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RESUMEN: Los Euhirudineos o “sanguijuelas verdaderas” son un grupo de
anélidos caracterizados por presentar 34 somitos; dos ventosas situadas una en
cada extremo del cuerpo; ausencia de quetas y parapodos y celoma reducido. A
pesar de que son comunmente conocidas por sus habidos hematodfagos, la
mayoria de las especies se alimentan de la hemolinfa de pequefios invertebrados
como moluscos y oligoquetos. La clasificacion de estos organismos ha sido
compleja debido al uso de caracteres morfolégicos que no reflejan sus relaciones
filogenéticas. En afos recientes se han explorado las relaciones filogenéticas
entre los euhirudineos mediante el uso de técnicas moleculares, dando lugar a
cambios importantes en la clasificacion tradicional propuesta por Sawyer en 1986.
La presencia de la placa quitinoide dorsal, un caracter facilmente observable a
simple vista, fue empleado durante siglos para identificar hirudineos como
Helobdella stagnalis; sin embargo, analisis moleculares de diversidad genética han
demostrado que bajo dicho nombre hay una enorme variabilidad genética, lo cual
sugiere que en México existen al menos tres especies. Con la finalidad de
corroborar dichos resultados y de asegurar que la recientemente restablecida
especie norteamericana con placa quitinoide dorsal, Helobdella modesta, es
morfologicamente distinguible de las formas mexicanas, se llevo a cabo un analisis
morfométrico empleando herramientas estadisticas univariadas (ANOVA) vy
multivariadas (PCA) para detectar variacion morfolégica entre los cuatro grupos.
Los resultados obtenidos permiten confirmar que en México existen tres especies
escutiferas: Helobdella atli, Helobdella octatestisaca y Helobdella “stagnalis” 2,
ademas de que Helobdella modesta de Estados Unidos es una especie
morfolégicamente diferente a las mexicanas. Los resultados presentados en este
trabajo representan los primeros en resolver la situacion taxonémica de un grupo
complejo de hirudineos cercanamente emparentados mediante el uso de
morfometria multivariada, dando pauta a que en estudios futuros sea empleado el

mismo método para resolver problemas taxondmicos similares.



I. INTRODUCCION

I.I. Euhirudinea: sanguijuelas verdaderas

Los anélidos de manera general se caracterizan por presentar el cuerpo
segmentado y por la repeticion de estructuras externas e internas a lo largo del
cuerpo, fenédmeno llamado metamerismo (Brusca & Brusca, 2003). Es importante
mencionar que dicha condicién se encuentra altamente modificada en Echiura,
Pogonophora y Vestimentifera, y totalmente ausente en Sipuncula, antiguos Phyla
que de acuerdo con recientes analisis moleculares (Struck et al.,, 2007;
Edgecombe et al., 2011) forman parte de Annelida, cuyo grupo hermano es
incierto. Algunos autores consideran a Sipuncula ya sea como el grupo hermano
de Annelida o como un poliqueto (Struck et al.,, 2007) mientras que otros
reconocen a Mollusca como el grupo hermano de Annelida (Edgecombe et al.,
2011), rechazando en cualquiera de los casos la antigua hipétesis que reconocia a
Arthropoda como el grupo hermano de dicho Phylum (Eernisse et al., 1992).

Las sanguijuelas y los oligoquetos, que actualmente conforman un grupo
monofilético llamado Clitellata, presentan una regién glandular especializada en la
secrecion de ootecas llamada clitelo (de ahi su nombre); son hermafroditas; su
desarrollo es de tipo directo; y la morfologia de sus espermatozoides es Unica en
el Phylum (Rouse & Fauchald, 1995). A diferencia de otros clitelados como
Acanthobdellida, Branchiobdellida y Oligochaeta, los euhirudineos presentan 34
somitos; dos ventosas situadas una en cada extremo del cuerpo las cuales son
Gtiles tanto para la fijacibn como para el desplazamiento (Figura 1), ausencia de
quetas y parapodos, y celoma reducido a una compleja serie de canales. De
acuerdo con Sket & Trontelj (2008) existen alrededor de 680 especies de
euhirudineos en el mundo, de los cuales el 70% son dulceacuicolas y son un
componente fundamental en los cuerpos de agua dulce que habitan, en donde
pueden desempefar el papel del depredador mas alto en la cadena tréfica (Davies
et al., 1981).



30 mm

Figura 1. Haementeria lopezi Oceguera-Figueroa, 2006. Vista ventral. va: ventosa anterior, ve: ventosa

La mayoria de las sanguijuelas verdaderas son depredadoras de
invertebrados de cuerpo blando como oligoquetos y pequefios moluscos (Davies
et al., 1981), mientras que la hematofagia es un fenémeno poco frecuente aunque
ampliamente conocido en este grupo. De acuerdo con estudios realizados por
Borda & Siddall (2004a, b) el dltimo ancestro comun de los euhirudineos debid
haber sido hematéfago, una condicion que se perdié independientemente en al

MEeNos cinco ocasiones.

Segun Sawyer (1986), se pueden reconocer dos tipos de crecimiento
corporal relacionados con el tipo de alimentacion; las sanguijuelas depredadoras
se alimentan constantemente y como consecuencia presentan crecimiento de tipo
gradual; por otra parte, las especies que se alimentan de sangre, principalmente
aguellas parasitas temporales, lo hacen de manera esporadica, pudiendo pasar
meses completos entre un evento alimenticio y el siguiente y como resultado, el
tipo de crecimiento es saltatorio. Las especies hematéfagas pueden alimentarse
de un amplio espectro de vertebrados asociados a cuerpos de agua dulce o
marina, incluyendo peces (Schulz et al.,, 2011), anfibios (Ayres & Comensafa,
2008), reptiles (Barragan-Ramirez et al., 2013; McCoy et al., 2007), aves
(Oceguera-Figueroa et al., 2010; Oosthuizen & Fourie, 1985) y mamiferos (Davies
& MacLoughlin, 1996).

Las sanguijuelas no solo forman parte importante de ecosistemas

dulceacuicolas, también lo hacen en ecosistemas marinos y terrestres, y han sido



registradas en todos los continentes (Apakupakul et al., 1999), ademéas muestran
una amplia diversidad de estrategias relacionadas con el cuidado parental
(Kutschera & Wirtz, 2001) y la puesta de ootecas (Mason et al., 2005) (Figura 2a).
El ciclo de vida de las sanguijuelas se compone de cuatro estadios de desarrollo:
huevos, crias, jovenes y adultos (Davies, 1991). Dos estrategias reproductivas han
sido descritas en este grupo: una de ellas consiste en la implantacion hipodérmica
de espermatoforos en la superficie corporal de la sanguijuela (Figura 2b), en la
cual una vez que los espermatoforos implantados liberan espermatozoides, estos
tienen la capacidad de desplazarse por el interior del cuerpo a través del celoma
hasta los ovisacos, lugar en que se lleva a cabo la fertilizacion. La otra estrategia
se refiere a la fertilizacion interna; el gonoporo masculino esté provisto de un pene
eversible, mientras que el gonoporo femenino, en contra parte, cuenta con una

vagina que lo recibe (Siddall et al., 2006).

Figura 2. Vista ventral de Helobdella virginiae Oceguera-Figueroa, 2007, mostrando un grupo de ootecas
adheridas a la superficie corporal (A). Microscopia Electronica de Barrido de un espermatoforo
implantado en la superficie dorsal de Haementeria officinalis (B).

Respecto al plano corporal de los euhirudineos, solamente 27 somitos de
los 34 que los conforman pueden observarse externamente. ElI somito completo
mas sencillo esta constituido por tres anillos primarios que se denominan ai, a; y
as; el anillo medio es el ay, el cual porta las sensilas u 6rganos sensoriales y refleja
la localizacion del ganglio nervioso. Davies (1991) dividi6 el cuerpo de las

sanguijuelas en cinco regiones (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de Haementeria ghilianii. Se pueden observar las cinco regiones mencionadas por
Davies (1991), asi como algunas estructuras del plano corporal basico. (Modificado de Sawyer, 1986).

El aparato digestivo es completo y presenta modificaciones importantes en
algunos grupos. Los miembros del orden Rhynchobdellida poseen una proboscis
muscular Gtil para la penetracion de tejido y la succion de fluidos de sus presas u
hospederos. Por otra parte, en algunos miembros de la familia Hirudinidae es
posible apreciar 3 mandibulas musculares provistas de dientes arreglados ya sea
en una o dos hileras (Oceguera-Figueroa et al., 2012). En algunos grupos el
namero de mandibulas se ha reducido existiendo especies con dos o una
mandibulas (Borda et al., 2008; Phillips et al., 2010). El buche es una estructura
tubular altamente especializada en el almacenamiento de fluidos, es comun
encontrar entre 6 y 11 pares de ciegos laterales. El intestino puede o no contar
con pares de ciegos laterales dependiendo del grupo del que se trate, por ejemplo,

los miembros de la familia Glossiphoniidae presentan cuatro pares de ciegos



intestinales (Figura 4). Finalmente, el ano se encuentra situado dorsalmente cerca

de la ventosa posterior (Sawyer, 1986).

. 1 mm
Proboscis

Glandulas salivales

Testisacos

Ciegos del buche

Ciegos intestinales Ano

Figura 4. Helobdella atli. Aparato digestivo y testisacos. (Tomado de Oceguera-Figueroa & Leon-
Regagnon, 2005).

El aparato reproductor femenino se compone de un par de ovisacos
situados en el somito Xll, a partir de los cuales parten un par de oviductos que
convergen para formar el oviducto comin cuyo extremo desemboca en el
gonoporo (Singhal & Davies, 1985). Por otra parte, el aparato reproductor
masculino se compone de testisacos en numero variable que se sitian en ambos

costados del cuerpo de la sanguijuela, los conductos eferentes son proyectados



de cada uno de estos y se comunican con los conductos deferentes que continlan
el trayecto dando lugar a los ductos eyaculatorios que cuando convergen forman
el atrio comun que desemboca en el gonoporo. Como regla general, el gonoporo
masculino siempre es anterior al femenino y el nimero de anillos entre ellos es de

importancia taxondmica (Siddall et al., 2006) (Figura 5).
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XII
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¢.5mm
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\' :
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Conductos

deferentes
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Figura 5. Helobdella atli. Aparato reproductor. (Tomado de Oceguera-Figueroa & Ledn-Reégagnon, 2005)

De manera tradicional, 10 familias estan incluidas dentro de la subclase

Euhirudinea (Cuadro 1) y se encuentran arregladas dentro de dos grandes



ordenes en funcion de la presencia o ausencia de una proboscis muscular. El
orden Rhynchobdellida agrupa sanguijuelas provistas de una faringe muscular
eversible (proboscis), mientras que Arhynchobdellida agrupa sanguijuelas

provistas de mandibulas musculares utiles para la alimentacion (Sawyer, 1986).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica tradicional de los hirudineos (Modificado de Sawyer, 1986). Los taxa
en color gris incluidos en Hirudinea no son considerados sanguijuelas verdaderas.

Subphylum Clitellata
Clase Hirudinea
Subclase Acanthobdellida

Branchiobdellida
Euhirudinea

Orden Rhynchobdellida Arhynchobdellida
Suborden Erpobdelliformes Hirudiniformes
Familia Glossiphoniidae Erpobdellidae Americobdellidae
Ozobranchidae Salifidae Cylicobdellidae
Piscicolidae Haemadipsidae
Haemopidae
Hirudinidae

En afios recientes, mediante el uso combinado de informacion morfolégica y
molecular se han revisado las relaciones filogenéticas dentro de los hirudineos,
encontrando que la clasificacion propuesta por Sawyer (1986) empleando
Gnicamente caracteres morfologicos, no refleja las relaciones filogenéticas entre
las sanguijuelas (Siddall & Burreson, 1998; Apakupakul et al., 1999; Borda &
Siddall, 2004a, b; Oceguera-Figueroa et al.,, 2011) repercutiendo de manera
importante tanto en la clasificacion tradicional de este grupo como en la
interpretacion de la evolucion de caracteres morfol6gicos y conductuales (Cuadro
2; Figura 6). Las familias Macrobdellidae, Semiscolecidae y Xerobdellidae fueron
restablecidas, mientras que la familia Americobdellidae a diferencia de la
clasificacion tradicional (Cuadro 1) forma parte de Erpobdelliformes (Cuadro 2). La
taxonomia de todo el grupo se encuentra en proceso de revision y es de preveerse

gue ocurran diversos cambios en practicamente todos los niveles.



Cuadro 2. Clasificacion actual de los hirudineos (Modificado de Sawyer, 1986; Siddall, 2002; Borda &
Siddall, 2004b). Los taxa en color gris incluidos en Oligochaeta (=Clitellata) no son considerados
sanguijuelas verdaderas.

Phylum
Clase

Orden

Familia

Annelida

Oligochaeta (=Clitellata)

Acanthobdellida
Branchiobdellida
Hirudinida (=Euhirudinea)

# Glossiphoniidae
# Ozobranchidae
# Piscicolidae

% Americobdellidae |
¥ Erpobdellidae
& Salifidae =
& Cylicobdellidae

% Haemopidae

# Hirudinidae

# Macrobdellidae

& Haemadipsidae

& Semiscolecidae

% Xerobdellidae .

