CC.......... AC. . —— .. (G
Coq, Col3 G...A.CC.......... AC. c—— (G
Coq, Col4 G...A.CC.......... AC. - (G
Coq, Col5 G...A.CC.......... AC. —— .. (C
Coq, Col6 G...A.CC.......... AC. —— . (G
Coqg, Col7 G...A.CC.......... AC. .—— ... [
Cog, Col8 G...A.CC.......... AC. .- ... (C
Coq, Col9 G...A.CC.......... AC. —— i (G
Coq, Coll0 G...A.CC.......... AC. . —— ... (G
Coq, Colll G...A.CC.......... AC .- o [
Mad, Coll G...A.CC.......... AC. .—— (G
Mad, Col2Mc G...A.CC.......... AC. c—— i (G
Mad, Col3Mc G...A.CC.......... AC. —— i (G
Mad, Col4Mc G...A.CC.......... AC. . —— ... [
Mad, Col5Mc G...A.CC.......... AC .- .. (o [
Mad, Col6Mc G...A.CC.......... AC. —— .. [CH
Po, VerlMc G...A.CC.......... AC. —— [ CHR
Po, Ver2Mc G...A.CC.......... AC. —— [ CH
Po, Ver3Mc G...ACC.......... A.C..—— ... G
Piso, VerlMc G...A.CC.......... AC .—— ... [ CH

Piso, Ver2Mc G...A.CC.......... N [C



Apéndice 6
Alineamiento de secuencias de COI de Paragonimus incluidas en el presente estudio.

10 20 30 40 50 60
SRR EEEE PP PP PR PR PR EEEE EEEE EEEE R R

Pwestermani ttttgcctgggtttggtatcgtgagccacatttgcatgaccctgaccaacaacgattcct

PmexES ....... C..a..... gg-t..t..a..t..... t..... tt... . t..t. .t ... t.
PmexG1l _...... C..a..... gg-t..... a..to ... .. .. ... tt.a. .t t._t____. t.
PmexG2 __...... C..a..... gg-t..... a..to ... .. ... tt.a. .t t._t____. t.
PmexG3 ....... C..a..... gog-t..... a..to... ... ... tt.a..t..t__t.._.. t.
PmexG4 _...... C..a..... gg-t..... a..t.. ... ..... tt.a..t._.t..t.......
PmexG5 _...... C..a..... gg-t..... a..to_ .. .. ..... tt.a. . t_.t._t____. t.
PmexG6 _...... C..a..... gg-t..... a..to ... .. .. ... tt.a. . t_.t._t____. t.
PmexG7 _._...... C..a..... gg-t..... a..to ... .. .. ... tt. ...t t..t____. t.
PmexEl _...... C..a..... gg-t..t..a..t..._. t..... tt. ... t_.t__t___.. t.
PmexE2 _....... C..a..... gg-t..t..a..t..... t..... | o S W S t.
PmexE3 _...... C..a...-. gg-t..t..a..t.___. t..... tt. ... t__t._t.___. t.
PmexE4 ____._._. C..a..... gg-t..t..a..t____. t..... te. ...t to ... _. t.
FB,Ch1 __...... C..A..... GG.T..... L TT.A..T..T..T..... T.
FB,Ch2Mc  ....... C..A..... GG.T..... a..To. ..., TT. AL T..T..T..... T.
FB,Ch3 _....... C..A..... GG.T..... AT TT. ... T..T..T..... T.
FB,Ch4 . _..... C..A..... GG.T..... AT TT.A..T..T..T..... T.
FB,Ch5  __...... C..A..... GG.T..... AT TT. ... T..T..T..... T.
FB,Ché .._...... C..A..... GG.T..... N TT.A..T..T..T..... T.
FB,Ch7  ...... C..A.... GG.T..... AT TT.A..T..T..T..... T.
FB,Ch8Mc  ....... C..A..... GG.T..... AT TT. ... T..T..T..... T.
FB,ChO9Mc  ....... C..A..... GG.T..... AT TT.A..T..T..T..... T.
FB,ChliOMc  ....... C..A..... GG.T..... AT TT. ... T..T..T..... T.
Coq,Coll .. .._...... Ao, GG.T..... Aloooo.. T..... T..AL.T..... T..... T.
Coqg,Col2 ... ...... Ao, GG.T..... - PR T..... T..... T..... T..... T.
Coq,Col3 ... ....... Ao, GG.T..... Al oooo.. T..... T..A..T..... T..... T.
Coq,Cold4d ... _..... Ao, GG.T..... Alooooo.. T..... To.ALT..T..T..... T.
Coq,Col5 .. .._.... Ao GG.T..... - D T..... To.ALT..T..T..... T.
Coq,Col6 .. ........ A..... GG.T..... Ao, T..... T..... T..... T..... T.
Coq,Col7 ... ....... AL, GG.T..... Al o.. T..... T..A..T..... T..... T.
Coq,Col8 ... ....... AL, GG.T..... Alooo... T..... T..A..T..... T..... T.
Coq,Col9 ... ...... A.... GG.T..... AT ... T..... ToA T . T..T..... T.
Coq,Coll0 ....... C..A..... GG.T..... Alooo.. T..... T..A..T..... T..... T.
Coq,Coll1l ... .._...... Ao, GG.T..... AT ... T..... ToAL T .. T..T..... T.
Mad,Coll  .......... AL, GG.T..... AT.o. ... T..... T.o.ALT..T..T..... T.
Mad,Col2Mc .......... AL, GG.T..... a..T..... T..... To.AT..T..T..... T.
Mad,Col3Mc .......... Ao, GG.T..... Aloooo.. T..... T..A..T..... T..... T.
Mad,Col4Mc .......... Ao, GG.T..... AL .. T..... T..A..T..... T..... T.
Mad,Col5Mc .......... AL, GG.T..... Ao Lo.. T..... T..A..T..... T..... T.
Mad,Col6Mc .......... AL, GG.T..... AT ... T..... T.o.ALT..T..T..... T.
Po,VerlMc  ....... C..A..... AG.T..... AT ... T..... TT.A..... T..T..... T.
Po,Ver2Mc  ....... C..A..... AG.T..... AT ... T..... TT.A..... T..T..... T.
Po,vVer3Mc  ....... C..A.... AG.T..... AT.. ... T..... TT.A..... T..T..... T.
Piso,VerlMc ....... C..A.... AG.T..... AT ... T..... TT.A..... T..T..... T.
Piso,Ver2Mc ....... C..A..... AG.T..... AT ... T..... TT.A..... T..T..... T.
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80 90 100 110 120