1

1

Erpobdelliformes

Hirudiniformes

# “Rhynchobdellida”
& Arhynchobdellida

I.Il. El género Helobdella

De acuerdo con Sket & Trontelj (2008) Glossiphoniidae esta constituida por

25 géneros, de los que el més diverso es Helobdella, agrupando 35 especies que

se distribuyen en todos los continentes excepto la Antartida. Tiberti & Gentilli

(2010) reportaron un caso de hematofagia por parte de un miembro de este

género (H. stagnalis); sin embargo, la hipétesis mas aceptada sostiene que los

organismos del

género Helobdella dejaron

los habitos hematéfagos para

alimentarse de hemolinfa de pequefios invertebrados como oligoquetos y
moluscos (Borda & Siddall, 2004a, b) (Figura 6).
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Figura 6. Reconstruccion de la evolucion de las preferencias alimenticias en Euhirudinea de acuerdo con
sus relaciones filogenéticas. Negro = hematéfago. Punteado = ambiguo (Tomado de Borda & Siddall,
2004h).

I.Ill. Complejo “Helobdella stagnalis”

Sawyer (1986) agrupdé a las especies del género Helobdella en dos
complejos o “series” de especies en funcion de la presencia o ausencia de una
placa quitinoide dorsal (Figura 7). EI complejo “stagnalis” incluye a sanguijuelas
provistas de placa quitinoide dorsal, mientras que el complejo “triserialis” agrupa
organismos carentes de la misma. Ambos grupos han resultado ser monofiléticos
(Siddall & Borda, 2002; Siddall et al., 2005).

Histéricamente ha existido una gran controversia taxonémica en torno a la
especie Helobdella stagnalis Linnaeus, 1758, pues desde su descripcion original

realizada con base en organismos procedentes de Europa, esta especie se ha

10



registrado en practicamente todos los continentes y ha sido considerada como una
especie cosmopolita (Sawyer, 1986). La presencia de la placa quitinoide dorsal, un
caracter facilmante observable aun a simple vista, ha sido el principal caracter
empleado para identificar a esta especie, lo cual ha ocasionado
desafortunadamente, que no se preste atencidn a las caracteristicas de otros

atributos morfoldgicos.

Se ha sugerido con anterioridad, que la sola presencia de una placa
quitinoide dorsal es un caracter insuficiente para delimitar especies, por lo que la
presencia de H. stagnalis en todo el planeta ha sido puesta en duda (Siddall y
Burreson, 1998). Por ejemplo, en Columbus, Ohio, Estados Unidos se describio
una especie de Helobdella con placa quitinoide dorsal bajo el nombre de
Helobdella modesta Verrill, 1872; sin embargo, esta fue posteriormente
sinonimizada con H. stagnalis (ver Sawyer, 1986). Posteriormente, Siddall et al.
(2005), con base en caracteres moleculares y un anlisis filogenético robusto,
encontraron un alto grado de variacion genética entre los especimenes de H.
stagnalis de Europa y los colectados en Estados Unidos, sugiriendo que ambos
linajes deben ser considerados como especies independientes, de modo que,
actualmente para las formas norteamericanas se restablecié el nombre propuesto
por Verrill en 1872: H. modesta, mientras que el nombre H. stagnalis sensu stricto
gueda restringido a las formas europeas (Moser et al., 2011; Siddall y Burreson,
1998).

I.IV. Morfometria

Desde tiempos remotos tanto la clasificacion de los seres vivos como la
descripcion de nuevas especies se han llevado a cabo mediante el empleo de
caracteres morfoldgicos, la comparacién de rasgos anatdémicos ha sido el principal
criterio para distinguir entre grupos de formas morfolégicas o especies diferentes
(Mayr, 1996). Actualmente, mediante el analisis de informacidén genética es posible

inferir relaciones filogenéticas de manera mas confiable, e incluso delimitar

11



especies; sin embargo, las descripciones morfolégicas continuan siendo la parte
medular en la descripcion de éstas, lo cual ha sido objeto de debate sobre si la
morfologia es aun necesaria para la descripcién de nuevas especies (ver Cook et
al., 2010).

Durante muchos siglos la taxonomia fue netamente descriptiva, sin
embargo, con el paso de los afios herramientas estadisticas como el coeficiente
de correlacion de Pearson, analisis de varianza y analisis de componentes
principales han permitido cuantificar la variacion morfolégica entre y dentro de las
especies dando lugar a un campo llamado morfometria multivariada, o bien,
morfometria tradicional (Reyment, 1985). Por si misma, la morfometria se define
como el estudio de la variacion de la forma y su covariacion con respecto a otras
variables (Bookstein, 1991), en este sentido, la morfometria multivariada emplea
medidas de distancias lineares, radios y angulos (morfologia cuantitativa) como
elementos para determinar la variacion en la forma de las especies a traves de
herramientas estadisticas (Dean et al., 2004) como el Analisis de Componentes

Principales (PCA por sus siglas en inglés).

El Andlisis de Componentes Principales ha sido el método estadistico mas
empleado en la morfometria para discriminar entre grupos de especies 0
subespecies, pues al ser un analisis multivariado es capaz de analizar grupos de
datos compuestos por diversos tipos de medidas (variables) efectuadas en cada
uno de los indiviuos de una muestra, y agruparlas en funciéon de su grado de
variacion (Townend, 2002). Este analisis en particular ha sido empleado para
dicho propdésito en trabajos recientes (Pérez-Ponce de Leon, 1995; Gutiérrez &
Molinari, 2008; Pinacho-Pinacho et al., 2012; Salas et al., 2012; Alcantar-Escalera
et al., 2013).

En cuanto a las sanguijuelas, no existen antecedentes concernientes al uso
de la morfometria multivariada para resolver problemas taxonémicos de los que se

tengan noticias. Sin embargo, existen un par de trabajos en los que, por un lado, la
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medicion de caracteres morfolégicos ha sido empleada para la construccion de
matrices que se analizaron con el método de parsimonia (Bielecki et al., 2009),
con la finalidad de investigar las relaciones filogenéticas entre los hirudineos, y por
el otro, como una herramienta para caracterizar o estandarizar las proporciones de
la forma del cuerpo de las sanguijuelas y asi facilitar su identificacion taxonémica
(Ahmed et al., 2009). En ambos trabajos, los caracteres medidos fueron
seleccionados con base en un modelo matemético propuesto por Bielecki (1997)
en el que el cuerpo de la sanguijuela esta representado mediante dos elipses
(ventosas) y seis trapezoides entre ellas (regiones preclitelar, clitelar y media).
Dicho modelo Unicamente considera la variacién debida al tamafio, por lo que no

es Util para analisis morfométricos multivariados (Figura 8).
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Figura 7. Vista dorsal de Helobdella Figura 8. Modelo matematico propuesto por Bielecki
bowermani.  PQ:Placa  quitinoide (1997) para describir la forma del cuerpo de las
dorsal. (Tomado de Moser et al., sanguijuelas uniformemente.
2013).

En el presente trabajo, se explora el uso de analisis multivariados para
evaluar la variacién morfolégica de caracteres morfolégicos internos y externos de
un grupo de sanguijuelas que han sido consideradas como integrantes del
complejo Helobdella stagnalis con el fin de resolver problemas taxonémicos dentro

del mismo.
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I.V. Antecedentes en México

En México, el campo de la hirudinologia tuvo sus inicios a mediados del
siglo XIX con la publicacion de cuatro trabajos relacionados con sanguijuelas; el
primero de ellos corrié a cargo del naturalista italiano Filippo de Filippi quien, en
1849, realizé la primer descripcion formal de un euhirudineo de México;
Haementeria officinalis. Por otra parte, Jiménez (1865; 1866) contribuyd con la
publicacion de dos trabajos en los que hizo alusion, principalmente, a aspectos
meédicos relacionados con el uso de “la sanguijuela medicinal”. Finalmente,
Mendoza y Herrera (1865) publicaron un trabajo titulado “Observaciones sobre la
sanguijuela que se usa en esta capital”. Otros naturalistas, en su mayoria
extranjeros, contribuyeron con el conocimiento de la hirudofauna mexicana
(Duges, 1886; Moore, 1936; 1938; Richardson, 1971; Ringuelet, 1976); sin
embargo, es de particular importancia el Dr. Eduardo Caballero y Caballero quién
describié ocho especies nuevas de hirudineos de México entre 1930 y 1959. Por
su parte, Ringuelet (1981) elabordé una clave taxonémica para el reconocimiento
de los hirudineos de nuestro pais. En la misma década, Lépez-Jiménez (1985)
realizé el estudio morfologico de 10 especies de sanguijuelas de México como
parte de su tesis de licenciatura en donde ademas describié una especie nueva,
pardsita de tortugas de agua dulce. Doce afios mas tarde, Lamothe-Argumedo et
al. (1997) enlistaron en el Catalogo de la Coleccién Nacional de Helmintos las 22
especies de sanguijuelas que habian sido descritas para México hasta el
momento. El estudio de las sanguijuelas de nuestro pais se detuvo durante
aproximadamente dos décadas, pero fue retomado con la descripcion de algunas
especies nuevas de sanguijuelas con base en caracteres morfoldgicos (Oceguera-
Figueroa & Ledn-Regagnon, 2005; Oceguera-Figueroa 2006 a, b; 2007; 2008;
Oceguera-Figueroa & Siddall, 2008, Lépez-Jiménez & Oceguera-Figueroa, 2009) y
con el reconocimiento de otras con base en caracteres moleculares (Oceguera-
Figueroa et al., 2010; Kvist et al., 2010). Por otra parte, se ha profundizado en el
estudio de las relaciones filogenéticas de algunos grupos de euhirudineos

empleando principalmente marcadores moleculares (Oceguera-Figueroa et al.,
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2005; Borda et al., 2008; Oceguera-Figueroa et al.,, 2010; 2011; Oceguera-
Figueroa, 2012). La publicacion mas reciente sobre la diversidad del grupo fue
realizada por Oceguera-Figueroa & Ledn-Regagnon (2014) quienes enlistaron 31
especies descritas para el pais, distribuidas en 27 estados y el Distrito Federal. De

acuerdo con estos autores, 20 especies son endémicas de México.

Ringuelet (1981) y Sawyer (1986) sefalaron que en México se distribuian
dos especies de Helobdella con placa quitinoide dorsal: H. adiastola y H. stagnalis.
Oceguera-Figueroa & Leodn-Regagnon (2005) estudiaron los ejemplares que
Ringuelet (1981) analiz6 y con base en los cuales realiz6 el registro de H.
adiastola en México (ejemplares en la coleccion personal de Serapio Lépez
Jiménez) y concluyeron que en realidad se trataban de una especie distinta:
Helobdella atli Oceguera-Figueroa & Ledn-Régagnon, 2005. Siddall et al. (2005)
restablecieron el nombre de H. modesta para las formas norte americanas que
anteriormente se habian sinonimizado con H. stagnalis, esta ultima quedando
restringida a las formas europeas. Este cambio taxondmico dejé a los ejemplares
de Meéxico registrados como H. stagnalis en una situacion nomenclatural no

resuelta ya que no habian sido estudiadas bajo esta nueva perspectiva.

Posteriormente, mediante un analisis de diversidad genética de la
subunidad | del gen del Citocromo c¢c Oxidasa (COIl) realizado por Oceguera-
Figueroa et al. (2011) se puso de manifiesto la existencia de al menos tres linajes
independientes de especies de Helobdella con placa quitinoide dorsal en México,
uno de ellos corresponde a H. atli, otro corresponde a la especie que
histéricamente se habia considerado como H. stagnalis (Helobdella “stagnalis” 2
en la figura 9) el cual forma un linaje independiente al de H. modesta de EUA. El
tercer linaje, (Helobdella “stagnalis” 1 en la figura 9) resulté ser genéticamente
proxima a una especie descrita recientemente en Taiwan como Helobdella
octatestisaca Lai, Chang & Chen, 2009 por lo que la forma mexicana adoptaria
dicho nombre (Figura 9). En resumen, 3 grupos de Helobdella con placa quitinoide

dorsal fueron detectados con base en caracteres moleculares: H. atli, H.
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octatestisaca y un tercer grupo sin nombre formal, distribuido en Temixco, Estado
de Morelos, que serd denominado Helobdella “stagnalis” 2 siguiendo la
nomenclatura empleada en Oceguera-Figueroa et al. (2011). Ninguna de las
formas mexicanas ha sido diferenciada con base en caracteres morfolégicos de su
contraparte de EUA, H. modesta (antes H. stagnalis), de la cual no existe una

descripcién morfolégica completa.
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Figura 9. Arbol obtenido por Oceguera-Figueroa et al. (2011) mediante Neighbor-joining basado en el
modelo de sustitucion de dos pardmetros de Kimura correspondiente al locus COIl de especies
representativas de Helobdella mostrando el complejo “stagnalis”. Los nameros frente a las lineas indican a
distancia genética promedio dentro de las especies de un grupo particular.

II. OBJETIVOS

[I.I. Objetivo general

e Contribuir con el conocimiento de los Euhirudineos en México y evaluar el
uso de herramientas de estadistica multivariada para reconocer grupos

taxondmicos de sanguijuelas cercanamente emparentados entre si.
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[l.Il. Objetivos particulares

e Determinar si la variabilidad molecular detectada previamente en las
especies mexicanas de Helobdella con placa quitinoide dorsal corresponde
con algun tipo de variacién morfologica y si esta puede ser empleada para

distinguirlas como especies independientes.

e Esclarecer y actualizar la situacion taxondémica de las formas incluidas en el

grupo “stagnalis” de México.

e Recuperar, mediante un analisis multivariado de datos morfoldgicos, los
tres linajes reconocidos molecularmente por Oceguera-Figueroa et al.
(2011).

e Corroborar que la recientemente restablecida Helobdella modesta de

Estados Unidos es morfolégicamente distinta de las formas mexicanas.

ll. JUSTIFICACION

La descripcion de nuevas especies empleando principalmente caracteres
morfolégicos ha sido, durante siglos, el método mas utilizado para explorar la
biodiversidad a nivel mundial, sin embargo, el uso de marcadores moleculares ha
puesto de manifiesto la existencia de un alto grado de variacidbn genética entre
algunos organismos que aparentemente corresponden a la misma especie,
introduciendo el concepto de “especies cripticas” para aquellas que son dificiles
de reconocer empleando Unicamente métodos de sisteméatica tradicional
(Knowlton, 1986). Como consecuencia, se ha tenido que reevaluar una gran
cantidad de grupos taxondémicos mediante técnicas moleculares, encontrando que
en algunos casos si existen atributos morfolégicos utiles para delimitar especies, y
gue a pesar de ello habian sido clasificadas como una sola debido a descripciones

taxon6micas ambiguas como Lopez-Caballero et al. (2013) demostraron, o bien,
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gue en algunos casos, los caracteres morfologicos no son suficientes para la
delimitacibn de las especies como en algunos representantes del género
Helobdella (Siddall & Borda, 2002).

El complejo “stagnalis” es un claro ejemplo de un grupo que necesita ser
reevaluado, pues desde la descripcion de H. stagnalis Linnaeus, 1758, la
clasificacion taxondmica de las especies relacionadas a esta ha sido sumamente
complicada. La presencia de un cardcter tan conspicuo como la placa quitinoide
dorsal ha imperado como un criterio de gran importancia para reconocer a las
especies de dicho complejo. Siddall et al. (2005) demostraron mediante técnicas
moleculares que si bien la diferenciacion morfolégica entre la forma de EUA (H.
modesta) y la europea (H. stagnalis) no es precisamente clara, se trata de linajes
gue pueden ser considerados como especies independientes, de tal forma que la
breve descripcion morfoldgica realizada por Verril es actualmente respaldada con

evidencia molecular.

En cuanto a las especies mexicanas, el estudio de diversidad genética
realizado por Oceguera-Figueroa et al. (2011) sugiere que existen tres linajes
dentro del complejo “stagnalis” de los cuales, dos muestran claras diferencias
morfologicas y actualmente cuentan con descripciones taxondémicas que las
distinguen como especies distintas (H. atli y H. octatestisaca), mientras que el
linaje restante (Helobdella “stagnalis” 2) no ha sido estudiado morfol6gicamente y
se desconoce si se trata de una especie criptica 0 de una especie nueva con
atributos morfologicos que la diferencien del resto de las especies del complejo.
Es importante sefialar que este ultimo linaje es claramente distinto al linaje de H.
modesta (antes H. stagnalis) de América del Norte con base en secuencias del
COl.

Dado que la morfologia es indispensable para el reconocimiento de nuevas
especies, el estudio de morfometria multivariada realizado en el presente trabajo

sera de gran utilidad para dar soporte a la evidencia molecular encontrada
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previamente, aportando, de ser el caso, una diagnosis detallada que diferencie
morfologicamente a los tres linajes de sanguijuelas escutiferas mexicanas: H. atli,
H. octatestisaca y H. ‘“stagnalis” 2, ademas de la forma norteamericana H.

modesta.

IV. HIPOTESIS

Hipotesis nula. No se encontrara variacion morfolégica que permita distinguir los
distintos linajes detectados con la informacién molecular, por lo cual las muestras
estudiadas en realidad constituyen un solo linaje con amplia distribucion

geografica.

Hipotesis alternativa: La variacion morfolégica encontrada mediante el andlisis
multivariado estara correlacionada con los linajes detectados mediante caracteres
moleculares, por lo cual las muestras deben ser consideradas como especies

independientes.
V. METODO
V.l. Colecta del material biolégico

Se realizaron cuatro salidas a campo (Cuadro 3) en tres estados de México
y uno de Estados Unidos. Los ejemplares de sanquijuelas fueron encontrados
entre las raices de vegetacion acuatica y adheridas debajo de rocas a las orillas

de los cuerpos de agua, se colectaron manualmente y fueron depositados en

recipientes plasticos con agua del medio para su traslado al laboratorio.
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Cuadro 3. Datos de colecta del material biol6gico.

Numero de  Fecha de colecta Localidad Estado Pais Coordenadas

Ejemplares

Colectados
Helobdella 30 21/feb/2013 Temixco Morelos México 18°51°00° N
“stagnalis” 2 99° 13”57’ O
Helobdella modesta 30 26/abr/2013 Connecticut Hartford Estados 41°49° 02’ N

Unidos 72°15°33” 0

Helobdella 30 19/sep/2013 Aljojuca Puebla México 19°05° 257 N
atli 97°31°47” O
Helobdella 30 09/ene/2014 San Juan del Rio Querétaro  México 20°26° 53’ N
octatestisaca 100° 03° 48> O

V.Il. Procesamiento del material hirudolégico

Una vez en el laboratorio, los ejemplares fueron anestesiados mediante la
adicion gradual de alcohol al 70%. Una vez que el movimiento de las sanguijuelas
ces6 completamente, fueron aplanadas entre dos portaobjetos. Los ejemplares
permanecieron alrededor de dos horas entre los portaobjetos y posteriormente
fueron fijadas en alcohol al 96%. Ciento veinte ejemplares, 30 de cada uno de los
grupos por estudiar, fueron tefiidos mediante la técnica combinada de paracarmin
de Meyer-hematoxilina de Ehrlich empleada por LoOpez-Jiménez (1985) y

montados en preparaciones permanentes usando balsamo de Canada (Anexo ).

V. lll. Anélisis de morfometria tradicional

Veinte ejemplares representativos de H. atli, H. octatestisaca, H. modesta y
del linaje considerado como H. “stagnalis” 2 fueron seleccionados para llevar a
cabo la toma de datos morfométricos de 32 caracteres, tanto de caracteres
internos como externos (Anexo 2). Las mediciones de cada uno de los caracteres
se realizaron en un microscopio Optico (Olympus CX40) con ocular micrométrico.
El analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) es un
analisis que no admite datos ausentes, de modo que en los casos en que un
caracter no esta presente en algun organismo de la muestra, es posible sustituirlo
con el valor promedio del resto de los organismos, o bien eliminar dicha variable
debido a que la variacibn ocasionada por un dato faltante podria sesgar los

resultados (Townend, 2002). El segundo criterio fue empleando en este trabajo, de

20



modo que cinco variables fueron eliminadas (longitud del quinto y sexto par de
ciegos del buche, distancia entre el sexto par de testisacos, y longitud de los post-
ciegos izquierdo y derecho) restando solo 27 para el analisis (Cuadro 4). Los datos
de cada uno de los caracteres fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de 0.05 y una prueba de Scheffé con la
finalidad de detectar caracteres que presentaran diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos y de esta forma, detectar y eliminar los datos que no
mostraran ser estadisticamente diferentes entre si de subsecuentes analisis. La
informacion seleccionada bajo el criterio antes sefialado fue empleada para
realizar un Andlisis de Componentes Principales con el objetivo de explorar los
patrones de variacidbn morfologica entre las especies. Los analisis se llevaron a
cabo mediante el software STATISTICA version 7.1. (StatSoft, 2005).

VI. RESULTADOS

El andlisis de varianza (ANOVA) revel6 que con excepcion de la distancia
entre los ocelos (caracter 2), los 26 caracteres restantes muestran diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre al menos, la comparacién de un par
de los grupos. Los valores de significancia de los 162 pares de comparaciones se

muestran en el anexo 3.

Cuadro 4. Variables empleadas para los analisis estadisticos. Se muestran los promedios y rangos para
cada linaje. Las medidas estdn dadas en milimetros.

Caracter Abreviacién H. atli H. modesta H. octatestisaca H. “stagnalis” 2
1 Longitud méxima LMAX 6.35 8.98 8.61 10.22
4.69-8.15  6.56-11.81 6.91-10.16 7.96-13.69
2 Distancia entre ocelos DOCELOS 0.10 0.11 0.12 0.12
0.09-0.15 0.09-0.14 0.08-0.14 0.09-0.15
3 Longitud proboscis LPROB 1.97 1.98 1.60 2.72
1.32-2.29 1.57-2.58 1.24-1.78 2.24-3.56
4 Longitud 1er par de L1CB 0.57 0.69 1.29 1.28
ciegos del buche 0.35-0.82 0.40-0.96 0.83-1.78 0.83-1.83
5 Longitud 2do par de L2CB 0.63 0.55 1.26 1.16
ciegos del buche 0.43-0.92 0.40-0.86 0.89-1.78 0.74-1.76
6 Longitud 3er par de L3CB 0.64 0.53 1.30 1.14
ciegos del buche 0.39-0.83 0.35-0.83 0.95.1.71 0.73-1.70
7 Longitud 4to par de LACB 0.62 0.52 1.16 0.92
ciegos del buche 0.37-0.94 0.38-0.84 0.89-1.51 0.61-1.32
8 Longitud del intestino LINT 1.62 2.94 2.58 3.03
1.09-2.40 1.99-4.77 2.05-3.17 2.58-4.17
9 Longitud 1er par de L1CI 0.67 1.05 1.12 1.11
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ciegos del intestino 0.37-0.86 0.83-1.26 0.80-1.47 0.89-1.46

10  Longitud 2do par de L2ClI 0.76 1.15 1.28 1.36
ciegos del intestino 0.53-1.06 1.03-1.37 0.99-1.56 1.07-1.61

11 Longitud 3er par de L3CI 0.89 1.19 1.27 1.54
ciegos del intestino 0.62-1.13 1.04-1.44 0.99-1.59 1.19-1.96

12  Longitud 4to par de L4CI 0.92 1.22 1.34 1.59
ciegos del intestino 0.56-1.22 0.90-1.58 1.02-1.64 1.23-2.00

13  Distancia entre ler par D1T 0.65 0.93 0.96 1.17
de testisacos 0.37-1.02 0.68-1.22 0.70-1.18 0.90-1.75

14  Distancia entre 2do par ~ D2T 0.71 0.98 0.99 1.29
de testisacos 0.42-1.12 0.74-1.22 0.69-1.18 0.89-1.98

15  Distancia entre 3er par D3T 0.71 0.88 1.07 1.36
de testisacos 0.42-1.06 0.69-1.09 0.81-1.28 1-00-2.03

16  Distancia entre 4to par DAT 0.69 0.86 1.07 1.32
de testisacos 0.48-1.06 0.68-1.21 0.77-1.31 0.99-1.75

17  Distancia entre 5to par D5T 0.64 0.87 1.01 1.18
de testisacos 0.43-1.12 0.70-1.14 0.80-1.21 0.87-1.60

18  Longitud ventosa LVP 0.66 1.08 1.25 1.04
posterior 0.53-0.83 0.83-1.31 1.00-1.48 0.73-1.31

19  Ancho ventosa AVP 0.70 1.11 1.29 1.13
posterior 0.61-0.97 0.88-1.38 1.08-1.45 0.83-1.37

20  Largo placa quitinoide LPQ 0.09 0.19 0.22 0.28
0.05-1.12 0.14-0.26 0.16-0.27 0.18-0.34

21 Ancho placa quitinoide ~ APQ 0.11 0.29 0.31 0.28
0.09-0.15 0.24-0.39 0.26-0.36 0.19-0.34

22 Largo cuerno atrial LCAIZQ 0.18 0.23 0.33 0.46
Izquierdo 0.11-0.26 0.14-0.29 0.26-0.40 0.31-0.60

23 Largo cuerno atrial LCADER 0.18 0.22 0.33 0.45
Derecho 0.11-0.31 0.16-0.28 0.27-0.40 0.33-0.59

24  Distancia entre cuernos DCATR 0.28 0.35 0.48 0.47
Atriales 0.23-0.42 0.26-0.50 0.32-0.62 0.33-0.63

25  Anchuraalaaltura de AGMASC 1.18 1.7 2.05 1.57
gonoporo masculino 0.92-1.69 1.38-2.26 1.59-2.59 1.04-2.29

26  Longitud ventosa LVA 0.18 0.28 0.18 0.26
anterior 0.11-0.29 0.22-0.33 0.09-0.24 0.16-0.34

27  Ancho ventosa AVA 0.25 0.40 0.36 0.42
posterior 0.16-0.34 0.34-0.48 0.29-0.42 0.34-0.54

El 77.86% de la varianza es explicada por los primeros dos componentes,
mismos que evidenciaron la separacién de los linajes en cuatro grupos, mostrando
una clara separacion de H. modesta y H. atli. Por el contrario, se observa un
pequefio sobrelapamiento entre H. octatestisaca y H. “stagnalis” 2 (Figura 10).
Respecto al primer componente, todos los caracteres excepto la longitud de la
ventosa anterior tuvieron eigenvalores muy altos (por encima de 0.5), explicando
el 66.22% de la varianza (Cuadro 5), mientras que el segundo componente explicd
el 11.65% de la misma y las medidas mas importantes fueron la longitud del
segundo, tercer y cuarto ciegos del buche, asi como el largo de la ventosa anterior
(Cuadro 5). El tercer componente no tuvo un patrén claro en la delimitacion de los

grupos al explicar el 8.06% de la varianza, motivo por el cual no fue graficado.
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Cuadro 5. Eigenvalores obtenidos del PCA con las variables seleccionadas. Las medidas importantes

estan en negritas.