70

Pwestermani tgttcgggtactacgggctggtgtttgcgatgggggccattgtgtgtctgggtagtgttg

PmexE5
PmexG1
PmexG2
PmexG3
PmexG4
PmexG5
PmexG6
PmexG7
PmexE1l
PmexE2
PmexE3
PmexE4
FB,Chl

GGGGGPU.
<<<<<<<
<<<<<<<
FEFEFRFF

e T T T T A T A
I I e O €
AT T T T T A T A
AT T T T T A T A
I O ) €
e T T T T A T A
e T T T T T A T e e Gl T

e T T T T A T ALl TLAL LA
e T T T T T A T A

ettt t.Ltalt ... ........T..C..a...
AT T T T T A T a2 A

s...t..c..t..t...t.a..t..............a.........t.a..a..g....
ca..t..t..t..t...ta..t..............a.........t.a..a..g....
ca..to.to. .. t...ta..t..............a.........t.a..a..g....
..t tot.ot...ta..t..............a.........t.a..a..g....
..ttt t...t.a..t..............a.........t.a..a..g....
...ttt t..t...t.a..t..............t..c..a...t.a..a..g....
c...tototot...t.a..t..............t..c..a...t.a..a.

c...tototot...t.a..t..............t..c..a...t.a..a.

a..t..t.t.t._tia. .t ... ...iA........tlallal 0.

...ttt to.t...ta..t..............t..c..a...t.a..a..g....
...ttt t.t...ta..Co.............@.........t.a..a..9....

FB,Ch2Mc
FB,Ch3
FB,Ch4
FB,Ch5
FB,Ch6
FB,Ch7
FB,Ch8Mc
FB,Ch9Mc
FB,Ch10Mc
Coqg,Coll
Cog,Col2
Coqg,Col3
Coqg,Col4
Coqg,Col5
Cog,Col6
Cog,Col7
Coqg,Col8
Coqg,Col9
Coqg,Col10
Cog,Col1l1l
Mad,Coll

[OROBONONONONONONONORO)

SHONORONONONONONONORONO)

<<<<<<<<

e T G T T T A T AT
e T G T T T A T AT
O e S N
e T T T T A T AT

e T T T T A T AT
e T T T T A T AT

e T T T T A T AT Co
e T T T T A T AT

A..G..G....

e T G T T T AL T AT Col LT
e T G T T TLA T AT Gl
e T G T T TLA T AT Co LT

e T G T T T A T AT Co LT

[ORONONON O]

G
A

e T G T T T A T AT Cl Ll TLALL
e T T T T T A T TGl TLALL

O e ey - N € O € J
e T G T T TA T AT Coo oL AL G

e T G T T T A T AT C Ll TLAL GGl
e T T T T A T AT ALGL Gl

Mad,Col2Mc
Mad,Col3Mc
Mad,Col4Mc
Mad,Col5Mc
Mad,Col6Mc
Po,VerilMc
Po,Ver2mMc
Po,Ver3Mc

A
A
A
A

A
A
A
A

I e N [ [ O I

e T T T T T A T T Col LT
Piso,VerlMc ....T..T..T..T...T. AL Tooeeeaa . To.Coun T,
Piso,Ver2Mc ....T..T..T..T.. .T. A T . ... T..Co.....T.
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130 140 150 160 170 180
SEREY EETE) EEREY FERRY FERR PEEE] PEFE) PEPPY FERR PRER PERE PP

Pwestermani tgtgggcgcatcacatgttcatggttggtttggatgtcaagactgctgttttctttagtt

PmexES5 -t..a..a..... t..... L S ... ... C..--- t.......
PmexG1l -t..a..a..... t..... | (o | S g--t.......
PmexG2 -t..,a..a..... t..... toooo. Cocnon- | g--t.......
PmexG3 -t..,a..a..... t.o.... toooo. Coonon- oL g--t.._...._.
PmexG4 -t..,a..a..... t.o.... toooo. Cocnon- oL g--t.._....._.
PmexG5 t..a..a..... t..... too . C.a....- €t g--t.......
PmexG6 -t..a..a..... t..... | S Coccnn- | S g--t.......
PmexG7 -t..,a..a..... t..... tooooo. Cocnon- | g--t.......
PmexE1l t..a..a..... t..... oo a..... t.... ... Coco-. t.......
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