CARACTER
LMAX
LPROB
L1CB
L2CB
L3CB
L4CB
LINT
L1CI
L2Cl
L3CI
L4Cl
D1T
D2T
D3T
D4T
D5T
LVP
AVP
LPQ
APQ
LCAIZQ
LCADER
DCATR
AGMASC
AVA
LVA

PCA1l
-0.839728
-0.655052
-0.816038
-0.703318
-0.707270
-0.644091
-0.755728
-0.869116
-0.918754
-0.896419
-0.918801
-0.893546
-0.870783
-0.898559
-0.913499
-0.911472
-0.761331
-0.841531
-0.888645
-0.780187
-0.864245
-0.857546
-0.833250
-0.705965
-0.786366
-0.425316

PCA2
0.369489
0.363340

-0.451748
-0.632701
-0.658236
-0.706430
0.458908
0.099017
0.113986
0.108027
0.052321
0.023469
0.013338
-0.159558
-0.186943
-0.093771
0.128164
0.096009
0.168769
0.245598
-0.046201
-0.067879
-0.212247
-0.050961
0.444167
0.733982

PCA3
0.059742
0.568357

-0.000642
0.021860
-0.045136
-0.138550
-0.092469
-0.204188
-0.127887
0.140095
0.134505
0.179730
0.283061
0.305128
0.258037
0.156625
-0.575609
-0.482215
-0.027782
-0.475804
0.302869
0.280955
-0.074961
-0.578025
-0.148834
0.151869

El andlisis de varianza indic6 que los caracteres con valores que se

consideran estadisticamente discriminantes para los cuatro grupos (P<0.05) son:

distancia entre el tercer, cuarto y quinto par de testisacos; y largo de la placa

guitinoide dorsal (Cuadro 6, Figura 11).

Debido a que H. atli y H. octatestisaca actualmente cuentan con

descripciones morfologicas completas, en el presente trabajo se realiza la

descripcion de Helobdella modesta y Helobdella "stagnalis” 2.
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Figura 10. Andlisis de componentes principales de los cuatro linajes incluidos en el complejo “Helobdella
stagnalis”. a = H. atli, ¢ = H. octatestisaca, m = H. modesta, s = H. “stagnalis” 2.

Cuadro 6. Caracteres estadisticamente discriminantes para los cuatro linajes (P<0.05) de acuerdo con
el andlisis de varianza ANOVA vy la prueba de Scheffé. Las medidas estan dadas en milimetros.

Caracter
Distancia entre 3er
par de testisacos
Distancia entre 4to
par de testisacos
Distancia entre 5to
par de testisacos
Largo placa
quitinoide dorsal

Abreviacion
D3T

DAT
D5T

LPQ

H. atli
0.71
0.42-1.06
0.69
0.48-1.06
0.64
0.43-1.12
0.09
0.05-1.12

H. modesta

0.88
0.69-1.09
0.86
0.68-1.21
0.87
0.70-1.14
0.19
0.14-0.26

H. octatestisaca

1.07
0.81-1.28
1.07
0.77-1.31
1.01
0.80-1.21
0.22
0.16-0.27

H. stagnalis
1.36
1-00-2.03
1.32
0.99-1.75
1.18
0.87-1.60
0.28
0.18-0.34

24



15 A 14 B
14 13
13
12
12
11
11 D
5 1,
3 10
T 09
08
08
08
07 07
08 06
0s 0s
Hmodesta H.stagnalis H.atli  H.octatestisaca H. modesta H. stagnalis H. atli H. octatestisaca
14 035
sl C D
0.30
12
11 0.2
D 1o
5 L
T P 020
09 Q
08 0.1
07
0.10
06
05 0.0
H. modesta H. stagnalis H. atli H. octatestisaca H. modest H. stagnali: H. atli H. octatestisaca

Figura 11. Caracteres estadisticamente diferentes entre los cuatro linajes (P<0.05). Distancia entre tercer
par de testisacos (A). Distancia entre cuarto par de testisacos (B). Distancia entre quinto par de testisacos
(C). Largo de la placa quitinoide dorsal (C). Las barras verticales denotan el intervalo de confianza del
95%.

VI. I. Descripcion de Helobdella “stagnalis” 2

Phylum Annelida
Familia Glossiphoniidae Vaillant, 1890
Género Helobdella R. Blanchard, 1896
Especie Helobdella “stagnalis” 2
NUumero de catalogo: CNHE 8906
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La caracterizacion se realizd con base en 20 ejemplares adultos

recolectados en Temixco, Estado de Morelos (Cuadro 3).

Morfologia externa: Cuerpo pequefio, aplanado dorsoventralmente con el
extremo anterior mas adelgazado que el posterior, en forma de hoja. Longitud de
7.96-13.69 (10.22). Ancho del cuerpo a la altura del gonoporo masculino de 1.04-
2.29 (1.57). Superficie dorsal con pigmentos oscuros concentrados en las regiones
media y posterior, ademas de una linea longitudinal no pigmentada a lo largo de
todo el cuerpo (Figura 12). Superficie ventral con pigmentos oscuros en las
regiones media y posterior, en menor cantidad que en la superficie dorsal.
Gonoporos separados por un anillo, masculino en Xll al/a2 y femenino en Xll
a2/a3. Un par de manchas oculares bien separadas entre si en IV. Distancia entre
las manchas oculares de 0.09-0.15 (0.12). Placa quitinoide dorsal, triangular en
VIII al/a2 de color marrén con una longitud de 0.18-0.34 (0.28) y ancho de 0.19-
0.34 (0.28). Ventosa anterior mas o menos circular, mas ancha 0.34-0.54 (0.42)
que larga 0.16-0.34 (0.26). Boca subterminal en la region anterior de la ventosa.
Ventosa posterior eliptica, generalmente mas ancha 0.83-1.37 (1.13) que larga
0.73-1.31 (1.04). Ano localizado en la superficie dorsal entre los somitos XXVI y
XXVII.

Anulacion: Somitos | y Il fusionados, somito Ill unianillado, somitos IV y V
bianillados, somitos VI-XXIV trianillados, somitos XXV y XXVI bianillados, somito
XXVII unianillado.

Morfologia interna: Proboscis muscular con una longitud de 2.24-3.56 (2.72).
Células salivales dispersas cuyos conductos se unen y dan lugar a un conducto
comun que se inserta en la base de la proboscis en el somito XI. Buche con cinco
pares de ciegos de XIV a XIX. Longitud del primero 0.83-1.83 (1.28), segundo
0.74-1.76 (1.16), tercero 0.73-1.70 (1.14), cuarto 0.61-1.32 (0.92), quinto 0.47-1.11
(0.75). Post-ciegos extendiéndose hasta el somito XXIV, de los que el izquierdo
mide 1.18-2.65 (2.00) y el derecho 1.53-2.53 (1.99). Intestino con una longitud de
2.58-4.17 (3.03) de XX a XXIII con cuatro pares de ciegos de los que el primero
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mide 0.89-1.46 (1.11), el segundo 1.07-1.61 (1.36), el tercero 1.19-1.96 (1.54), el
cuarto 1.23-2.00 (1.59). Seis pares de testisacos intersegmentales de XIII/XIV-
XVII/XIX. La distancia entre el primer par es de 0.90-1.75 (1.17), entre el segundo
0.89-1.98 (1.29), entre el tercero 1.00-2.03 (1.36), entre el cuarto 0.99-1.75 (1.32),
entre el quinto 0.87-1.60 (1.18), entre el sexto 0.68-1.38 (0.98). Cuernos atriales
sin recorrido ascendente, longitud del cuerno atrial izquierdo 0.31-0.60 (0.46),
longitud del cuerno atrial derecho 0.33-0.59 (0.45), distancia entre cuernos atriales

0.33-0.63 (0.47). Ovisacos simples que alcanzan el somito XVII.

Comentarios taxondmicos

Con base en caracteres morfologicos, Helobdella “stagnalis” 2 puede ser
diferenciada facilmente de Helobdella octatestisaca debido al nUmero de pares de
testisacos, cinco en H. octatestisaca y seis en H. “stagnalis” 2. Las manchas
oculares en H. octatestisaca son de forma triangular y se encuentran muy
proximas entre si, mientras que en H. “stagnalis” 2 estan claramente separadas y
son de forma esférica. El cuarto y quinto par de ciegos del buche se encuentran
muy reducidos en H. octatestisaca, mientras que en H. “stagnalis” 2 so6lo presenta

cinco pares de ciegos del buche bien desarrollados.

Helobdella “stagnalis” 2 es facilmente distinguible de H. atli debido a la
ausencia de proyecciones marginales en a2 y a3; y por la presencia de post-
ciegos caracteristicos de H. “stagnalis” 2. Ademas, el nimero de ciegos del buche

es seis en H. atli y cinco en H. “stagnalis” 2.

Helobdella “stagnalis” 2 es diferente de H. modesta en el nimero de ciegos
del buche, H. “stagnalis” 2 presenta cinco pares de ciegos bien desarrollados,
mientras que H. modesta presenta cuatro pares de ciegos bien desarrollados y, en

algunos casos, un quinto par poco diferenciado, ademas de carecer de sexto par.
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En términos morfométricos, los 26 caracteres empleados para el PCA
muestran diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre H. atli y H.
“stagnalis” 2 por lo que la diferenciacion morfolégica entre dichas especies es
bastante sencilla. H. “stagnalis” 2 y H. octatestisaca son estadisticamente
diferentes en 20 caracteres, compartiendo similitudes en los caracteres 4, 5, 9, 10,

20y 24 (Tabla 2) permitiendo delimitarlas de manera eficiente.

Figura 12. Helobdella “stagnalis” 2. \Vista dorsal (A). Vista ventral (B).
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VI. Il. Descripcion de Helobdella modesta (Verril, 1872)

Numero de catadlogo: CNHE 8907

La caracterizacion se realizd con base en 20 ejemplares adultos

recolectados en Connecticut, Hartford, Estados Unidos.

Morfologia externa: Cuerpo pequefio, aplanado dorsoventralmente con el
extremo anterior mas adelgazado que el posterior, en forma de hoja. Longitud
méaxima de 6.56-11.81 (8.98). Ancho a la altura del gonoporo masculino de 1.38-
2.26 (1.70). Superficie dorsal y ventral sin ningun tipo de pigmentacién. Gonoporos
separados por un anillo, masculino en Xll al/a2 y femenino en Xll a2/a3. Un par
de manchas oculares bien separadas 0.09-0.14 (0.11) en IV. Placa quitinoide
dorsal triangular en VIl al/a2 de color marron con una longitud de 0.14-0.26 (0.19)
y ancho de 0.24-0.39 (0.29). Ventosa anterior mas o menos triangular, mas ancha
0.34-0.48 (0.40) que larga 0.22-0.33 (0.28). Boca subterminal en la region anterior
de la ventosa. Ventosa posterior eliptica, generalmente mas ancha 0.88-1.38
(1.11) que larga 0.83-1.31 (1.08). Ano localizado en la superficie dorsal entre los
somitos XXVIy XXVII.

Anulaciéon: Somitos | y Il fusionados, somito Ill unianillado, somitos IV y V
bianillados, somitos VI-XXIV trianillados, somitos XXV y XXVI bianillados, somito
XXVII unianillado.

Morfologia interna: Proboscis muscular con una longitud de 1.57-2.58 (1.98).
Células salivales dispersas cuyos conductos se unen y dan lugar a un conducto
comun que se inserta en la base de la proboscis en el somito XI. Buche con cuatro
pares de ciegos bien diferenciados y en muy pocos casos un quinto par
dificilmente apreciable (n=4), los ciegos van de XIV a XIX. Longitud del primero
0.40-0.96 (0.69), segundo 0.40-0.86 (0.55), tercero 0.35-0.83 (0.53), cuarto 0.38-
0.84 (0.52), quinto (n=4) 0.36-0.39 (0.75). Post-ciegos extendiéndose hasta el
somito XXIV, de los que el izquierdo mide 0.99-2.15 (1.57) y el derecho 1.16-1.99
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(1.60). Intestino con una longitud de 1.99-4.77 (2.94) de XX a XXIII con cuatro
pares de ciegos de los que el primero mide 0.83-1.26 (1.05), el segundo 1.03-1.37
(1.15), el tercero 1.04-1.44 (1.19), el cuarto 0.90-1.58 (1.22). Seis pares de
testisacos intersegmentales de XI/XIV-XVII/XIX. La distancia entre el primer par
es de 0.68-1.22 (0.93), entre el segundo 0.74-1.22 (0.98), entre el tercero 0.69-
1.09 (0.88), entre el cuarto 0.68-1.21 (0.86), entre el quinto 0.70-1.14 (0.87), entre
el sexto 0.58-1.03 (0.75). Cuernos atriales sin recorrido ascendente, longitud del
cuerno atrial izquierdo 0.14-0.29 (0.23), longitud del cuerno atrial derecho 0.16-
0.28 (0.22), distancia entre cuernos atriales 0.26-0.50 (0.35). Ovisacos simples

gue alcanzan el somito XVII.

Comentarios taxondmicos

Con base en caracteres morfolégicos, Helobdella modesta puede ser
diferenciada facilmente de Helobdella octatestisaca debido al nimero de pares de
testisacos, cinco en H. octatestisaca y seis en H. modesta. El cuarto y quinto par
de ciegos del buche se encuentran muy reducidos en H. octatestisaca, mientras
gue en H. modesta el sexto par esta ausente y el quinto se observa en algunos

organismos.

Helobdella modesta es facilmente distinguible de H. atli debido a la
ausencia de proyecciones marginales en a2 y a3; y por la presencia de post-
ciegos en la primera. El nimero de ciegos del buche es seis en H. atli y cinco en

H. modesta.

Helobdella “stagnalis” 2 es diferente de H. modesta en el nUmero de ciegos
del buche, H. “stagnalis” 2 presenta cinco pares de ciegos bien desarrollados,
mientras que H. modesta presenta cuatro pares de ciegos bien desarrollados y, en

algunos casos, un quinto par poco diferenciado, ademas de carecer de sexto par.
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En términos morfométricos 20 caracteres de los 26 empleados para el PCA
muestran diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) Utiles para separar a
H. atli de H. modesta. Los caracteres que no resultaron utiles para ello son: 4-7, 22
y 23 (Tabla, 2) permitiendo una clara separacion entre las especies. Respecto a H.
octatestisaca, los caracteres Utiles para diferenciarla de H. modesta son: 3-7, 10,
15-20, 22-26 (Tabla 2). Finalmente, H. modesta y H. “stagnalis” 2 son facilmente
distinguibles mediante la observacion de los caracteres 1, 3-7, 10-17, 20 y 22-24
(Tabla 2).

VII. DISCUSION

El estudio de la variacidon morfologica cuantificable entre individuos de una
sola especie y entre especies cercanamente relacionadas tiene una larga
tradicion, principalmente en organismos con estructuras rigidas sujetas a ser
medibles como vertebrados y artropodos (Gutiérrez & Molinari, 2008; Manzari et
al., 2002). Sin embargo, en el caso de los hirudineos, el uso de este tipo de
caracteres ha sido escasamente explorado debido principalmente a que se trata
de organismos de cuerpo blando cuyo tamafio total, tamafio de sus érganos, asi
como la disposicion general de los mismos en el cuerpo se encuentran
fuertemente determinados por el tipo de fijadores y por el tipo de narcotizacion
empleados originalmente. La taxonomia de los hirudineos se ha realizado desde la
época de Linnaeus con base en la disposicion de las papilas, nUmero de ocelos,
namero de ciegos del buche y del intestino, nimero de testisacos etc. Sin
embargo, el uso de la morfometria para distinguir especies cercanamente
emparentadas no ha sido explorado a la fecha, siendo este, el primer estudio que

intenta abordar este problema.

Helobdella stagnalis es un claro ejemplo de una especie, supuestamente
cosmopolita, que se caracteriza Unicamente por la forma general de “Helobdella” y
por la presencia de una placa quitinoide dorsal, un caracter facilmente distinguible,

aun sin el uso de un microscopio. Debido a esta supuesta simplicidad para
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identificarla, se han realizado muy pocos estudios con el fin de caracterizar otros
atributos morfologicos, tanto de la morfologia interna como externa. El uso de
caracteres moleculares evidencid, que dentro de la aparente morfologia estable de
“Helobdella stagnalis” existia una alta diversidad genética (Siddall et al., 2005;
Oceguera-Figueroa et al., 2011) sugiriendo que en realidad “Helobdella stagnalis”
se trata de un complejo de especies cuya morfologia no ha sido estudiada a
detalle. Tan sdlo para México y Estados Unidos han sido descritas cinco especies
con placa quitinoide dorsal, todas ellas nombradas como H. stagnalis en algun
momento (H. atli, H. bowermani, H. californica, H. modesta y H. octatestisaca) que
a pesar de ello exhiben un alto grado de variacion morfolégica tanto de sus rasgos
internos como externos, demostrando que la placa quitinoide dorsal por si misma
no es util para delimitar a una sola especie, tal como Siddall & Burreson (1998)

mencionaron con anterioridad.

Dada la necesidad de explorar la variacion morfologica de un nimero mayor
de caracteres, empleamos métodos de morfometria multivariada, enfrentandonos
al problema inicial de que la mayoria de los caracteres potencialmente utiles son
altamente susceptibles a la modificacion de su forma y tamafio durante la fijacién
de los organismos. Por lo cual desarrollamos un método estandarizado que
permitiera procesar a todos los individuos desde la colecta hasta la toma de datos
en el que se maodificaran uniformemente los caracteres morfolégicos en todos los
individuos estudiados. Esto se logré6 mediante el disefio de un protocolo en el que
todos los organismos se aplanaron entre dos portaobjetos bajo las mismas
condiciones. De esta forma, aseguramos que las medidas tomadas en cada
organismo fueran realizadas bajo el mismo criterio, impidiendo que diferencias
debidas a la modificacion de la forma por agentes externos fueran introducidas al

analisis.

A pesar de que el andlisis morfométrico fue realizado entre especies
cercanamente emparentadas, que de hecho en algin momento se pensé que se

trataba de la misma especie, los datos obtenidos a partir del andlisis de varianza
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(ANOVA) sugieren que existe una gran variabilidad morfolégica entre los cuatro
grupos analizados, misma que al ser sometida a un analisis de componentes
principales mostrd distribuirse en cuatro grupos bien definidos dentro del espacio
multivariado, cada uno correspondiente a cada una de las muestras estudiadas en
este trabajo, evidenciando que sin considerar la placa quitinoide dorsal, el resto de
los caracteres morfolégicos son altamente variables y aportan informacion util para
considerar como especies independientes a cada uno de los grupos sometidos al
analisis, razon por la que la especie nombrada H. “stagnalis” 2 en Oceguera-
Figueroa et al. (2011) es en efecto una nueva especie con placa quitinoide dorsal

cuya descripcion morfolégica formal sera realizada posteriormente.

Otro aspecto interesante que puede inferirse del PCA dada la distribucion
espacial de los datos, es que a pesar de que la variacion morfolégica entre las
cuatro especies es muy alta, H. atli, H. modesta y H. octatestisaca forman grupos
muy compactos (Figura 10), lo que biolégicamente representa un alto grado de
homogeneidad morfoldgica, dicho de otra forma se trata de grupos con poca
variacion intraespecifica, caso contrario a H. “stagnalis” 2. Es interesante
mencionar que de acuerdo con Oceguera-Figueroa et al. (2011), H. atli y H.
modesta son el par de especies mas cercanamente emparentadas en términos de
distancia genética (Figura 9), sorpresivamente, el analisis multivariado mostr6é que
dichas especies son muy distintas en términos morfologicos, agrupandolas
totalmente separadas (Figura 10). Paraddjicamente, H. “stagnalis” 2 y H.
octatestisaca, dos especies genéticamente distantes (Figura 9) resultaron
levemente sobrelapadas en el andlisis multivariado (Figura 10), lo cual soélo
representa un leve grado de similitud morfolégica en algunos representantes de
ambas especies, misma que no implica ningan tipo de dificultad para diferenciarlas

facilmente.

Helobdella modesta de Estados Unidos fue considerada como Helobdella
stagnalis durante siglos, en lo que constituye un caso similar al de la forma

mexicana Helobdella “stagnalis”. Al ser demostrado por Siddall et al. (2005) que la
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supuesta especie cosmopolita H. stagnalis era en realidad H. modesta (Siddall et
al., 2005) repercuti6 directamente sobre la clasificacion de las especies
norteamericanas, de manera que en la actualidad la especie que histéricamente
habia sido considerada como la Unica con placa quitinoide dorsal, no figura mas
dentro de la hirudofauna estadounidense (Moser et al., 2013). A pesar del
restablecimiento de H. modesta no existe una descripcion morfolégica formal util
para diferenciarla de otras especies, por lo que su caracterizacion morfoldgica fue
presentada como uno de los resultados de este trabajo, sefialando claramente que
es facilmente distinguible de las especies escutiferas mexicanas empleando

caracteres morfoldgicos.

En México, inicialmente se consideraba a Helobdella stagnalis como el
anico registro de una especie escutifera en nuestro pais. Mas tarde, Ringuelet
(1981) y Sawyer (1986) mencionaron la presencia de Helobdella adiastola que
posteriormente Oceguera-Figueroa & Ledén-Régagnon (2005) reevaluaron
prestando atencibn en sus caracteres morfolégicos internos y externos
encontrando que se trataba de una nueva especie con placa quitinoide dorsal:
Helobdella atli. Por su parte Lai et al. (2009) conscientes del problema taxonémico
relacionado con la especie cosmopolita, describieron una nueva especie escutifera
con base en caracteres morfolégicos y moleculares de ejemplares recolectados en
Taiwan, a la que llamaron Helobdella octatestisaca. Esta especie, resulté ser
molecularmente muy préxima a uno de los linajes de Helobdella con placa
quitinoide dorsal de México, por lo que la forma de nuestro pais recibié el nombre
de H. octatestisaca, la cual se encuentra ampliamente distribuida en México.
Finalmente, con el analisis multivariado realizado en el presente trabajo se provee
la descripcion de una nueva especie escutifera: Helobdella “stagnalis” 2. De esta
forma, lo que en un principio se pensaba correspondia a Helobdella stagnalis por
la sola presencia de la placa quitinoide dorsal, actualmente, gracias al analisis de
caracteres morfoldgicos y moleculares se sabe son tres especies independientes:

H. atli, H. octatestisaca y H. “stagnalis” 2, esclareciendo la situacion taxonomica de
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este complejo que, de manera similar al de Estados Unidos, no cuenta mas con

Helobdella stagnalis dentro de su hirudofauna.

A pesar de que la morfometria no habia sido empleada para resolver
problemas taxondmicos concernientes a hirudineos, arrojé excelentes resultados
reconociendo las tres especies moleculares que habian sido detectadas por
Oceguera-Figueroa et al. (2011) y diferenciandolas de la recién restablecida
Helobdella modesta, proporcionando caracterizaciones Utiles para la separacion
entre los cuatro grupos y ofreciendo caracteres diagnésticos para cada una. Este
método podria ser empleado para la futura descripcion de nuevas especies de
hirudineos con placa quitinoide dorsal o simplemente para la solucion de
problemas taxondémicos relacionados con sanguijuelas empleando el método
estandarizado propuesto en este trabajo para su procesamiento anterior a la toma
de datos. El uso del andlisis de varianza y el PCA son herramientas realmente
atiles, sin embargo, aquellos caracteres que no muestran diferencias
estadisticamente significativas y aquellos con valor de cero que, por tanto, no
pueden ser empleados en el PCA no deben descartarse totalmente de las
caracterizaciones morfoldgicas, pues en taxonomia tradicional la ausencia de un
caracter puede representar una caracteristica diagnéstica o un caracter muy
importante para la diferenciacién entre dos o0 mas especies (ausencia de post-
ciegos en H. atli), mientras que la forma caracteristica de un caracter que no
muestre diferencias estadisticamente significativas puede ser considerado util para
la separacion entre dos especies (forma de los ocelos en H. octatestisaca). Por lo
gque para algunos taxénomos tal vez resulte conveniente el uso de una

combinacién entre ambos métodos.

Como un comentario adicional, durante la toma de datos morfométricos de
H. octatestisaca fueron observados 10 testisacos y no 8 como Lai et al. (2009)
mencionaron entre los caracteres diagnésticos de H. octatestisaca (y por lo cual

fue nombrada de esa forma). Si bien un par de testisacos son dificiles de observar,
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no significa que soélo presente cuatro pares. De cualquier forma el hecho de que

no sean facilmente observables la distingue del resto de las especies.

VIIl. CONCLUSIONES

1) El andlisis morfométrico nos permite concluir que las muestras analizadas no
constituyen una sola especie con amplia distribucion geografica, sino que pueden

ser consideradas como especies independientes molecular y morfolégicamente.

2) Proponemos el primer método estandarizado para el estudio de la variacion

intraespecifica en hirudineos.

3) Este trabajo representa el primero en emplear herramientas de morfometria

multivariada para esclarecer problemas taxonémicos entre hirudineos.

4) El andlisis de varianza (ANOVA) junto con el andlisis de componentes
principales (PCA) son herramientas estadisticas muy Utiles para detectar y
explorar los patrones de variacion incluso en especies cercanamente

emparentadas como el complejo “stagnalis”.
5) En México existen al menos tres especies escutiferas facilmente distinguibles
empleando tanto caracteres morfolégicos como moleculares: Helobdella atli,

Helobdella octatestisaca y Helobdella “stagnalis” 2.

6) Los resultados de este trabajo sugieren que la especie supuestamente

cosmopolita Helobdella stagnalis no existe dentro de la hirudofauna mexicana.

7) El estudio morfométrico apoya y amplia la descripcion morfologica de

Helobdella modesta diferenciandola de las especies mexicanas.
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8) Se confirma que la placa quitinoide dorsal no es un caracter atil para la

delimitacién de especies.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Técnica combinada de Paracarmin de Meyer-Hematoxilina de Ehrlich

a) Lavar en alcohol al 70% (10 minutos)

b) Lavar en alcohol al 96% (10 minutos)
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c) Teidlir con paracarmin de Meyer durante 2 minutos

d) Lavar en alcohol al 96% (10 minutos)

e) Hidratar en alcoholes graduales 70%, 50%, 25% y agua destilada (10 minutos
en cada uno)

f) Tedir con hematoxilina de Ehrlich durante 2 minutos

g) Lavar en agua destilada

h) Diferenciar en agua acidulada al 2% con &cido clorhidrico hasta que adquieran
un color rosa palido (de 2 a 3 horas aproximadamente)

i) Lavar en agua destilada

J) Virar en agua de la llave agregando unas gotas de carbonato de litio, hasta que
tomen un color azul morado

k) Lavar en agua destilada (10 minutos)

[) Deshidratar en alcoholes graduales hasta alcohol absoluto (10 minutos en cada
alcohol y 20 en el absoluto)

m) Aclarar en salicilato de metilo

n) montar en balsamo de Canada, etiquetar y poner a secar
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Anexo 2. Caracteres morfolégicos medidos. M = Helobdella modesta, S = Helobdella “stagnalis” 2, A = Helobdella atli, O =

Helobdella octatestisaca

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
s1
s2
s3
s4
s5

LMAX
7.1131
6.7396

10.4746
11.8192
9.7027
9.4288
9.0719
6.6317
8.8727
9.5284
8.6154
8.8644
9.8023
10.2422
10.9975
10.4663
6.5653

9.213
7.9597
7.6609

12.7239
8.8727
13.695

12.4168

11.6615

DOCELOS
0.1079
0.1162
0.1411
0.1245
0.1328
0.1162
0.1162
0.0996
0.1162
0.1328
0.1162
0.0996
0.1079
0.1245
0.1245
0.1494
0.1079
0.1079
0.1245
0.1162
0.1577
0.1079
0.1411
0.1162
0.1162

LPROB
2.2825
1.743
2.5481
1.8675
2.0086
1.7347
1.6683
1.577
1.909
2.241
1.9505
1.6517
2.0086
2.5813
2.3655
2.1995
1.6434
1.909
1.8094
1.9256
2.9465
2.241
3.569
3.237
2.49

LicB
0.6474
0.4067
0.7387
0.7138
0.7055
0.7055
0.6723
0.6225

0.747
0.8881
0.8217
0.5063
0.9628

0.747
0.7885
0.9628
0.5229
0.6806
0.5395
0.5478
0.8632
1.2284

1.162
1.2865
1.6019

L2CcB
0.5727
0.498
0.5312
0.5644
0.5312
0.5727
0.498
0.4482
0.5478
0.6972
0.6474
0.4067
0.8632
0.5478
0.5976
0.7387
0.4067
0.4565
0.4814
0.4067
1.0126
1.2782
1.1869
1.0624
1.2948

L3CB
0.6142
0.4897
0.5146
0.4814
0.4233
0.5312
0.4482
0.4482
0.4897

0.664
0.5478
0.3569

0.83
0.5644

0.498
0.7387

0.415
0.4648
0.6059
0.4897
0.7387

1.162
1.1454
1.3944
1.1371

Lacs
0.5229
0.5063
0.5146
0.4482
0.5893
0.5727
0.5229

0.415
0.4565
0.5146

0.498

0.415
0.8466
0.5644
0.5478
0.7055

0.415
0.3818
0.5229

0.498
0.6142
1.0873
1.0292
1.0126
0.7968

LsCB

O O O ©O O O o o o o o o o

0.3735
0.3652

0.3984
0.3735

0.7304
0.8134
0.6225
0.9794

0.664

LeCB

O O O O O O OO OO0 oo oo oo oo oo oo o o o

LINT
2.7058
2.5564
3.3366
3.6354
3.0295

2.905
4.7725
2.0833
2.8967
3.0046

2.324
2.8054
3.1125
2.9382

3.569
3.3117

1.992
3.1125

2.822
2.0833
3.4943
2.6477
4.1749
3.9259
3.4445

L1cCl
1.162
0.8383
1.0292
1.1952
1.1537
0.9545
0.9545
0.9545
0.8549
1.0956
1.0375
0.9462
1.2533
1.1122
1.2699
1.1205
1.0292
1.1205
0.8881
1.1122
0.9462
1.1039
1.328
1.0624
1.2035

L2cl
1.2616
1.0458
1.2533
1.2367
1.0624
1.0956
1.0956
1.0873
1.0624
1.2948
1.1122
1.0375
1.3363
1.1952
1.3778
1.2699
1.1039

1.079
1.0624
1.0624
1.5023

1.079
1.6185
1.4442
1.4525

L3CI
1.1288
1.0458
1.3446
1.3197
1.1288
1.0956
1.0707
1.0873
1.2118

1.328
1.1039
1.0956
1.2367
1.2782
1.4442
1.4276
1.0873
1.1288
1.1039
1.1786
1.6683

1.411
1.9671
1.4276
1.6268

L4ci
1.0873
0.9047
1.4691
1.3031
1.1952
1.3446
1.0956
1.0956
1.2284
1.4359
1.1288
1.1786
1.3861
1.3197
1.5853
1.4857

0.996
1.1703
1.0956
1.0707
1.6351

1.577
2.0003
1.4193

1.66

D1T
1.0126
0.6806
1.2201
1.0873
0.9462
0.9711

0.83
0.8383
0.9462

0.913
0.9047
0.7885
1.0873
1.0541
0.9462
1.0541
0.8715
0.7968
0.8466
0.8383
1.2367
1.2699
1.4027

1.162
1.1786

D2T
0.9628
0.747
1.0458
1.079
1.1869
0.9628
1.0873
0.8632
0.7885
1.1786
0.8798
0.8383
1.2284
1.1952
1.0043
1.0956
0.8549
1.0043
0.8134
0.8549
1.162
1.3197
1.6185
1.4027
1.3944
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S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
§18
S19
S20
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All
Al12
Al13
Al4

11.3461
9.2296
9.4537

10.2588
9.5201
9.3126

9.213
9.7857
8.8146
8.4494

11.9188

11.9271

7.968
9.5616
8.3913
7.8518
6.6151
6.1005
6.6732
7.3538
7.0052
6.0258
5.4033
6.1254
5.7104
6.3495
8.1506
7.0052
4.8555

0.1328
0.1245
0.1494
0.1079
0.1162
0.1328
0.0996
0.1494
0.1162
0.1245
0.1162
0.1328
0.1079
0.1079
0.1162
0.1577
0.0996
0.0913
0.0996
0.0996
0.1079
0.0996
0.0913
0.1245
0.1245
0.1079
0.1411
0.1079
0.0913

2.8635
2.905
2.49
2.49
2.241
2.6228
2.49
2.573
3.1789
2.5315
2.905
2.988
2.5813
2.739
2.3655
2.2908
1.6102
1.577
1.992
1.909
1.909
1.66
1.577
1.494
1.328
1.411
1.66
1.66
1.328

1.3363
0.9628
1.2201
1.2035
0.83
1.3944
1.4857
1.1122
1.3612
1.6434
1.8343
1.162
1.3363
1.328
1.3778
0.8217
0.6474
0.3901
0.6059
0.7138
0.6972
0.5312
0.5478
0.5893
0.664
0.6059
0.581
0.5229
0.4482

0.7885
0.747
1.0375
1.1205
0.83
1.0873
1.4691
0.8466
1.2782
1.5687
1.7679
1.162
1.2616
1.2367
1.2948
0.8549
0.6474
0.4482
0.664
0.6225
0.9296
0.6391
0.5893
0.7055
0.747
0.6474
0.6972
0.5478
0.5063

1.3114
0.8881
0.8964
1.1288
0.913
0.913
1.3695
0.9462
1.162
1.4774
1.7098
1.2616
1.245
0.9711
1.0873
0.83
0.7055
0.5063
0.6806
0.8383
0.8134
0.6142
0.5644
0.6723
0.7968
0.6474
0.6308
0.5561
0.5395

1.2201
0.83
0.8217
1.0209
0.747
0.7221
0.9213
0.7387
0.9794
1.3031
1.328
0.747
1.079
0.6391
0.9545
0.7968
0.6308
0.5395
0.6308
0.9462
0.8051
0.6059
0.5229
0.6225
0.6391
0.6225
0.5146
0.5312
0.5976

0.7719
0.8466
0.4731
0.7968
0.5561
0.6474
0.6889
0.5146
0.8051
1.0956
1.1122
0.5063
1.0126
0.6225
0.7885
1.1039
0.5727
0.4316
0.6723
0.7885
0.6889
0.5893
0.6723
0.5976
0.6557
0.6142
0.4648
0.4482
0.6142

O O ©O O O O 0O oo oo o o o o

0.6806
0.4316
0.5644
0.5976
0.4731
0.4731
0.4565
0.5395
0.6225
0.5395
0.4233
0.5146
0.3154
0.4482

3.3283
2.5979

2.822
2.8884
2.7224
2.9548
2.7224
2.8635
2.6726
2.7058
3.1789
3.3366
2.6809
2.9963
2.5896

2.407
1.6849
1.7181
1.8426

1.909
1.8094

1.577
1.4525
1.5023

1.411
1.4442

2.241
2.0584
1.3114

1411
1.2533
1.1786
0.9213
0.9877
0.9047

1.079
1.0209
1.0956
1.0707
1.4608
1.2284
0.8964

1.079
1.1454
0.8632
0.7387
0.3735
0.7553
0.8466
0.7802

0.664
0.7055
0.5561
0.6059
0.6391
0.7636

0.664
0.5312

1.4691
1.4027
1.5936
1.0707
1.2533
1.2035
1.3363
1.3695
1.4857
1.3861

1.328
1.4442
1.1371
1.2865
1.3446
1.0624
0.8632
0.5395
0.8466
0.8466
0.7553
0.7387
0.7968
0.6225
0.6474
0.7138

0.913
0.7304
0.6391

1.8509
1.6019
1.8509
1.3363
1.4276
1.1952

1.245
1.4442
1.6849

1.743
1.7347
1.7513
1.3197

1.411
1.2035
0.9877

1.079
0.6225
0.8964
1.0292
0.8134

0.996
0.7885
0.7719
0.9379
0.8632
0.9462
0.8383
0.7221

1.8924
1.6766
1.6932
1.2367
1.5023
1411
1.411
1.4691
1.8094
1.5355
1.8675
1.6268
1.6019
1.3695
1.411
0.9545
1.079
0.5644
1.0043
1.2284
1.079
0.9545
0.8881
0.8798
0.7968
0.913
1.079
0.83
0.7221

1.4193

0.996
1.1952
1.0043
0.9047
1.0126
1.0292
0.9711
1.2035
1.0624
1.7513

1.162
1.3861
0.9047
1.3114
1.0209
0.6723
0.5063
0.6308

0.913
0.7885
0.5561
0.5644
0.6474
0.6806
0.6391
0.7387
0.4565
0.4565

1.7264
1.0292
1.3529
1.0624
0.9628
1.0126
1.2699
0.8964
1.4442
1.3197
1.9837
1.1952
1.4525
1.0375
1.2533
0.9462
0.7138
0.5727
0.7719
0.9877
1.0043
0.5893
0.5893
0.6723

0.747
0.7055
0.8549
0.5146

0.581
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Al15
Al6
Al17
A18
Al19
A20
o1
02
03
04
05
06
o7
08
09
010
0o11
012
013
014
015
016
017
018
019
020

4.6978
5.561
6.4823
7.2708
6.1918
5.6025
9.3005
9.612
9.968
8.4995
10.1638
8.366
9.5942
9.3895
8.1702
7.6095
8.3304
8.5974
7.654
8.989
8.4906
7.2535
9.345
6.9687
6.9153
9.078

0.1162
0.0996
0.0996
0.1245
0.0913
0.1245
0.1246
0.1157
0.1246
0.1335
0.1424
0.1246
0.1424
0.1157
0.1068

0.089
0.1157
0.1068
0.1335
0.1157
0.1335
0.1246
0.1157
0.1068
0.1157
0.1157

1.328
1.328
1.411
1.66
1.4525
1.411
1.78
1.78
1.78
1.602
1.691
1.4685
1.513
1.78
1.691
1.4418
1.602
1.6465
1.424
1.691
1.6821
1.513
1.602
1.246
1.513
1.691

0.3735
0.5644
0.6308
0.6972
0.3569
0.4814
1.3439
1.3261
1.0324
1.7889
1.78
1.335
1.4685
1.1036
0.8366
0.8989
1.3795
1.1036
1.2193
1.513
1.4596
0.9078
1.4062
1.513
1.3172
1.1125

0.5146
0.5727
0.6474
0.8798
0.4482
0.4399
1.2638
1.3172
0.9968
1.6109
1.6109
1.2193
1.4685
1.157
0.8989
0.9256
1.2371
1.2015
1.1748
1.78
1.4685
1.1748
1.1837
1.3884
1.246
1.0324

0.5727
0.6308
0.6972
0.7553
0.3984
0.4316
1.3083
1.4062
1.1125
1.6554
1.4151
1.2193
1.4507
1.2905
1.1303
0.9523
1.2638
1.1926
1.1392
1.7177
1.3795
1.3528
1.1926
1.2905

1.335
1.2104

0.6225
0.5976
0.6225
0.7304
0.3735
0.5312
1.1659
1.2282

1.068
1.3528
1.2727
1.0858
1.2638
1.1481
1.1036
0.9345
1.0591
1.1659
0.8989

1.513

1.246
1.1303

0.979

1.246
1.1748
1.1926

0.6142
0.5312
0.5561
0.5727
0.4565
0.5976

o ©o o o o

0.9256

0.89
1.3884

O O O o o o o o o

0.3569

0.498
0.4067
0.4731
0.3569
0.3486

O O O O O O 0O OO oo oo oo oo o o o

1.2616
1.4525
1.5936
1.0956
1.4525
1.3529
2.9548
2.9726
2.9103
2.7234
3.0883
2.403
3.0438
3.1773
2.3852
2.2695
2.2962
2.6878
2.4208
2.67
2.0559
2.1093
2.2428
2.4208
2.3585
2.5365

0.5727
0.6059
0.7055
0.8217
0.5644
0.6723
1.3083
1.1837
1.1392
1.4329
1.4774
1.0858
1.1659
1.068
1.0324
0.9968
1.1392
0.89
1.1748
1.157
1.1659
0.979
1.0324
1.0769
0.801
1.1303

0.747
0.6142
0.8466
0.8549
0.7221
0.7221
1.4596
1.5041
1.2638
1.5041
1.4596
1.2727
1.3795

1.335
1.2015
1.0413
1.2727
1.2282
1.2104
1.0858
1.5664
1.1659
1.1926
1.3795
0.9968
1.2015

0.8798

0.747
1.0292
1.1371
0.9213
0.8964
1.4329
1.4329
1.0947

1.424
1.5931
1.3795

1.246
1.2727
1.0858
1.0502
1.2015
1.2994
1.2371
0.9968
1.5575
1.1125
1.2282

1.513
1.0947

1.246

0.7138
0.8466
1.0624
1.0956
0.9213

0.913

1.513
1.4863
1.2816
1.5931
1.4685

1.424
1.2816
1.4418
1.0235
1.2104
1.2193
1.3884
1.2905

1.157
1.4418
1.6465
1.3439

1.246
1.2371
1.2994

0.5561
0.5976
0.6723
1.0043
0.6142
0.3735
0.9167
1.1837
0.7031
1.157
1.1303
0.89
1.1125
0.979
0.7031
0.8455
0.8277
1.0502
0.9434
0.801
1.1303
0.979
0.979
0.9701
1.0235
0.9167

0.6806
0.6474
0.7138
1.1288
0.4731
0.4233
0.9701
1.157
0.7476
1.1837
1.1481
1.0146
1.1481
0.979
0.6942
0.8544
0.8455
1.068
1.0235
1.0858
1.0769
0.9879
0.9701
1.068
0.979
0.89
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Anexo 2. Continuacion

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M20
s1
s2
s3
s4
s5
6
s7

D3T
0.9711
0.7553
1.0126
1.0292
0.8383
0.8217
0.7636

0.83
0.8217
0.8715
0.8466
0.6972
1.0541

1.079
1.0292
1.0956
0.8217
0.7968

0.83
0.7304
1.4525
1.5604
1.6268
1.4774
1.3861

1.66
1.2699

DAT
0.9213
0.6806
1.0292

0.913
0.7138
0.6972
0.7719
0.7719
0.8881

0.996
0.8383

0.747
1.2118
0.9379
0.9296
0.9213
0.8632

0.83
0.8466
0.7885
1.3695
1.4359
1.6766
1.3529
1.2699
1.5438
1.2035

D5T
0.83
0.7387
1.1454
0.8383
0.83
0.8798
0.9213
0.7221
0.83
0.9213
0.8383
0.7055
0.996
0.9545
0.9047
0.8798
1.0043
0.9462
0.8383
0.7387
1.2865
1.3031
1.6019
1.2616
1.1371
1.328
1.1786

D6T
0.7885
0.747
1.0375
0.7636
0.581
0.664
0.6972
0.5976
0.6225
0.7802
0.7885
0.6225
0.8632
0.83
0.7719
0.8383
0.8383
0.7636
0.7055
0.747
1.1288
1.1122
1.3114
1.0873
0.8217
1.1288
1.0292

LvP
1.0043
1.0126
1.1288
1.1869
1.0873
1.1371
1.1454
1.1122
1.0707
1.1454
1.0624
0.9047
1.1537
1.1703

1.162
1.3197
0.8383
0.9213
1.1371
1.0873
1.2782
0.8383
1.2782
1.2201

1.162
1.3114

1.162

AVP
0.996
0.9545
1.1952
1.2699
1.1703
1.1537
1.1537
1.0043
1.1039
1.2284
1.0458
0.9047
1.245
1.245
1.2118
1.3861
0.8881
1.1288
1.0873
1.0209
1.3114
1.0043
1.3778
1.2948
1.2118
1.245
1.245

LPQ
0.166
0.1411
0.2075
0.249
0.1577
0.1826
0.2324
0.2158
0.1743
0.2075
0.2158
0.1494
0.2407
0.2158
0.1909
0.2656
0.1411
0.1743
0.1909
0.1494
0.3486
0.1826
0.332
0.3154
0.2739
0.332
0.332

APQ
0.2656
0.2822
0.3735

0.332
0.2656
0.2822
0.3486
0.3403
0.2822
0.2822
0.3071
0.2573
0.2905
0.2905

0.249
0.3984
0.2573
0.2988
0.2988
0.2822
0.3486
0.2324

0.332
0.2822
0.2988
0.3154
0.3237

LCAIZQ
0.2324
0.1411
0.2573
0.2656
0.2158
0.2241
0.1992
0.1826
0.2407
0.2988
0.2573
0.2324
0.2573
0.2822
0.2905

0.249
0.1992
0.2407
0.1743
0.2075
0.5893
0.5312
0.6059
0.4482

0.498
0.5561

0.498

LCADER
0.166
0.1909
0.2656
0.2822
0.2573
0.2739
0.2324
0.1826
0.1909
0.249
0.2739
0.249
0.2324
0.2573
0.1909
0.249
0.1992
0.2407
0.1743
0.2075
0.5976
0.5063
0.5644
0.4731
0.498
0.5229
0.5312

DCATR
0.3901
0.3237
0.5063
0.4233
0.3486
0.2656
0.3237
0.2988

0.332
0.3569
0.3403
0.3652
0.3901
0.3403
0.3237

0.415
0.3735
0.3652
0.3154
0.3735

0.498
0.6225
0.5561
0.4648
0.4316
0.6059
0.4482

AGMASC
1.6932
1.3861
1.9754
1.8343
1.6185
1.5438
1.7181
1.4857
1.7928
1.7098
1.5936
1.4691
1.6019
2.0252
1.7347
2.2659
1.6351
1.7679
1.6102

1.66
2.1165
1.5604
2.0916
1.7264

1.743
2.2908
1.5604

LPCizQ
1.6185
1.2201
1.9505
1.8675
1.66
1.66
1.4276
1.3031
1.7098
0.996
1.4027
1.4608
1.7762
1.7513
2.158
1.8758
1.1952
1.7513
1.3446
1.3695
1.9505
1.7845
2.3655
2.656
2.5564
2.1912
1.8592

LPCDER
1.3861
1.3612
1.7928
1.6351
1.6434
1.8675
1.7181
1.4525
1.7015
1.7513
1.4442
1.4442
1.9754
1.6683

1.992
1.7347
1.162
1.6268
1.577
1.245
1.9173
1.7181
2.49
2.5315
2.3323
2.241
1.5355

AVA
0.3735
0.3486
0.3569
0.4067

0.415

0.415
0.4814

0.415
0.4482
0.3984
0.4565
0.3652
0.3735
0.4648
0.3486
0.4565
0.3901
0.3818
0.4067
0.3984
0.5478
0.3486
0.4565
0.4482
0.3818
0.5395
0.5395

LVA
0.2656
0.2573
0.2241
0.2822
0.2988
0.2656

0.332
0.2905
0.2573

0.332
0.2822
0.2988
0.2573

0.332
0.2656
0.2905
0.2573
0.2988
0.2905
0.2905
0.3403

0.166
0.2905

0.332
0.2573
0.2573
0.3154
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S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
§18
S19
S20
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
All
Al12
Al13
Al4
Al5
Al6

1.3446
1.2616
1.0043
1.0541
1.2699
1.0873

1.494
1.3695
2.0335
1.0956
1.5687
1.0126
1.3197
0.9213

0.747
0.6142

0.747
1.0541
0.9213
0.5893
0.5395

0.664
0.6557
0.7055
0.7968
0.5395
0.6391
0.6889
0.6889

1.2616
1.1952
1.0707
1.0458
1.2284
1.0956

1.411
1.4525
1.7596
1.3197
1.3778

0.996
1.3529
1.0375
0.7055
0.5395
0.6474
0.9545
0.8715
0.5976
0.6142

0.581
0.6308
0.6225

0.664
0.4814
0.6889
0.7636
0.7138

1.1537
1.0126
0.9794
0.8715
1.0375
0.996
1.2035
1.2865
1.5853
0.9379
1.4276
0.9047
1.2035
1.1205
0.6391
0.4399
0.6059
0.83
0.7636
0.5893
0.664
0.5146
0.5146
0.5395
0.6059
0.4814
0.6723
0.6806
0.6225

0.9047
0.8798
0.6889
0.747
0.8798
0.8466
1.0707
1.0624
1.2035
0.7802
1.2284
0.83
1.0126
0.9379
0.5478
0.3818
0.4814
0.6391
0.7138
0.4482
0.5561
0.498
0.3901
0.5063
0.5146
0.4565
0.5312
0.5312
0.5727

1.0541

0.913
1.0541
0.9545

0.747
1.1952

0.996
0.9296
0.9047
1.2865
1.0375
0.7304
0.8964
0.7055

0.664
0.7304
0.7138
0.8383
0.7802
0.5395
0.6806
0.6308
0.6806
0.6474
0.6806
0.5395
0.6723

0.581
0.6142

1.2201
1.2284
1.1039
0.9379
1.0209
1.2201
1.0292

0.913
1.1039

1.328
1.0624
0.8383
0.9711
0.9711
0.6225

0.664
0.7387
0.8466
0.7719
0.6225
0.6225
0.6474
0.6806

0.664

0.747
0.6142
0.7055
0.6308
0.6557

0.332
0.2905
0.2822
0.1909
0.2656
0.3237
0.2075
0.1992
0.3154
0.3403
0.2573
0.2822
0.2324
0.0996
0.0913
0.1079
0.1162
0.0913
0.1162

0.083
0.0664

0.083
0.0996
0.0913
0.1245

0.083

0.083
0.0581
0.0747

0.3237
0.2822
0.2988
0.1909

0.249
0.2988
0.2324

0.249
0.2905

0.332
0.2656
0.2407
0.2241
0.0996
0.0996
0.1328
0.1577
0.1245
0.1577
0.1245
0.0913
0.1162
0.1328
0.1245
0.0996
0.1079
0.1577
0.0913
0.1079

0.498
0.4316
0.4897
0.4399
0.3652
0.5063
0.4648

0.332
0.5893
0.4482
0.3154
0.3569
0.3735
0.2407
0.1743
0.1245
0.1577
0.1826
0.2241
0.1743
0.1328
0.1411
0.1826

0.249
0.2656
0.1992
0.1494
0.1411
0.1494

0.4897
0.4565
0.498
0.4067
0.3486
0.498
0.4233
0.332
0.581
0.415
0.332
0.3652
0.3569
0.2739
0.1743
0.1328
0.166
0.1826
0.2241
0.166
0.1494
0.1162
0.1245
0.249
0.249
0.1328
0.1162
0.2075
0.1743

0.4565
0.4731
0.4897
0.415
0.3818
0.4067
0.581
0.3735
0.6308
0.5478
0.415
0.3486
0.332
0.3984
0.2822
0.249
0.249
0.2988
0.3071
0.2407
0.249
0.2656
0.2573
0.3071
0.3818
0.2324
0.249
0.332
0.249

1.5604
1.2118
1.3861
1.3612
1.2948
1.3778
1.2865
1.4525
1.9339
1.5853
1.6019
1.0458
1.3197
1.5189

1.245
1.0458
1.3861
1.4691
1.2367
1.1537
1.0624
1.0873
1.0126
1.0458

1.328
0.9213
1.1952
1.0126
1.0375

1.1869
1.7845
1.7264
2.0086
1.826
1.9505
1.909
2.2742
2.158
2.324
1.66
2.0667
1.7928

O O ©O O O O O O ©O o o o o o o o

0.4482
0.4399
0.415
0.3486
0.3652
0.4482
0.3735
0.3735
0.415
0.498
0.3486
0.3735
0.3403
0.3486
0.249
0.1992
0.3154
0.3403
0.3154
0.1992
0.1909
0.249
0.2241
0.249
0.2905
0.166
0.249
0.2241
0.249

0.249
0.3071
0.2988
0.2822
0.2241
0.2075
0.2739

0.249
0.2656
0.2905
0.2573
0.2739
0.2324

0.249
0.2075

0.166
0.1494
0.1743
0.1826
0.1743
0.1162
0.1826
0.1743
0.1743
0.2988
0.1826
0.1743
0.1494
0.1494
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Al17
A18
Al19
A20
o1
02
03
04
05
06
o7
08
09
010
0o11
012
013
014
015
016
017
018
019
020

0.747
1.0624
0.4233
0.5146

1.157
1.1392
0.8633
1.2638
1.1125
1.0502
1.2104
1.1659
0.8188
0.9523
0.8722
1.2549
1.0502
1.2816

1.068
1.1036
1.0324
1.0324
1.0235

0.979

0.7138
1.0624
0.4814
0.6225
1.0502
1.1659
0.9612
1.3172
1.1659
1.0324
1.2905
1.1303
0.7743
0.9078
0.9345
1.246
0.89
1.246
1.1036
1.1125
0.89
1.1125
1.0591
1.0324

0.6474
0.8798
0.5395
0.6142
0.979
1.1125
0.9879
1.2193
1.0858
0.979
1.1659
1.1125
0.801
0.89
0.8989
0.979
0.8455
1.2193
1.0324
1.068
0.8544
1.0235
0.9968
0.9879

0.5561
0.6391
0.4316
0.3818
0
0
0
1.0858

0.89

O O O O O o o o

0.6474
0.7138
0.6225
0.6474
1.3439
1.4863
1.2727
1.4062
1.3795

1.068
1.2994

1.424
1.1214
1.1748
1.0057
1.1659
1.2282
1.1392
1.3795
1.2371
1.3172
1.0502

1.246
1.2905

0.6225
0.8715
0.6806
0.6225
1.3884
1.4596
1.2905

1.424
1.4596
1.0858
1.3528
1.3617
1.1125
1.2015
1.1926
1.1837

1.246
1.4062
1.4329
1.2727
1.3884

1.157
1.2015
1.3083

0.0913
0.1079
0.0913
0.0996
0.2136
0.2136
0.2403
0.1958

0.267
0.2136
0.2314

0.267
0.2314
0.2581
0.2314
0.1869
0.1602
0.2759
0.2403
0.2314
0.2314
0.2047
0.2314
0.2136

0.0996
0.1245
0.1245
0.1162
0.3115
0.3026
0.2848
0.3649

0.356
0.2937
0.3382
0.3293
0.2759
0.2937
0.2848
0.2937

0.267
0.3382

0.356
0.2937
0.3115
0.2848
0.3382
0.2848

0.1743
0.2656
0.1826
0.1162
0.3204
0.2937
0.4094
0.4005
0.3115

0.356
0.4005
0.3649
0.3026
0.3738
0.2759
0.3026
0.3115
0.3738

0.356

0.267

0.356

0.267

0.267
0.3204

0.1992
0.3154
0.1494
0.1162
0.3471
0.3293

0.356
0.4005
0.3204

0.356
0.4005
0.3115

0.356

0.356
0.3026

0.356
0.2937
0.3382
0.3204
0.2759

0.356
0.2848
0.2848

0.356

0.3071
0.4233
0.2324

0.249
0.5785
0.4895
0.5429

0.623
0.5963
0.5696

0.623
0.4094
0.4539

0.534
0.3738

0.445
0.4361
0.4895
0.5073
0.3204

0.445
0.4005

0.445
0.4539

1.2118
1.6932
1.0209
0.9628
2.136
2.5988
1.9224
2.4297
2.2784
1.7889
2.314
2.1449
1.5931
1.78
1.6465
1.6198
1.9936
2.0292
2.5365
2.403
1.7088
2.2873
2.0114
1.9313

o O O o

2.2695
2.0292
2.0915
2.047
2.3318
1.7978
2.1805
1.9491
1.5664
1.5664
1.9135
1.9135
1.6376
2.0915
1.8779
1.78
1.9135
1.869
1.691
1.7533

o O O o

2.0648
2.0114
2.0737

2.136
2.1805
1.5575
2.0025
1.9135
1.5664

1.602

1.869
1.8156
1.6465
1.8779

1.869

1.602
1.8957
1.8156
1.6554
1.8245

0.249
0.2573
0.2324
0.2241
0.4005
0.4094

0.356
0.4094
0.3738
0.3827
0.4272

0.356
0.3026
0.3115

0.356
0.2937

0.356
0.4005
0.4183
0.4005
0.3115
0.3827

0.356
0.3649

0.1743
0.2241
0.1411
0.2075
0.2047
0.2225
0.2047
0.2403
0.2136
0.2314
0.2136
0.1958
0.1335
0.1424
0.2225
0.1335
0.2136
0.2492
0.2403
0.1335
0.1958
0.1424
0.0979
0.1246
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Anexo 3. Valores de significancia de los 162 pares de comparaciones entre H. atli,
H. modesta, H. octatestisaca y H “stagnalis” 2. Los valores en rojo muestran

diferencias estadisticamente significativas (P<0.05).

Largo Maximo

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0352954334 0.0000003226
0.0352954334 0.0000000000
0.0000003226 0.0000000000
0.8435920910 0.0028556795 0.0000116085
Distancia entre los ocelos
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.8251209825 0.3152269939

0.8251209825 0.0514125606
0.3152269939

0.9972861095

0.0514125606
0.9106570800

Largo de la proboscis

0.2235896871

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.0005544954

0.0000000000 0.0000000000

0.0005544954 0.0000000000

0.0007288647 0.0000000000 0.9998523767

Longitud del primer par de ciegos del buche

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.3201376794

0.0000000000 0.0000000000

0.3201376794 0.0000000000

0.0000000000 0.9998122802 0.0000000000

Longitud del segundo par de ciegos del buche

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.5856058020
0.0000000000 0.0000000000
0.5856058020 0.0000000000
0.0000000000 0.4527839625 0.0000000000
Longitud del tercer par de ciegos del buche
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.2315610715
0.0000000000 0.0000000000
0.2315610715 0.0000000000
0.0000000000 0.0435743428 0.0000000000
Longitud del cuarto par de ciegos del buche
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0000001410 0.0000102293

. Octatestisaca

0.8435920910
0.0028556795
0.0000116085

. Octatestisaca

0.9972861095
0.9106570800
0.2235896871

. Octatestisaca

0.0007288647
0.0000000000
0.9998523767

. Octatestisaca

0.0000000000
0.9998122802
0.0000000000

. Octatestisaca

0.0000000000
0.4527839625
0.0000000000

. octatestisaca

0.0000000000
0.0435743428
0.0000000000

. Octatestisaca

0.1902621887
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H. “stagnalis” 2
H atli
H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta
H. “stagnalis” 2

0.0000001410 0.0000000000

0.0000102293 0.0000000000

0.1902621887 0.0006030942 0.0000000012

Longitud del intestino

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.9463655261 0.0000000000

0.9463655261 0.0000000000

0.0000000000 0.0000000000

0.1050988936 0.0260616607 0.0000001237

Longitud del primer par de ciegos intestinales

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.5644544022 0.0000000001

0.5644544022 0.0000000000

0.0000000001 0.0000000000

0.5261937121 0.9999211303 0.0000000000

Longitud del segundo par de ciegos intestinales
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0002313686 0.0000000000

0.0002313686 0.0000000000
0.0000000000 0.0000000000
0.0383065868 0.4113399404 0.0000000000
Longitud del tercer par de ciegos intestinales
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000001940 0.0000114695
0.0000001940 0.0000000000
0.0000114695 0.0000000000
0.5090740541 0.0000737998 0.0000000245
Longitud del cuarto par de ciegos intestinales
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000001410 0.0000102293
0.0000001410 0.0000000000
0.0000102293 0.0000000000
0.1902621887 0.0006030942 0.0000000012
Distancia entre primer par de testisacos
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0002086885 0.0000249270

0.0002086885 0.0000000000

0.0000249270 0.0000000000

0.9525860247 0.0014617567 0.0000026790
Longitud entre el segundo par de testisacos

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0000530983 0.0006451274

0.0000530983 0.0000000000

0.0006030942
0.0000000012

. octatestisaca

0.1050988936
0.0260616607
0.0000001237

. octatestisaca

0.5261937121
0.9999211303
0.0000000000

. octatestisaca

0.0383065868
0.4113399404
0.0000000000

. octatestisaca

0.5090740541
0.0000737998
0.0000000245

. octatestisaca

0.1902621887
0.0006030942
0.0000000012

. Octatestisaca

0.9525860247
0.0014617567
0.0000026790

. Octatestisaca

0.9984425620
0.0001020701
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H atli
H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta
H. “stagnalis” 2
H atli

0.0006451274 0.0000000000

0.9984425620 0.0001020701 0.0003507999
Longitud entre el tercer par de testisacos
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.0329068866
0.0000000000 0.0000000000
0.0329068866 0.0000000000
0.0167008653 0.0000322798 0.0000004313
Longitud entre el cuarto par de testisacos
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.0200945225
0.0000000000 0.0000000000
0.0200945225 0.0000000000
0.0019784898 0.0001122659 0.0000000093
Longitud entre el quinto par de testisacos
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0000002744 0.0002545909

0.0000002744 0.0000000000
0.0002545909 0.0000000000
0.0488949283 0.0077896771 0.0000000031
Longitud de la ventosa posterior
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.7947490184 0.0000000000
0.7947490184 0.0000000000
0.0000000000 0.0000000000
0.0027330874 0.0000911585 0.0000000000
Ancho de la ventosa posterior
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.9898560289 0.0000000000
0.9898560289 0.0000000000
0.0000000000 0.0000000000
0.0006403586 0.0019256290 0.0000000000
Largo de la placa quitinoide dorsal
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0000000021 0.0000000000

0.0000000021 0.0000000000

0.0000000000 0.0000000000

0.0467941924 0.0002008169 0.0000000000

Ancho de la placa quitinoide dorsal

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.4117151671 0.0000000000

0.4117151671 0.0000000000

0.0000000000 0.0000000000

0.0003507999

. Octatestisaca

0.0167008653
0.0000322798
0.0000004313

. Octatestisaca

0.0019784898
0.0001122659
0.0000000093

. Octatestisaca

0.0488949283
0.0077896771
0.0000000031

. Octatestisaca

0.0027330874
0.0000911585
0.0000000000

. Octatestisaca

0.0006403586
0.0019256290
0.0000000000

. Octatestisaca

0.0467941924
0.0002008169
0.0000000000

. octatestisaca

0.8013074057
0.0708763399
0.0000000000
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H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

H. modesta

H. “stagnalis” 2
H atli

H octatestisaca

0.8013074057 0.0708763399 0.0000000000
Longitud del cuerno atrial izquierdo
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.0586410598
0.0000000000 0.0000000000
0.0586410598 0.0000000000
0.0000156104 0.0000000052 0.0000000002
Longitud del cuerno atrial derecho
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.0000000000 0.0815689873
0.0000000000 0.0000000000
0.0815689873 0.0000000000
0.0000018865 0.0000000323 0.0000000000
Longitud entre cuernos atriales
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.0000720500 0.0307603212

0.0000720500 0.0000000003
0.0307603212 0.0000000003
0.0000089012 0.9572524449 0.0000000000

Ancho a la altura del gonoporo masculino

H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.5035939334 0.0000008443
0.5035939334 0.0002764797
0.0000008443 0.0002764797
0.0014036815 0.0000057673 0.0000000000
Ancho de la ventosa anterior
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli
0.7553446060 0.0000000000
0.7553446060 0.0000000000
0.0000000000 0.0000000000
0.1640028399 0.0132893839 0.0000000063
Largo de la ventosa anterior
H. modesta H. “stagnalis” 2 H. atli

0.7064353445 0.0000000004

0.7064353445 0.0000000625
0.0000000004

0.0000000024

0.0000000625

0.0000003375 0.9823035523

. octatestisaca

0.0000156104
0.0000000052
0.0000000002

. octatestisaca

0.0000018865
0.0000000323
0.0000000000

. octatestisaca

0.0000089012
0.9572524449
0.0000000000

. octatestisaca

0.0014036815
0.0000057673
0.0000000000

. octatestisaca

0.1640028399
0.0132893839
0.0000000063

. octatestisaca

0.0000000024
0.0000003375
0.9823035523
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